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lecciones desde los ovinos.
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INTRODUCCIÓN

En general los machos de la mayoría de las 
especies de producción tienen una ventaja so-
bre las hembras para la propagación de sus 
genes. Cada macho luego de la pubertad, pue-
de renovar constantemente su población de 
gametos y producir espermatozoides prácti-
camente durante toda la vida y de forma casi 
ilimitada. Por este motivo cada macho puede 
producir –sin nuestra intervención- decenas 
de crías cada año. Por el contrario, las hem-
bras mamíferos nacen con toda la población 
de ovocitos en sus ovarios y casi todos ellos 
desaparecerán a lo largo de la vida sin ge-
nerar descendencia. Si consideramos que una 
hembra ovina posee aproximadamente unos 
300.000 ovocitos al nacimiento, y que normal-
mente no va a producir más de 5 a 10 crías en 
toda su vida, la pregunta que surge es ¿qué 
ocurre con el resto de los gametos? o mejor 
aún ¿qué podemos hacer para aprovechar el 
potencial reproductivo de esta hembra? 
Las biotecnologías de la reproducción han 
sido desarrolladas como herramientas para 
maximizar el potencial reproductivo de aque-
llos animales que pretendemos multiplicar, 
o incluso para generar nuevos animales me-
jorados o con características nuevas que no 
existían en esa especie. Estas tecnologías 
aplicadas al control de la reproducción en 
ovejas abarcan desde la sincronización estral 
e inseminación artificial hasta la producción 
de animales por ingeniería genética. Han he-
cho una contribución fundamental a la me-
jora genética de la mayoría de las especies 
domésticas, así como más recientemente han 
hecho posible la generación de animales clo-
nados, transgénicos y de edición génica. Los 

principales avances en los últimos años han 
surgido del mayor conocimiento de los aspec-
tos básicos de la fisiología reproductiva y del 
desarrollo embrionario para generar tecnolo-
gías aplicables en diferentes ámbitos. Presen-
tamos de manera esquemática las principales 
novedades que se han reportado en los últi-
mos años, con énfasis en los resultados obte-
nidos en nuestro laboratorio.

CONTROL DE LA DINAMICA 
FOLICULAR PARA IATF. 

Desde hace algunos años está claramente es-
tablecido que existen ondas foliculares en las 
ovejas, cabras y vacas. Los folículos antrales 
mayores a 2 o 3 mm de diámetro muestran 
un patrón de crecimiento en forma de ondas 
determinado por el sistema endócrino me-
diante la acción de hormonas gonadotróficas 
y esteroideas. Si bien existe cierta variación 
en el número de ondas por ciclo estral, en las 
ovejas lo más frecuente es que ocurran 3 o 
4 ondas foliculares. Las ondas foliculares en 
rumiantes también han sido descritas duran-
te la etapa prepuberal, el anestro y la gesta-
ción temprana (revisado en ovejas por Evans, 
2003; en cabras por Rubianes & Menchaca, 
2003; en vacas por Adams et al., 2008). Al-
gunos de las características más frecuente-
mente observadas en las ovejas son: 1) en 
cada onda se observa por lo menos un folí-
culo que alcanza un diámetro ≥5 mm; 2) el 
folículo más grande de cada onda crece du-
rante 5-7 días aproximadamente, con una 
tasa de crecimiento cercana a 1 mm/día; 3) 
el diámetro máximo alcanzado por el folículo 
mayor de una onda difiere entre las ondas; 
4) a medida que avanza la fase luteal y las 
concentraciones de progesterona aumentan, 
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el diámetro máximo alcanzado por el folículo 
más grande es menor, el recambio folicular se 
ve favorecido y los intervalos entre ondas son 
más cortos que durante la fase luteal tempra-
na; 5) durante la fase luteal media-tardía se 
ha propuesto que los folículos que no crecen 
más allá de 4 mm no serían parte del fenóme-
no de ondas sugiriendo que representan un 
pool dinámico basal; 6) en la mayoría de los 
casos los folículos que finalmente ovulan son 
aquellos que presentaban el mayor diámetro 
al día en que ocurrió la luteolisis; 7) cuando 
ocurren ovulaciones dobles los folículos ovu-
latorios en la mayoría de los casos provienen 
de la misma onda folicular aunque también 
pueden ser parte de ondas diferentes; y 8) las 
ovulaciones dobles ocurren dentro un rango 
de tiempo generalmente menor a las 12 horas. 
Estos y otros aspectos han sido revisados en 
mayor profundidad por Menchaca & Rubianes 
(2004).

