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In the last 10 years, bovine in vitro embryo production has shown significant progress on a
global level, partly driven by a better understanding of technology potential in the livestock
sector. Importantly, in 2016, the number of viable bovine embryos produced in vitro exceeded
the number of transferable embryos derived in vivo (multiple ovulation embryo transfer, MOET).
In vitro embryo production (PIVE) requires the correct formulation of culture media to allow the
development of oocytes and embryos. In cattle, the PIVE process includes three sequential
processes in vitro: maturation of oocytes, fertilization of matured oocytes, and culture of
fertilized oocytes to obtain embryo development of blastocyst. /n vitro-produced blastocysts
can be transferred fresh to synchronized recipients or be cryopreserved (vitrified or frozen) for
later transfer or commercialization. These assisted reproduction techniques have demonstrated
acceptable outcomes in livestock, helping technicians and farmers to improve reproductive
performance, production efficiency, and genetic progress.
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En los ultimos 10 afios, la produccién de embriones bovinos in vitro ha mostrado un
progreso significativo a escala mundial, en parte impulsado por una mejor comprension del
potencial de esta tecnologia en el sector ganadero. Es importante destacar que en 2016, el
nimero de embriones bovinos viables producidos in vitro superdé al nimero de embriones
transferibles producidos in vivo (transferencia de embriones de ovulacion multiple, MOET).
La produccién in vitro de embriones (PIVE) requiere la formulacién correcta de medios de
cultivo que permitan el desarrollo de ovocitos y embriones. En bovinos, el proceso de PIVE
incluye tres procesos secuenciales in vitro: la maduraciéon de ovocitos, la fecundacion de
los ovocitos madurados y el cultivo de cigotos hasta alcanzar el desarrollo embrionario
de blastocisto. Los blastocistos producidos in vitro pueden ser transferidos en fresco a
receptoras sincronizadas o pueden ser criopreservados (vitrificados o congelados) para su
posterior transferencia o comercializacion. Estas técnicas de reproduccién asistida han sido
probadas con éxito en el campo comercial, ayudando a técnicos y productores de ganado
bovino a mejorar el desempefio reproductivo, la eficiencia productiva y la mejora genética.
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1. Introduccion

Los avances cientificos y tecnolégicos logrados durante las Ultimas décadas en la
reproduccién animal han resultado en el desarrollo de una variedad de herramientas
comidnmente denominadas como tecnologias de reproduccién asistida. El objetivo
primario de estas herramientas es maximizar el nimero de progenie de animales

genéticamente superiores y diseminar su germoplasma por todo el mundo.

Las tecnologias de la reproduccion asistida mas comunes actualmente en el sector
bovino mundial son la transferencia de embriones de ovulacién multiple (MOET) y la
produccién in vitro de embriones (PIVE). Los programas MOET han permitido incre-
mentar la intensidad de seleccion y reducir el intervalo generacional, acelerando el
progreso genético en los programas de seleccién. Sin embargo, desde su invencion y
perfeccionamiento de la técnica, el rendimiento no ha mejorado significativamente, ya
que el numero de embriones transferibles obtenidos (6,5 embriones) por donante se
ha mantenido casi invariable (1). Otras desventajas incluyen una elevada variabilidad de
la respuesta a los tratamientos hormonales de estimulacién ovérica (aproximadamente
un 20% de las donantes no producen embriones), un amplio periodo de reposo entre
cada tratamiento y la falta de resultados eficientes con el uso de semen sexado (2)
Hasler, 2003; (3) Mikkola y cols., 2017).

En la Ultima década, la producciéon de embriones bovinos in vitro se ha incrementado
significativamente a escala mundial, en parte impulsado por una mejor comprension del
potencial de esta tecnologia en el sector ganadero (4). La combinacién de la produccién
in vitro de embriones con semen sexado y la seleccidon gendmica se estad utilizando
ampliamente con éxito en América del Norte, América del Sur y Europa. Segun datos
reportados en 2019 por la International Embryo Techology Society (IETS) (1), el nimero
de embriones producidos in vitro ha aumentado de manera ininterrumpida desde 2012,
a una tasa promedio del 15,8% anual. Es importante destacar que en 2016 se superé
el nimero de embriones viables de produccién in vitro frente al nimero de embriones
transferibles derivados in vivo (Fig. 1). Esta tendencia muestra un cambio entre los

productores que utilizan MOET tradicional, hacia el uso de PIVE.

