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I. INTRODUCCION

La manipulacion de los primeros estadios del desarrollo de los mamiferos se
inicid hace ahora 100 afios con los trabajos de W. Heape [25], quién se propuso es-
tudiar en la coneja la importancia del ambiente materno y su influencia sobre el
desarrollo de los embriones transferidos. A lo largo de estos afios los objetivos y fi-
nalidades de busqueda han sido muy variados, desde los estudios puntuales para
el esclarecimiento de los fendmenos fisiolégicos, a la multiplicacion y conserva-
cion de especies en peligro de extincion, el transporte, conservacién e incremento
de las producciones animales y como herramienta de primer orden en la conser-
vacion de especies en peligro de extincion. Asi mismo, ha tenido una funcion rele-
vante al servir como modelo biolégico para su extrapolacion a la reproduccion
asistida humana.

En las Ultimas décadas es la vertiente productiva la que ha proporcionado
un mayor impulso y desarrollo de las técnicas de manipulacién y es sobre todo en
el ganado vacuno donde maés se han desarrollado y difundido. Gracias a la exis-
tencia de programas de mejora genética y a la difusion de la inseminacion artifi-
cial, se pueden utilizar machos de élite sobre hembras excepcionales para
producir descendientes de alta calidad, que superen las producciones de sus ante-
cesores. En la actualidad esta tomando gran desarrollo su utilizacion en la conser-
vacion de la Biodiversidad Animal.

Desde el punto de vista metodoldgico la técnica de la transferencia de em-
briones (TE) es sencilla en su concepto pero compleja en cuanto a su realizacién,
debido principalmente al gran nimero de factores que inciden sobre ellay a la ne-
cesidad de una serie de pasos precisos y consecutivos, de cada uno de los cuales
dependera el éxito o fracaso de la técnica.

Debido a los altos costes que implica la realizacion de la TE, resulta evidente
gue uno de los factores mas importantes a tener en cuenta es la elecciéon de las
hembras donantes, por lo que se ha de ser lo méas preciso y estricto posible en su
seleccidén. Los mayores riesgos han de asumirse en el apartado de la superovula-
cién ya que entre 20-25% de los animales no responde a los tratamientos estimula-
torios y aquellos que lo hacen presentan una gran variabilidad en las respuestas.
La mayor limitante en la TE es pues la variabilidad en la respuesta superovulato-
ria de las hembras donantes, que entre otros factores viene condicionada por el es-
tado general, historial clinico del animal, el momento de la superovulacion, la
dosis y tipo de hormona estimulante utilizada, el nimero de superovulaciones
consecutivas realizadas y una componente genética indeterminada.

La evaluacién de los embriones después de su recuperacion es el elemento
fundamental para su posterior manipulacién (congelacién y transferencia); por el
momento y en las condiciones de campo en las que habitualmente se trabaja, el
criterio de valoracion morfolégico es el mas utilizado, obteniéndose resultados
muy fiables. Los diferentes métodos de sincronizacion de las receptoras, una es-
tricta deteccion de celos y la exploracidn rectal pre-transferencia son los factores
determinantes en los resultados de fertilidad. Del buen entrenamiento y saber ha-
cer del técnico depende que tanto la manipulacién in vitro de los embriones como
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su transferencia a la receptora, sean seguros (en términos sanitarios) y eficaces (en
cuanto a tasas de gestacion).

Il. SELECCION DE DONANTES

AUnN no existe la vaca donante que sirva para cumplimentar todas las exigen-
cias requeridas por un ganadero o bien para adaptarse a la situacion del mercado
en cada momento, por lo que hay que tener en cuenta unos criterios generales que
se puedan utilizar para incrementar el nivel genético medio del rebafio y hacer de
la TE una aventura rentable.

1. Criterios genéticos de seleccion

Antes de superovular una vaca debemos conocer su capacidad de transmi-
sion. En la actualidad se estan superovulando muchas vacas que no cumplen con
las cualidades genéticas requeridas para la transmisién de caracteres rentables a
sus descendientes. Asi muchas vacas, bajo la vista de su propietario, parecen de
mayor valor genético que el que en realidad tienen [4].