Las ondas foliculares -y en particular el re-
clutamiento y la dominancia folicular- tienen 
un efecto marcado sobre la respuesta de la 
hembra a los tratamientos de sincronización 
estral y a la superovulación, así como afec-
tan la producción de embriones tanto in vivo 
como in vitro. Por este motivo, a partir de la 
mejor comprensión de la dinámica folicular 
se diseñaron nuevos protocolos que permiten 
sincronizar mejor la ovulación y lograr tasas 
de preñez aceptables con una única insemi-
nación sin detectar el estro (inseminación ar-
tificial a tiempo fijo, o IATF). Los tratamientos 
más recientes y actualizados controlan mejor 
la dinámica folicular que los tratamientos pre-
vios, principalmente al reducir la exposición a 
la progesterona de 10-14 días a 5-7 días (Tra-
tamientos Cortos). Estos protocolos para IATF 
fueron el resultado de la contribución de va-
rios estudios desarrollados principalmente en 
Uruguay (revisado por Menchaca & Rubianes, 
2004) y consisten en el uso de un dispositi-
vo intravaginal con progesterona durante 6 
días asociado a una dosis de gonadotrofina 
coriónica equina (eCG) y prostaglandina (PG) 
F2alfa al momento de retirar el dispositivo. La 
IATF se realiza entre las 48 y 56 h luego de 
retirar el dispositivo con progesterona. Re-
cientemente hemos generado nueva informa-
ción -adicional a la existente- en programas 
de IATF a gran escala comparando los Trata-
mientos Cortos (6 días) con los tratamientos 
largos (14 días). Estos resultados aún no han 
sido publicados. En todos los trabajos utiliza-

mos dispositivos intravaginales con 0,3 g de 
progesterona (DICO, Syntex, Argentina). En 
uno de los experimentos utilizamos 1.750 ove-
jas multíparas que recibieron inseminación 
intrauterina mediante laparoscopia, donde la 
tasa de preñez fue significativamente mayor 
con el protocolo corto que con el protocolo 
largo (43,5% vs 37,8%, respectivamente; P < 
0,05). En un siguiente experimento utilizamos 
922 ovejas con IATF utilizando semen fresco 
por vía cervical en el que las hembras fueron 
tratadas durante 6 días (con dispositivos de 
1er uso) o durante 14 días con dispositivos 
intravaginales de segundo uso (previamente 
utilizados durante 6 días). Así generamos dos 
situaciones contrastantes: una con progeste-
rona alta por corto periodo de tiempo, y otra 
con progesterona baja por largo periodo de 
tiempo. Nuevamente, la tasa de preñez fue 
mayor con el Tratamiento Corto que con el 
Tratamiento Largo (41,2% vs. 29,1%, respec-
tivamente; P < 0,05). Estos resultados confir-
man estudios previos que hemos reportado 
en ovinos y caprinos (Menchaca & Rubianes, 
2004), y en general esta información agrega 
más evidencia al concepto de que a medida 
que los niveles de progesterona van bajando 
en aquellos tratamientos más largos, se pro-
mueven ciertas condiciones que conducen a 
una menor fertilidad. 