A finales de la década de los noventa, la cantidad de embriones congelados-
descongelados (tanto derivados in vivo como producidos in vitro) transferidos fue
practicamente similar a los embriones frescos (no criopreservados). Posteriormente, la
proporcién de embriones frescos producidos in vitro transferidos se ha incrementado.
Sin embargo, a partir de 2014 ha existido un aumento en el niumero de transferencias
de embriones producidos in vitro congelados-descongelados (1), debido a la mejora

en el disefio y preparacion de medios de cultivo sin (0 con bajo) contenido de suero
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Figure 1

Numero de embriones bovinos (derivados in vivo-IVD, producidos in vitro-IVP y Total)
registrados en el periodo 1999-2018, por la International Embryo Technology Society (IETS) (1).

bovino (5) y/o con aditivos embriotréficos especificos que promueven la calidad de los
embriones.

Una de las estrategias para producir embriones in vitro de mejor calidad, es intentar
simular el ambiente y los procesos del desarrollo embrionario temprano que ocurren
en el trato reproductivo de la hembra bovina. Los embriones bovinos in vitro pueden
ser producidos a partir de ovocitos obtenidos mediante aspiracién folicular guiada por
ultrasonido de donadoras vivas (Ovum Pick-Up, OPU) (6), o de hembras sacrificadas

mediante la puncién de foliculos en ovarios obtenidos en el matadero (7).

La produccién de embriones bovinos en laboratorio requiere de tres procesos
secuenciales in vitro: la maduracién de ovocitos, la fecundacién espermatica de los
ovocitos madurados y el cultivo de presuntos cigotos hasta que logren alcanzar los
estadios de blastocisto. En cada fase del proceso de producciéon de embriones in
vitro, las condiciones fisicas y quimicas de los medios utilizados deben ser controladas
estrictamente para permitir la maduracién de ovocitos, la capacitacién e interaccién de
los gametos y el desarrollo embrionario correcto.

Segun varios estudios realizados en mamiferos, la calidad de los embriones bovinos
producidos in vitro estd relacionada directamente con las condiciones del cultivo,

durante el desarrollo embrionario de cigoto a blastocisto (8, 9, 10). Ademas, el cultivo
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post fecundacién, incide también en la salud y desarrollo del feto, el parto y la salud del
ternero (9, 11). En la actualidad, la calidad de los embriones bovinos producidos in vitro
aln no es similar a los embriones derivados in vivo. Por lo tanto, es necesario mejorar los
sistemas de produccién in vitro de embriones, no solo para producir un mayor niumero
de blastocitos, sino, blastocistos de mejor viabilidad capaces de producir gestaciones
a término y una progenie saludable.

El objetivo de la presente revisidon es describir el proceso, las dificultades y los

avances realizados en la produccién in vitro de embriones bovinos.

141. Recuperacion de ovocitos

En bovinos, los ovocitos para produccién in vitro de embriones se obtienen de vacas y
novillas mediante dos técnicas: a) aspiracion folicular guiada por ultrasonido (OPU) de
animales vivos; b) aspiracion folicular post mortem (derivada de ovarios de matadero).
En los dos procedimientos, los ovocitos se aspiran de un grupo heterogéneo de
foliculos antrales, de 3 a 8 mm de tamafio, dominantes y subordinados de diferentes
ondas foliculares, tanto ovulatorias como no ovulatorias. Los ovocitos aspirados son
seleccionados en la practica de rutina Unicamente por su morfologia. De esta manera,
solo los ovocitos que estdn rodeados por lo menos de una o mas capas de células del
cumulus y que presentan un citoplasma homogéneo se escogen para la maduracién

in vitro (Fig. 2).

Figure 2

Clasificacion de ovocitos bovinos recuperados de ovarios antes del proceso de maduracion
in vitro. A: ovocito con mds de tres capas de células del cumulus, B: ovocito con una a tres
capas de células del cumulus, C: ovocito sin células del cumulus, D: ovocito con células del
cumulus expandidas. Adaptado de (4).