Hasta hace relativamente poco tiempo los criterios de seleccion estaban ba-
sados fundamentalmente en el “pedigri”, la procedencia de las vacas de familias
denominadas “profundas” y sus caracteres fenotipicos, tanto de produccion
como de conformacién. En el caso de la produccion de leche se hablaba de vacas
con tres o cuatro generaciones de madres “Excelentes” o “Muy Buenas”, con una
produccion de 10.000 litros o mas [4, 47]. Efectivamente estos criterios han resulta-
do de gran valor hasta la aparicién de los indices genéticos de vaca.

indice de vaca. Las ideas apuntadas anteriormente hacian pensar que la vaca
maés productora del rebafio era la mejor candidata como donante de embriones,
esperando que tuviese el mayor indice genético para leche. Sin embargo, a pesar
de existir una gran relacion entre ambas (produccion e indice) no tiene porqueé ser
asi. La aparicidn y puesta a punto de la metodologia BLUP-Modelo Animal nos
permite obtener unos indices genéticos de vaca muy fiables y de gran valor para
acometer, con criterios objetivos, la seleccién de nuestra vaca donante. Para obte-
ner el indice genético de una vaca se incorporan los valores de su propia lactacion,
la de todos sus familiares y la de todas sus comparieras de rebafio, siendo todas las
conexiones familiares utilizadas para estos calculos [3].

EL indice Genético de una vaca nos indica lo que la vaca transmite a su des-
cendencia, es decir, nos habla de la capacidad de produccién que tendran sus des-
cendientes. Ademas debemos considerar que cada lactacion de una vaca posee
unas circunstancias de produccién distintas (manejo y alimentacion, incidencia
de enfermedades, nimero de lactacidn, intervalo entre partos, edad y mes del par-
to), existiendo algunos factores que influyen en todas las lactaciones del animal
pero que no se transmiten a la descendencia (mastitis, problemas de pezufias,
etc.). Todas estas circunstancias ambientales hacen que las producciones observa-
das de un animal no sean un criterio preciso para decidir qué animales son los can-
didatos mas idéneos para ser sometidos a superovulacion [1].
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Estos indices estan referidos tanto a caracteres productivos (Leche, Grasa, %
de Grasa, Proteina, y % de Proteina) como a caracteres morfolégicos (Calificacion
Final, Apariencia General, Carécter Lechero, Capacidad Corporal, Grupa, Miem-
brosy Aplomos, Sistema Mamario, Ubre Anterior, Ubre Posterior y Tamafio). Por
todo ello se ha creado el indice Combinado de Produccion y Tipo (ICO) que unifi-
ca a los principales factores que afectan a la rentabilidad : produccion y vida pro-
ductiva. Los indices genéticos de vaca estan disponibles en el Estado Espafiol dos
veces al afio coincidiendo con las evaluaciones genéticas realizadas.

Normalmente se acostumbra a formar un grupo de donantes de élite que
contenga aproximadamente al 1-5% de los animales presentes en el rebafio o agru-
pacion de ganaderos, para asegurar un progreso genético adecuado. Cuanto ma-
yor sea la variabilidad genética de la poblacion de animales, més interesante
resultara la utilizacion de la TE y por afladidura se conseguird una mayor optimi-
zacion del valor del semen a utilizar.

2. Criterios no genéticos de seleccion

Las donantes deben ser consideradas tanto de forma individual o como inte-
grantes de un rebafio y por lo tanto condicionadas por el manejo que el ganadero
realiza en su estancia. A la hora de decidir cuando superovular, deberemos estu-
diar y valorar aquellos factores ligados tanto al individuo como al rebafio.

Criterios reproductivos. Una vez elegidas las hembras genéticamente supe-
riores se ha de realizar una nueva seleccidn bajo el punto de vista reproductivo,
para lo cual se han de tener en cuenta diferentes extremos. Entre los mas impotr-
tantes se encuentran:

Ausencia de antecedentes patoldgicos anteriores como abortos, retenciones
placentarias y quistes, ya que reducen la probabilidad de una produccion 6ptima
de embriones [19, 21]. Es deseable que los animales propuestos para la superovu-
lacién no presenten una media superior a las 3 inseminaciones por gestacion, si
bien, en el caso de animales de gran valor, pueden ser utilizados como donantes;
sin embargo, aunqgue la respuesta esperada puede reducirse al 50% de los anima-
les y del nmero de embriones, estos seran igual de fértiles que los de los animales
no “repetidores” [9].