De forma adicional, aplicando estos Trata-
mientos Cortos de 6 días en algunos casos es 
posible reutilizar los dispositivos al menos una 
vez. Si bien los dispositivos fueron diseñados 
para utilizarlos por 12 a 14 días en los protoco-
los tradicionales, y entonces al utilizarlos solo 
6 días es razonable proponerse un segundo 
uso, es necesario tener en cuenta el concepto 
de que bajas concentraciones de progesterona 
durante el tratamiento afecta de manera ne-
gativa la fertilidad. Para evaluar este aspecto 
hemos realizado varios experimentos en ove-
jas (Vilariño et al., 2010; Vilariño et al., 2013; 
dos Santos Neto et al., 2015a) y cabras (Vila-
riño et al., 2011). Cuando utilizamos un CIDR 
encontramos que su reutilización, si bien in-
duce menores concentraciones de progestero-
na en sangre, permite una respuesta ovárica 
similar a la que se obtiene con un dispositivo 
nuevo de primer uso. Esta respuesta acepta-
ble a nivel ovárico ocurre aun cuando el CIDR 
es usado por dos o tres veces. Sin embargo, 
estos estudios también mostraron que la tasa 
de preñez fue significativamente menor con 
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los dispositivos utilizados por tercera vez 
vs. los dispositivos nuevos, mientras que el 

resultado fue intermedio para los dispositivos 
de segundo uso. Este menor resultado en la 
tasa de preñez estuvo asociado con un menor 
recambio folicular encontrado en las hembras 
que recibieron un dispositivo reutilizado. Su-
gerimos entonces que los dispositivos reutili-
zados pueden generar resultados aceptables, 
pero con una fertilidad menor, lo que está 
asociado -al menos en parte- a problemas en 
la dinámica folicular y el normal funciona-
miento de las ondas foliculares.

En suma, diferentes trabajos reportados du-
rante los últimos 15 años muestran que los 
Tratamientos Cortos resultan en una serie de 
beneficios frente a los protocolos largos utili-
zados anteriormente, al menos cuando se utili-
za un dispositivo con progesterona tipo CIDR. 
Las ventajas se resumen en un mejor control 
de la respuesta folicular y la ovulación, tasas 
de fertilidad aceptables (en general superio-
res y nunca inferiores que los tratamientos 
convencionales), un período más corto nece-
sario para su implementación que puede ser 
importante en ciertos casos, y eventualmente 
es posible reutilizar los dispositivos de sili-
cona disminuyendo el costo del tratamiento. 
En general, estas ventajas en los protocolos 
favorecen que se incremente la adopción de 
la inseminación artificial, haciendo que esta 
tecnología alcance un mayor impacto en la 
mejora genética de los rebaños. 

SUPEROVULACIÓN Y PRODUCCIÓN 
DE EMBRIONES. 

El avance del conocimiento sobre la dinámi-
ca folicular mencionado anteriormente tam-
bién permitió el desarrollo de nuevos trata-
mientos de superestimulación ovárica para 
la producción y transferencia de embriones. 
En la actualidad existen nuevas alternativas 
para sincronizar la emergencia de una onda 
folicular y obtener una mejor respuesta su-
perovulatoria, aprovechando el reclutamien-
to que normalmente ocurre con el inicio de 
la onda evitando así el efecto adverso de la 
dominancia folicular. Uno de los tratamien-
tos más novedosos es el Protocolo Día 0 o 
tratamiento de superovulación de la Onda 1, 
utilizado con éxito tanto a nivel experimen-

tal como en programas comerciales de pro-
ducción de embriones (Menchaca et al., 2009; 
2010). Este protocolo consiste en iniciar el 
tratamiento con FSH justo en el momento en 
que emerge la primera onda folicular luego de 
la ovulación, es decir al Día 0 del ciclo. Para 
esto es necesario previamente sincronizar la 
ovulación, lo que puede hacerse con el Tra-
tamiento Corto descrito en la sección ante-
rior, para comenzar la administración de FSH 
72-84 h luego de retirar el dispositivo intra-
vaginal ya que en este momento ha ocurrido 
la ovulación y está emergiendo la Onda 1. La 
administración de FSH en general se reali-
za en 6 u 8 dosis decrecientes administradas 
cada 12 horas aproximadamente. Luego de la 
superestimulación de la Onda 1 se induce la 
luteólisis con dos dosis de PGF2alfa adminis-
tradas junto a las dos últimas dosis de FSH, 
posteriormente se sincroniza la ovulación con 
una dosis de GnRH 24 h luego de la primera 
dosis de PGF2alfa, y por último se realiza la 
inseminación 16 y 24 horas luego de la GnRH. 
Este tratamiento ha mejorado la producción 
de embriones comparado con los tratamien-
tos tradicionales, tanto en ovejas como en ca-
bras (revisado por Menchaca et al., 2010). 