En el caso de la técnica OPU (12), es posible obtener de cuatro a cinco (grados 1y 2)
(13) ovocitos utilizables por sesién de donantes no estimuladas Bos Taurus (14), mientras
que la estimulacién con FSH puede aumentar la tasa de recuperacién de ovocitos

hasta 20 por sesidon de donante Holstein (15). Las hembras Bos indicus generalmente
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producen mds ovocitos por aspiracion folicular sin sincronizacién ni estimulacién hor-
monal en comparacion con Bos Taurus (15,1 + 1,9 v. 7,8 + 0,8, respectivamente) (16). Sin
embargo, es importante destacar que hay casos notificados de Bos indicus en el que
la estimulacién de FSH antes de OPU también ha resultado en efectos positivos sobre
la PIV y las tasas de gestacion resultantes (17).

Varios enfoques han sido sugeridos para mejorar el nUmero de foliculos y la calidad
de ovocitos (medida como la tasa de embriones viables) en los programas OPU.
Las estrategias incluyen: a) estimulacién del donante con gonadotropinas (18), b) pre-
maduracién parcial in vivo, denominada “coasting” (19) y ¢) suplementacién dietética

con concentrados energéticos ricos en acidos grasos (20).

1.2. Maduracion in vitro (MIV) de ovocitos

La maduracién del ntcleo y del citoplasma de los ovocitos es fundamental para la
fecundacién y el desarrollo embrionario posterior. La maduracién nuclear consiste en
la reactivacion de la meiosis desde la profase | (en la primera divisién meidtica) a
la metafase Il (en la segunda divisién meidtica), hasta el momento de la ovulacién.
La maduracién citoplasmatica consiste en la reorganizaciéon de organulos (21) y la
acumulacién de ARNm, proteinas, sustratos y nutrientes (22). La meiosis se detiene
en MIl hasta el momento de la fecundacién, momento en el cual se reanuda y completa
la generacién del segundo corpusculo polar (23).

Varios estudios han evidenciado que ciertos factores como el origen de los ovocitos
(OPU o matadero), y el tamafio de los foliculos, asi como la raza, la edad, el estado
nutricional y la salud de las donantes influyen en la calidad in vitro de los ovocitos
bovinos (24, 25). La fuente heterogénea de ovocitos inmaduros extraidos de foliculos
ovaricos en diferentes fases del crecimiento folicular puede comprometer la competen-
cia del desarrollo embrionario debido a una finalizacién inadecuada de la maduracién
citoplasmatica del ovocito (26). Alrededor del 85% al 90% de los ovocitos inmaduros

cultivados alcanzardn la metafase Il al final de la MIV en condiciones adecuadas (27).

1.3. Fecundacion in vitro (FIV)

Después de completar la MIV, los ovocitos y espermatozoides pasan por un periodo
de coincubacién durante un méximo de 18 a 24 h durante la FIV. El semen bovino
congelado debe que ser descongelado, seleccionado y capacitado antes de la FIV.

Los métodos de seleccion de semen se usan para eliminar el diluyente espermatico,
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el plasma seminal y los espermatozoides muertos, logrando separar asi los esperma-
tozoides vivos y moviles. En la practica rutinaria en general, se usan dos métodos
para la separacién de espermatozoides: el método "swim-up” fundamentado en las
caracteristicas de motilidad espermatica (28) y el método de gradiente discontinuo
fundamentado en las diferentes densidades de los espermatozoides vivos y muertos
(29).

Los espermatozoides ademdas deben tratarse con agentes de capacitaciéon (por
ejemplo: heparina, penicilamina, hipotaurina y epinefrina) para poder atravesar la zona
pellcida del ovocito (28). Generalmente una concentracion de 1a 2 millones de esper-
matozoides por ml se usa para el proceso de FIV, aunque el nimero minimo de
espermatozoides requeridos por ovocito no se ha estandarizado debido a la variacién

que existe entre toros y razas (30).

La tasa de fecundacién se mide valorando la tasa de segmentacién a las 48 h post-
inseminacion, y varia entre el 70% y el 85%. La mayor ventaja de la FIV es que requiere
una pequefla cantidad de espermatozoides para fecundar los ovocitos recolectados,
lo cual tiene especial repercusién en el uso y aprovechamiento de semen sexado,
ya sea mediante sexado tradicional (semen fresco sexado previo al empaquetado y
congelacién) o sexado inverso (semen congelado-descongelado, sexado y usado en
FIV) (31). La viabilidad del semen sexado inverso se demostré cuando fue utilizado en
un programa de PIVE a gran escala (32). Este avance tecnoldgico permitio la produccién
in vitro de embriones sexados a partir de las mejores hembras con los mejores toros

en cuanto a mérito genético.