Ciclicidad anterior a la superovulacién. Con el fin de tener la seguridad de
que se ha restablecido la funcién ovarica normal, se deberan detectar 2-3 ciclos se-
xuales completos y regulares después del parto. Ello resulta en un intervalo parto
superovulacion minimo de 60-90 dias, siendo el 6ptimo de 90-120 dias [19].

Hay que diagnosticar el estado ginecoldgico actual mediante la exploracion
rectal, determinando por palpacion la presencia de un buen cuerpo lGteo discerni-

ble de buena conformacidn y el tracto genital sin apreciaciones patoldgicas. Es
conveniente realizar el tratamiento urgente de infecciones y enfermedades meta-

bélicas en el postparto, que pueden tener un efecto residual sobre la respuesta su-
perovulatoria meses después.

En cuanto a los machos a utilizar, su eleccion ha de realizarse entre aquellos
de alta y probada fertilidad, mejorantes de los defectos de la hembra donante y
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tratando de evitar la utilizacion de animales que produzcan crias de gran tamafio,
en el caso de utilizar novillas como receptoras.

a. Factores ligados al individuo

Edad: En el ganado Holstein hasta los 7-8 afios, la respuesta a la superovula-
cion entra dentro de los parametros normales, pero a partir de esta edad se inicia
un descenso tanto en el porcentaje de vacas que responden al tratamiento, como
en el nimero y porcentaje de embriones viables obtenidos. La edad éptima se si-
tda entre los 2 y 5 afios. Cuando las donantes son novillas, la superovulacién se
puede realizar a partir de los 14-15 meses, siempre que los animales presenten un
buen desarrollo y condicion corporal.

Estado fisioldgico: El estado fisiologico del animal (vacas en produccion o
secas), conlleva un manejo distinto en el rebafio, y una problematica diferente que
tendremos que valorar para decidir el cuando y el como de la superovulacion.

En las vacas en produccion, el intervalo parto-superovulacion minimo de-
pendera inicialmente del estado reproductivo de la donante, por lo que podremos
situarlo alrededor del dia 60 post-parto, momento en el que el aparato reproduc-
tor debe estar en perfectas condiciones, ademas de haberse observado mas de un
celo a intervalos regulares. Sin embargo, hay que tener en cuenta que en los pri-
meros meses después del parto la vaca se encuentra en una situacion de balance
energético negativo. En estas circunstancias los intentos de superovulacion con-
duciran normalmente a la obtencién de malos resultados, por lo que es necesario
esperar a que los animales aumenten su capacidad de ingestion, recuperen pesoy
bajen el nivel de produccion. Por lo anteriormente expuesto podemos situar el
momento 6ptimo para la superovulacién entre los 90 y 120 dias, teniendo en cuen-
ta que el ganadero desea generalmente dejar lo antes posible la vaca gestante, para
no alargar excesivamente el intervalo entre partos.

Cuando se trata de vacas secas, se sabe que en el periodo seco el principal
problema es la falta de produccion lo que puede llevar a un engrasamiento mu-

chas veces excesivo, disminuyendo la efectividad del tratamiento y la calidad de
los embriones obtenidos.

b. Factores ligados al rebafio

Alimentacion: La alimentacién de la donante, tanto en el periodo seco como
en el postparto, va a ejercer una gran influencia en el intervalo parto superovula-
cion, en el porcentaje de vacas que responden al tratamiento y en la cantidad y ca-
lidad de los embriones obtenidos.

La donante debe alcanzar el nivel éptimo de condicion corporal en el Gltimo
tercio de la lactacion, para mantener este estado durante el periodo seco y llegar al
parto en buen estado corporal, pero nunca gordas ni flacas, con un nivel éptimo
de puntuacion de 3 en laescala de 1 a 5. La alimentacion en el post-parto debe ser
equilibrada y ajustada a sus necesidades fisioldgicas y nivel de produccion. El
control de la alimentacidon de las donantes debe iniciarse mucho antes del inicio de
la superovulacion, ya que los errores cometidos incluso siete u ocho meses antes
de la superovulacién ejerceran una accion negativa sobre la respuesta superovu-
latoria.
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Estrés: Cualquier factor estresante influird negativamente en la superovula-
cion. Basicamente hay que evitar los cambios bruscos en el manejo, no realizar va-
cunaciones ni tratamientos preventivos de ningun tipo, asi como evitar las
superovulaciones en los meses de mas calor.