Recientemente hemos demostrado en ovejas 
que es conveniente la exposición del ovocito 
a altas concentraciones de progesterona pre-
vio a su maduración y reinicio de la meiosis 
(Cuadro et al., 2018; Menchaca et al., 2018). 
Por este motivo hemos incorporado al Proto-
colo Día 0 el tratamiento con un dispositivo 
intravaginal con progesterona durante la ad-
ministración de FSH (desde la primera dosis 
de FSH hasta la primera dosis de PGF2). Para 
comprobar esto, en un primer experimen-
to se superovularon 71 ovejas Merino 33 de 
las cuales recibieron el Protocolo Día 0 y las 
otras 38 recibieron el mismo protocolo más 
un dispositivo con 0,3 g de progesterona. Las 
ovejas tratadas con progesterona tuvieron 
una mayor tasa de fertilización (93,3% vs. 
83,3%), un mayor número de embriones trans-
feribles por donante (5,4 ± 0,6 vs.  3,0 ± 0,7) y 
un mayor porcentaje de embriones de buena 
calidad (67,7% vs. 52,7%) que aquellas que no 
recibieron progesterona, respectivamente (P < 
0,05). Estos resultados muestran con claridad 
que la suplementación con progesterona du-
rante la superovulación de la Onda 1 mejora 
los resultados obtenidos con el Protocolo Día 
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0 (Cuadro et al., 2018). Para profundizar en 
el mecanismo responsable de esta respues-
ta, realizamos otros estudios aspirando los 
folículos y evaluando la competencia ovoci-
taria en condiciones in vitro (ver abajo). La 
exposición del folículo preovulatorio a la pro-
gesterona mejoró claramente la calidad del 
ovocito (Menchaca et al., 2018). En general, 
los resultados confirman el beneficio de que 
los folículos preovulatorios y los ovocitos se 
desarrollen con altas concentraciones de pro-
gesterona, y a partir de estos resultados he-
mos incorporado esta estrategia en este pro-
tocolo.

Si bien los protocolos de superovulación de 
la Onda 1 son eficaces y en nuestra experien-
cia permiten mejores resultados que los pro-
tocolos tradicionales, muchos veterinarios los 
continúan utilizando ya que ha sido el proce-
dimiento de rutina por más de 30 años. Estos 
protocolos convencionales fueron desarrolla-
dos en la década de 1980 y por este motivo 
están muy incorporados en la práctica coti-
diana, principalmente en aquellos veterinarios 
que comenzaron a trabajar hace varios años 
antes de que se comprendieran los últimos 
conceptos sobre la dinámica folicular y la su-
perestimulación ovárica. Por este motivo hace 
algunos años también intentamos perfeccio-
nar estos protocolos convencionales y hemos 
obtenido mejoras interesantes. Los protocolos 
tradicionales consisten la administración de 
FSH para estimular el número de folículos, 
tratamiento que se realiza luego de 14 días 
de exposición a la progesterona exógena. La 
progesterona se administra mediante un dis-
positivo intravaginal de silicona tipo CIDR, y 
la FSH se inyecta por vía im en 6 a 8 dosis 
normalmente comenzando 48 a 60 horas an-
tes de retirar el CIDR. En un experimento so-
bre 239 ovejas donantes comparamos la du-
ración del tratamiento con progesterona para 
determinar si era necesario un protocolo tan 
prolongado. El tratamiento con progesterona 
se administró mediante el uso de CIDR-G (0,3 
g de progesterona, Zoetis) durante 5, 6, 7, 8, 9, 
10, 11, 12, 13 o 14 días (23 a 25 donantes en 
cada grupo experimental). Los resultados no 
mostraron diferencias significativas en nin-
guna de las variables evaluadas y la produc-
ción de embriones fue similar, demostrando 
que no es necesario un tratamiento tan pro-
longado. En un segundo experimento evalua-
mos el uso de eCG asociado al tratamiento 
con FSH en 264 donantes (83 a 93 donantes 