1.4. Cultivo in vitro (CIV)

El CIV de embriones bovinos implica mantener el desarrollo embrionario desde el
estadio de cigoto hasta los estadios de blastocisto, durante aproximadamente 7 dias.
Al inicio del desarrollo embrionario temprano los transcritos de ARN maternos y las
proteinas producidas y almacenadas durante la ovogénesis son las encargadas de
regular el proceso (33). El cigoto se transforma en un embrién multicelular mediante
divisiones mitéticas sucesivas en proceso llamado segmentacién. Cada célula generada
por segmentacion se denomina blastémero y su tamafio disminuye conforme avanza
la division celular, sin afectar el tamafio del embridn hasta el estadio de blastocisto. Al
comienzo de la embriogénesis los blastémeros son totipotentes, lo que significa que
pueden convertirse en cualquier tipo de célula fetal o adulta. Los transcritos de ARN

y proteinas maternas se degradan progresivamente mientras los transcritos propios
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del embrién comienzan a sintetizarse una vez que se produce la transicién materno-
embrionaria (4).

La transicién materno-embrionaria implica la activacion del genoma embrionario
(AGE; 33). En bovino, durante los estadios de 8 a 16 células se completa la AGE. La
transcripcion del genoma embrionario después de la transicién materno-embrionaria es
ampliamente dindmico y controla el proceso de compactacion de la mérulay el posterior
desarrollo del blastocisto (34). El blastocisto estd formado por el trofectodermo, una
masa celular interna y el blastocele (liquido). La parte fetal de la placenta y las mem-
branas embrionarias accesorias se forman a partir de las células del trofectodermo.
Las células de la masa celular interna son pluripotentes y producirdn todos los tejidos
embrionarios y una parte de las membranas embrionarias accesorias (35)0. Mientras
el blastocele gana espacio, el tamafio del embrién se incrementa y la zona pellcida

reduce su grosor (Fig. 3).

Transcritos del Ovocito Transcritos del embrién

OO@O@@OOO

Cigoto 2 células 4 células 8 células 16 células Mdrula Blastocisto Blastocisto Blastocisto
temprano Expandide

Figure 3

Desarrollo embrionario bovino. AGE: activacion del genoma embrionario. Adaptado de (4).

Se han desarrollado diferentes sistemas de CIV con el fin de imitar las condiciones
fisiolégicas in vivo de los embriones bovinos. En bovinos, los medios de cultivo utiliza-
dos para PIVE son comidnmente una mezcla de sustancias como: agua, sales, fuentes
de energia, macromoléculas, aminoacidos, sustancias tampén y antioxidantes (4).

En bovino, el medio mds comuin en el proceso de CIV de embriones es el medio
sintético de fluido de oviducto (SOF) (36). Con frecuencia, el medio SOF se suplementa
con aminodcidos esenciales y no esenciales, citrato, mioinositol (37) y fuentes de
proteina como suero fetal bovino (FBS) o albumina sérica bovina (BSA).

Se ha demostrado que el FBS tiene un efecto sobre el desarrollo embrionario que
es dependiente de los estadios. Asi, actla como inhibidor del desarrollo los primeros
estadios embrionarios y estimulante del desarrollo de mérulas y blastocistos (38-41). Sin
embargo, existe evidencia que el FBS puede ser perjudicial para el desarrollo in vitro
de embriones, ya que disminuye la calidad embrionaria (42). La presencia de FBS en el

cultivo embrionario modifica los organulos celulares, degrada las mitocondrias, altera
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la expresion génica, aumenta el contenido de lipidos y reduce la supervivencia a la
criopreservacion (43-46). Ademas, cuando los embriones son transferidos a receptoras
los riesgos de alteraciones fetales, distocias y problemas perinatales se incrementan
con el uso de FBS durante el CIV (47, 48).