Ganadero: El ganadero es un factor de vital importancia, puesto que de él
depende todo el manejo del rebafio; de su grado de competencia y confianza con
el veterinario depender& en gran medida el éxito de la TE. La deteccion de celos
debera realizarla de forma eficiente ya que de los celos depende el inicio de la su-
perovulacion asi como la inseminacién de la donante y la posterior implantacion
de los embriones en las receptoras. Una deficiente deteccion de celos puede ser
causante de la ausencia de embriones viables el dia de la colecta, asi como de la ca-
rencia de gestaciones después de la transferencia.

Hay que tener en cuenta que la preseleccion reproductiva intensa de los ani-
males destinados a donar embriones es muy importante, pues disminuye la inci-
dencia del namero de hembras que no responden a los tratamientos
superovulatorios y mejoran la respuesta media del nimero de embriones viables
o transferibles de un programa de TE.

I1l. SUPEROVULACION DE DONANTES

El fundamento de la TE radica en la sobreestimulacion de los ovarios de la
hembra donante para producir un elevado numero de ovulacionesy asi conseguir
el mayor numero de embriones fecundados y desarrollados en un solo ciclo se-
xual. Para alcanzar este fin es necesaria la utilizacién de hormonas gonadotropas
exégenas. Entre ellas las mas utilizadas son la gonadotropina del suero de yegua
gestante (PMSG), la gonadotropina menopausica humana (HMG) y la hormona
foliculo estimulante (FSH), de la cual existen numerosos productos en el mercado
que proceden de diversos origenes: Pluset, Folltropin, Ovagen y Stimufol.

La variabilidad individual en la respuesta superovulatoria a las gonadotro-
pinas exdgenas es el factor limitante mas importante que afecta a los resultados de
la superovulacion, de tal manera que los rangos de respuesta varian de 0 a 50 em-
briones, mientras que las tasas de viabilidad se sitian entre el 0 y 100% de los em-
briones recogidos de una donante, independientemente de lahormona utilizada o
de cualquier otra variable. Asi pues el objetivo principal de los tratamientos de su-
perovulacion es producir un gran namero de ovulaciones y obtener el maximo
numero de embriones transferibles que resulten en una alta probabilidad de pre-
fiez, sin embargo la respuesta a estos tratamientos es muy variable y dificil de pre-
decir [24, 28, 31].

Se ha asociado la variabilidad en la respuesta ovérica con causas relaciona-
das con los tratamientos utilizados para inducir superovulacion; las preparacio-
nes hormonales [35], los lotes de gonadotropinas [8], la duracién del tratamiento
[17], el momento del tratamiento con relacién al ciclo estral [30], la dosis total de
gonadotropinasy el uso de hormonas adicionales [39]. También hay otros factores
importantes que son inherentes al animal y a su ambiente, la historia reproductiva
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[24], la edad [28], la estacidn del afio [33], la raza [5] y el estado ovarico en el mo-
mento del tratamiento [30, 37].

La edad 6ptima para la superovulacién se sitla en los 3-4 partos, descen-
diendo la respuesta embrionaria tanto en cantidad como en calidad a medida que
aumenta la edad, encontrandose el punto de inflexion en los diez afios, después
de los cuales las respuestas comienzan a descender progresivamente a gran velo-
cidad [26, 28].

Las gonadotropinas acttian sobre el ovario ejerciendo su influencia en el cre-
cimiento folicular, modificando la multiplicacion celular, el crecimiento del ovoci-
to y el desarrollo del antrum: de esa forma,, aumentan la salida de foliculos
primordiales del “pool” folicular y se reduce el niamero de foliculos atrésicos [32].
Se ha puesto de manifiesto que existe un efecto entre la dosis total de hormona go-
nadotrépica exdgena y la produccién de embriones. Saumande y Chupin [41] in-
yectando altas dosis de PMSG encontraron un efecto inhibitorio de la respuesta,
mientras que por otro lado, se ha reportado una disminucién en el nimero de em-
briones viables, aunque no en el total de embriones obtenidos, el cual no variaba
entre dosis de 15y 45 mg de FSH, sin embargo, decrecia significativamente a una
dosis de 60 mg [39].

El uso de la ultrasonografia ha permitido evidenciar definitivamente que
existen ondas de crecimiento folicular durante el ciclo estral del bovino [18]. Se ha
demostrado que una onda de desarrollo folicular esta constituida por el creci-
miento de varios foliculos antrales (4-5 mm. de didmetro) seguido por la seleccién
de un foliculo dominante y la regresion del resto de los foliculos subordinados. En
ausencia de regresion luteal el foliculo dominante regresiona (se atresia) y da lu-
gar a una nueva onda de crecimiento folicular. La identificacion de los foliculos in-
dividuales por medio del examen ultrasonografico diario ha demostrado que la
mayoria de las vacas exhiben dos o tres ondas de crecimiento folicular durante el
ciclo estral.

Hacia la mitad de la onda folicular ovarica el foliculo dominante, actuando
local o sistémicamente, induce atresia de los restantes foliculos en desarrollo. Por
medio del examen ultrasonografico se puede decidir el momento propicio para la
iniciacion del tratamiento en cada animal. En este sentido, se ha demostrado que
la presencia de un foliculo dominante en el momento del inicio del tratamiento
disminuia la respuesta superovulatoria en un 40 a 50% [20], apreciando también
una alta correlacién entre nimero de foliculos menores de 5 mm de didmetroy la
respuesta superovulatoria. En términos generales, estos datos sugieren que debe-
ria esperarse una respuesta superovulatoria baja si los tratamientos son iniciados
en presencia de un foliculo dominante activo. Por el contrario, la presencia de foli-
culos (3-6mm de didmetro) en la fase de crecimiento estaria asociada con una bue-
na respuesta. En condiciones de campo, es dificil determinar, con un solo examen
ultrasonografico, si un foliculo grande es funcionalmente dominante vy si los foli-
culos pequenios estan en la fase de crecimiento activo o en la de atresia. No obstan-
te, la presencia de mas de seis o siete foliculos de 3-6mm de didmetro junto a un
foliculo grande, 8 a 10 dias después de la ovulacién, da evidencias de que esta co-
menzando una nueva onda folicular.



Reproduccion Bovina 381

Los tratamientos superovulatorios se inician generalmente entre los dias 8 a
12 del ciclo estral (celo = dia 0). Este momento de iniciacion del tratamiento se baso
originalmente en la teoria de que en este momento comenzaba a madurar una
onda de foliculos. Lindsell [30] demostré que podia alcanzarse una respuesta su-
perovulatoria mayor si los tratamientos estimulatorios se iniciaban el dia 9 del ci-
clo, comparada a la que se obtenia comenzando en los dias 3, 6 6 12. Estas
observaciones han sido corroboradas por recientes evidencias ultrasonograficas
[18] que muestran que la segunda onda folicular comienza, en promedio, el dia 9.5
del ciclo en las vacas de tres ondas y el dia 10.5 del ciclo, en las de dos ondas.

Se ha demostrado que tanto la tasa ovulatoria como el nimero de embriones
viables producidos son caracteres relativamente inherentes a cada vaca donante.
Los animales que tienen una respuesta baja en un tratamiento, probablemente
continuaran en la misma forma en los tratamientos consecuentes y los animales
gue responden bien inicialmente continuaran haciéndolo en esta forma [36, 37].

Generalmente se acepta que la estimulacién con FSH resulta superior a la
realizada con PMSG [8, 37], a pesar de la variacion en la relacion FSH:LH de los
preparados de FSH, que se ha demostrado afecta a la produccién embrionaria [5,
14]. Para evitar el efecto pernicioso originado por la larga vida media de la PMSG
se han utilizado anticuerpos monoclonales anti-PMSG [10-12] con lo que se consi-
guieron respuesta similares a las obtenidas con FSH. Una mencién aparte mere-
cen las experiencias Danesas [19] en las que FSH, PMSG y anti-PMSG ofrecen un
idéntico nimero de embriones viables.