Actualmente, las formulaciones de medios de cultivo intentan reducir al minimo las
cantidades de suero o suprimirlas totalmente con el uso de sustitutos sintéticos, lo cual
puede dar como resultado tasas y calidad de blastocistos similares o incluso mas altas
en comparacion con los que incluyen suero (5, 49, 50). Ademas, se ha puesto un mayor
enfoque en las restricciones reglamentarias relativas a la importacién/exportacion de
embriones cultivados en medios que contienen suero animal, debido al riesgo de
propagacion de patdégenos, por lo que ha aumentado la tendencia de excluir el suero
de los medios de cultivo. Aunque el uso comercial de embriones in vitro se ha incre-
mentado en todo el mundo, aln existe la necesidad de mejorar tanto el rendimiento
como la calidad de estos, con el fin de obtener mejores tasas de supervivencia a
la criopreservacion y aumentar los porcentajes de gestacion mediante transferencia
directa a receptoras sincronizadas, que minimicen las perdidas embrionarias, problemas

al parto y se obtenga progenie saludable.

1.5. Criopreservacion de embriones producidos in vitro

La criopreservacion es un proceso en el cual los embriones alcanzan temperaturas
muy bajas, lo que ayuda a minimizar la actividad fisiolégica de cada célula embrionaria
para que se preserven vivos durante amplios periodos de tiempo. En bovinos, la
criopreservacion de embriones ayuda a disminuir los gastos en las ganaderias, evita
la necesidad de la actividad reproductiva ciclica y permite optimizar recursos cuando
existen excedentes de embriones o déficit de hembras receptoras. De igual manera,
la criopreservacion simplifica la gestién y el uso de embriones para incrementar la
variabilidad genética y limitar la deriva genética, facilita la creacién de bancos de
recursos genéticos de razas en peligro de extinciéon, promueve la comercializacion
mundial de embriones y elimina patologias asociadas al manejo de animales vivos.
Después de alcanzar la etapa de blastocisto, los embriones in vitro pueden ser y
transferidos en fresco (técnica similar a los embriones in vivo) o pueden ser criopreser-
vados. Sin embargo, se recomienda Unicamente criopreservar embriones in vitro de alta
calidad, con el fin de lograr una mayor viabilidad post-descongelacién, lo cual puede
aumentar las tasas de gestacién en el caso de protocolos de transferencia directa de

embriones.
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La técnica de criopreservaciéon utilizada predominantemente para los embriones
producidos in vitro es la vitrificacién (51) debido a su simplicidad, rapidez y bajo costo.
Sin embargo, esta técnica utiliza altas concentraciones de crioprotectores y requiere un
laboratorio y personal capacitado para evaluar los embriones antes de la transferencia
(52), lo que restringe el uso de esta técnica a gran escala. Por otro lado, la congelacién
lenta de embriones para su posterior transferencia directa, a pesar de tener costos
operativos ligeramente maés altos, es més préctica porque elimina la evaluacién mor-
folégica antes de la transferencia. Ademas, permite utilizar concentraciones inferiores
de crioprotectores, lo cual reduce la toxicidad para los embriones (53).

Las nuevas tendencias sefialan que, al seleccionar una mejor calidad de embriones,
se incrementa su viabilidad y son capaces de tolerar el proceso de congelaciéon lenta
para transferencia directa, equiparando las tasas de gestacién a las obtenidas con

embriones in vitro transferidos en fresco o vitrificados (50, 54).

2. Conclusiones

La evolucién de la industria mundial de embriones bovinos in vitro para los proxi-
mos afilos es positiva. El incremento en el uso de la tecnologia de produccién in
vitro de embriones ha tenido repercusién en diferentes aspectos de la actividad de
transferencias embrionarias, como la comercializacién mundial, la especializacion del
sector ganadero y técnicos pecuarios, el uso de semen sexado, la criopreservacion, la
seleccién gendmica, entre otras. Los avances en la recuperacion de ovocitos, cultivo,
criopreservacion y el entorno de laboratorio han hecho posible el incremento en el uso
de la produccién de embriones in vitro para la obtenciéon de millones de animales de
alto valor genético a escala mundial. Aunque el nimero de embriones producidos in
vitro ha superado ampliamente a los embriones derivados in vivo, es una tecnologia
que aln puede perfeccionarse si se logra comprender mejor el desarrollo embrionario

temprano.
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