El incremento del nimero de embriones viables obtenidos de un mismo ani-
mal puede conseguirse mediante la realizacion de superovulaciones consecuti-
vas. Dependiendo del intervalo de tiempo transcurrido entre ellas y de la
variabilidad individual, se puede mantener la respuesta total de embriones, aun-
gue descienda ligeramente el nimero de embriones viables, lo cual hace descen-
der significativamente la tasa de viabilidad [10, 24]. En la practica totalidad de los
programas de superovulacion se realizan dos inseminaciones artificiales sobre la
hembra superovulada, sin embargo se ha puesto de manifiesto [13] que una sola
inseminacion produce el mismo nimero de embriones viables.

IV. MANIPULACION DE EMBRIONES

1. Obtencion de embriones

Entre el sexto y octavo dia (dia 0 = dia del celo) se procede a la obtencion de
los embriones producidos, ya que antes de este momento algunos embriones pue-
den permanecer aun en los oviductos [38]. Actualmente se utilizan catéteres de
obtencidn transcervical (Foley, Rusch), provistos de un balén insuflable en su ex-
tremo que permite crear un compartimiento estanco en la parte distal del cuerno
uterino y proceder al arrastre de los embriones alli localizados. El medio de arras-
tre més utilizado es una solucion tampoén fosfato-salina (PBS: ajustado a pH=7y
POsm. 280 mOsm/K), suplementado con antibi6ticos y proteinas.
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2. Evaluacién de embriones

Después de recuperado el medio de lavado los embriones deben ser aislados
del volumen total utilizando diversos métodos de filtracion y drenaje, para poder
realizar su evaluacion morfolégica y determinar su utilizacion posterior. Segun
los criterios descritos en 1990 en el Manual de la Sociedad Internacional de Trans-
ferencia de Embriones [27], los embriones han de ser catalogados de acuerdo a su
estadio de desarrollo, nombrandoles del 1 (estadio de una célula) al 9 (estadio de
blastocisto eclosionado), y segun su calidad: excelente (1), bueno (2), regular (3) y
degenerado (4).

Una vez que se ha realizado el diagndstico morfoldgico y se han determina-
do aquellos embriones capaces de proseguir su desarrollo, se puede proceder a su
manipulacion para posteriormente ser transferidos a hembras receptoras. En la
actualidad, en condiciones de campo, se puede llevar a cabo la conservacion, con-
gelacion y particion de los embriones. Cuando se dispone de un laboratorio ade-
cuado se puede llegar incluso a determinar el sexo.

3. Conservaciéon de embriones

Una vez obtenidos los embriones, podran ser transferidos a las hembras re-
ceptoras, debidamente preparadas con antelacién, tan pronto como sea posible.
No obstante, en el caso de necesidad los embriones pueden ser conservados a ba-
jas temperaturas (0°-4°C), sin que se aprecie una pérdida de viabilidad en las pri-
meras 24 horas, decreciendo en un 50% a las 48 h. y perdiéndose totalmente a las
120 h. [29]. Por lo tanto y sin duda alguna, la congelacion es la metodologia de
eleccién para la conservacion y transporte a largas distancias. La congelacién de
embriones permite el mantenimiento de la viabilidad embrionaria por largos pe-
riodos de tiempo y en consecuencia, contribuye a aumentar el rendimiento de un
programa de superovulacion, al no perder embriones cuando no se dispone del
numero suficiente de receptoras, tanto en cuanto a su cantidad como a su calidad.
Es importante resaltar el hecho de que solo los embriones de excelente calidad y
con el grado de desarrollo normal son los adecuados para ser sometidos al proce-
so de congelacion, ya que otras categorias ofrecen unos porcentajes de gestacion
inferiores e incluso nulos [7, 16].

La congelacién constituye un proceso fisico-quimico gobernado por el calor
y el transporte de sustancias entre las células y su medio externo. Para controlar
estos factores se han utilizado una serie de compuestos crioprotectores con carac-
teristicas similares; generalmente se acepta que estos compuestos protegen a las
células de los efectos dafiinos de las altas concentraciones de solutos, a medida
gue avanza la congelacién [34]. Inicialmente los crioprotectores se adicionaban y
retiraban del embrion mediante su inclusion en soluciones sucesivas de concen-
tracion crecientes y decrecientes, en la actualidad este proceso se puede realizar
en un solo paso, descongelando y transfiriendo los embriones de forma similar a
como se realiza una inseminacion artificial y con resultados de gestacién semejan-
tes [6]. La velocidad de enfriamiento en las que la contraccion celular no es 6ptima
permiten la formacidn de hielo intracelular, resultando altamente correlacionada
la cantidad de hielo intracelular con el dafio producido en las células embrionarias
[15]. El descenso lento de la temperatura (0.3°- 0.5°C/min) permite realizar la in-
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mersién en nitrégeno liquido (a-196°C) desde temperaturas comprendidas entre
-30 a -40°C, posibilitando la descongelacion rapida de los embriones (aproxima-
damente 500°C/min), de manera similar a la realizada con el semen [40].

V. SELECCION DE RECEPTORAS

El diagnostico mas fiable de la viabilidad embrionaria es la gestacion y el
parto de la hembra receptora, ademas de ser el objetivo ultimo de cualquier técni-
ca artificial de reproduccién. Existen una serie de factores que conciernen al tipo
de técnicas empleadas para la transferencia y sincronizacion entre donantes y re-
ceptoras, al embrién y a la receptora, que son los que determinan el éxito o el fra-
caso del conjunto de la TE.

1. Caracteristicas de las receptoras

Diversos factores han de ser tomados en cuenta a la hora de seleccionar ani-
males para organizar un lote de futuras receptoras de embriones, entre otros los
mas importantes a considerar son:

Edad: La utilizacion de novillas como receptoras frente a vacas ofrece supe-
riores tasas de gestacion (53% vs 71%), mayor facilidad de manejo por su unifor-
midad y menor coste [2]. Deben ser seleccionadas aquellas novillas que ciclen
normalmente y hayan alcanzado un 45-55% de su peso adulto, con un buen desa-
rrollo y condicion corporal.

Nutricién: El aporte energético y una condicién corporal adecuada (de 2 a 3)
son los principales factores que condicionan el éxito en la consecucion de la gesta-
cion. Las receptoras deben estar en un estado positivo de energiay la racién en to-
dos sus componentes (proteina, energia, minerales, vitaminas, etc.) debe ser
equilibrada. En caso contrario habra que suplementar hasta satisfacer las necesi-
dades de cada animal. Cualquier cambio debera realizarse gradualmente, siendo
recomendable mantener a las posibles receptoras con la misma dieta por lo menos
desde 6 semanas antes de la transferencia y mantenerla hasta los dos meses de
gestacion.

Estrés: El estrés puede interferir en casi todos los aspectos de la reproduc-
cién, tales como el celo, la ovulacion, el desarrollo embrionario y la gestacion. En
la receptora, muchas pueden ser las causas de estrés, como climaticas, nutriciona-
les y en muchas ocasiones el trato recibido por el ganadero. En el manejo de las re-
ceptoras se ha de evitar en lo posible cualquier factor estresante, asi; en el rebafio
de receptoras se debe mantener su composicién y tamafio para evitar todo conflic-
toy trastorno de la conducta estral que impida la identificacién del animal en celo.
Los locales habran de disponer de condiciones apropiadas, instalaciones comodas
y elementos de sujecion seguros para su manejo. El acostumbramiento de los ani-
males al manejo que recibiran el dia de la transferencia favorecera el incremento
de las tasas de gestacion.

2. Sincronizacién de receptoras

El embriodn, al ser transferido, ha de encontrar un ambiente uterino lo mas si-
milar posible al que soportaba en el animal donante. El sistema utilizado normal-
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mente para conseguir este propdsito consiste en la sincronizacion de celos entre
donante y receptora, tratando de hacer coincidir lo mejor posible el estadio de de-
sarrollo embrionario con su correspondiente estado uterino, siendo el margen de
desequilibrio aceptable de +1 dia [42] para que no represente un efecto adverso.

Para la sincronizacién de celos de las receptoras existen actualmente en el
mercado los analogos de prostaglandina F, y los progestagenos. Las receptoras a
las cuales para su sincronizacion con la donante se les administré PGF, (con o sin
progestagenos), presentaron tasas de gestacion significativamente superiores a
las que fueron utilizadas tras la observacion de un celo natural [23].

3. Transferencia

Una vez que se ha detectado perfectamente el celo, siete dias después se pro-
cederd a la implantacién del embrion. La palpacion de un cuerpo luteo (CL) de
buena calidad es el método habitual de evaluacion de la aptitud de la receptora.
Al realizar la exploracion rectal de las receptoras se califican los cuerpos lateos de
1 a 3 seguin su tamafio y configuracion. Debido a las relaciones entre embrién y
ovario, los porcentajes de fertilidad aumentan al depositar los embriones en el
cuerno del ovario activo, ipsilateral, llegando a incrementar hasta en 50% el n(-
mero de receptoras gestantes [42].

Un altimo factor a tener en cuenta en la transferencia a las receptoras es el
factor humano, de tal manera que las tasas de fertilidad variaron del 20% al 67%
segun la habilidad de cada técnico [23]. Asi pues, la experiencia del operador es
fundamental no solo en la palpacion, sino en la transferencia para evitar cualquier
dafio a la receptora y asi conseguir el mayor niimero de gestaciones.

VI. TRANSMISION DE ENFERMEDADES

Ante la posibilidad de introducir mediante la TE enfermedades en zonas o
rebafios sanos, todos los agentes patdgenos han de ser considerados, por lo que
actualmente 50 agentes han sido o estan siendo investigados [45]. La mayoria de
ellos afectan a la especie bovina, aunque algunos son especificos de los pequefios
rumiantes y del porcino.

El embrién no es un buen hospedador de gérmenes, ya que posee una tri-
ple proteccion del medio ambiente: el cuerpo maternal, la cavidad uterina y la
zona pelucida. No obstante, se encuentra sometido a una serie de riesgos de con-
taminacion que pueden provenir de los gametos iniciales (aunque esta posibili-
dad nunca ha sido demostrada) y que pueden suceder desde la fertilizacion
hasta la transferencia.

En el ambiente uterino los embriones se encuentran en el tracto genital feme-
nino después de una fase estrogénica elevada que promueve la movilizacion de
los mecanismos de defensa contra patégenos. Dado el reducido tamario del em-
brién y su movilidad limitada se reducen las posibilidades de exposicién a los
agentes patogenos, no existiendo al inicio entre 6 y 9 dias de gestacién, ningln in-
tercambio directo ni gaseoso ni metabdlico entre el embridn y el ambiente uterino.
Por ultimo, la zona peldcida, cuando estd intacta, al ser una membrana no celular
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actlia a manera de barrera fisica para bacterias y virus que no podran penetrarla,
aunque podrian acompafiarle en la recogida y posterior transferencia.

En los ultimos afios se han realizado numerosos estudios para determinar la
capacidad de los embriones para transmitir enfermedades. La mayoria se han rea-
lizado exponiendo“in vitro” alos embriones al patégeno u obteniendo los embrio-
nes de donantes infectadas, para posteriormente ser analizados “in vitro” o
transferidos a receptoras sanas. Generalmente los embriones se han expuesto “in
vitro” a concentraciones muy superiores a las que podrian verse expuestos “in
vivo” en las condiciones mas extremas; de igual manera, se han obtenido embrio-
nes de donantes virémicas y clinicamente enfermas, lo cual no seria en absoluto
frecuente en la practica, de tal forma que si el agente patdégeno no es trasmitido en
esas condiciones, resulta muy improbable que lo sea por medio de embriones pro-
cedentes de donantes seropositivas [22].

Todos los agentes patégenos estudiados en los bovinos serian eliminados
después de diez bafios consecutivos en medio estéril (a diluciones 1/100), segun
las recomendaciones de la IETS y de la Oficina Internacional de Epizootias (Anexo
5321 del codigo zoosanitario). Se ha descrito, no obstante, la posibilidad de que
puedan adherirse a la zona virus como el IBRy VSV [43], los cuales estd demostra-
do que pueden ser desprendidos después de un tratamiento con tripsina al 0.25%
[44]. Estos dos agentes (IBR y VSV) que persistieron después de la exposicién “in
vitro”, en ningun caso se replicaron en las células embrionarias, lo cual solo ocu-
rrio al desproteger a los embriones de la zona pellcida. La ausencia de embriones
no infectados obtenidos de donantes positivas no es debida a la ausencia de paté-
genos en el tracto reproductivo, ya que muchos de ellos fueron aislados, en bajos
niveles, de los medios de lavado [46].

La posibilidad de contaminacion a partir de la obtencion dependera de la
asepsia en los métodos y la esterilidad de los medios y materiales utilizados para
manipular “in vitro” los embriones.
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