en tres grupos experimentales) demostrando 
que no es recomendable agregar una dosis de 
eCG al tratamiento con FSH (al momento de 
retirar el CIDR). En otro experimento evalua-
mos el uso de GnRH en 161 donantes (78 y 
83 donantes por grupo) y demostramos que 
es conveniente agregar una dosis de esta hor-
mona a las 24 h luego de retirar el CIDR. En 
suma, si bien los protocolos tradicionales han 
mostrado inducir menos embriones o de peor 
calidad que los protocolos de la Onda 1, en 
caso de utilizar dichos tratamientos se reco-
mienda administrar la progesterona durante 
5 a 14 días, evitar el uso de eCG junto con la 
FSH, y administrar una dosis de GnRH 24 h 
luego de retirar el dispositivo con progestero-
na. Cuando este protocolo convencional me-
jorado lo comparamos con el Protocolo Día 0, 
los mejores resultados se obtuvieron con este 
último tratamiento (revisado por Menchaca 
et al., 2010).

PRODUCCIÓN DE EMBRIONES IN VITRO. 

La obtención de ovocitos por punción foli-
cular mediante laparoscopía (laparoscopic 
ovum pick-up, LOPU) y la producción de em-
briones in vitro (PIV) son dos tecnologías que 
combinadas permiten maximizar la capaci-
dad reproductiva de una hembra. Así se pue-
den colectar ovocitos de cada oveja en for-
ma frecuente y por periodos prolongados, y 
aun cuando normalmente no están ovulando 
(antes de la pubertad, durante el anestro, o 
durante la gestación). Estas herramientas tie-
nen un gran impacto en aprovechar al máxi-
mo la reserva folicular de una hembra. La 
mejor comprensión del desarrollo ovocitario 
y embrionario nos ha permitido mejorar esta 
tecnología y obtener resultados aplicables en 
condiciones comerciales de producción (Men-
chaca et al., 2016a). En Uruguay, si bien hace 
algunos años nacieron los primeros corderos 
por esta tecnología (Menchaca et al., 2012), al 
igual que en el resto del mundo la adopción 
de la misma en sistemas de producción ovi-
na aún es baja. No obstante, esta herramienta 
también es de utilidad y absolutamente nece-
saria para aplicar otras tecnologías más com-
plejas como la clonación, transgénesis y pro-
ducción de animales por edición genómica. 
Para aspirar los folículos ováricos, existen di-
ferentes tratamientos de estimulación folicu-
lar que se administran previo a la LOPU. En 
general, las hembras son sincronizadas me-
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diante el uso de un progestágeno durante 
varios días (p. ej. 10-12 días) y 36 h antes 

de la LOPU se administra una dosis de FSH; 
el retiro del dispositivo se realiza al momento 
de la aspiración. Luego de comparar diferen-
tes protocolos Baldasarre & Karatzas (2004) 
recomiendan una dosis única de 80 mg de 
FSHp + 300 UI de eCG 36 h previo al momen-
to en que se realiza la aspiración. Este es el 
tratamiento de elección tanto en ovejas como 
en cabras con una media reportada por Bal-
dassarre & Karatzas (2004) de aproximada-
mente 8 a 10 ovocitos recuperados por hem-
bra. Recientemente hemos evaluado nuevos 
tratamientos que tienen en cuenta la dinámi-
ca folicular y consideran el reclutamiento y la 
dominancia (Menchaca et al., 2018). 

Diferentes estudios en ovejas y cabras han de-
mostrado que los ovocitos obtenidos por as-
piración folicular y madurados in vitro (MIV) 
tienen una menor competencia en compara-
ción con los madurados in vivo (Cognié et al., 
2003), sugiriendo condiciones inadecuadas 
de IVM, pero también debido a una menor ca-
lidad de los ovocitos obtenidos por aspiración. 
La competencia de los ovocitos se ve afecta-
da por el tamaño y la fase de desarrollo del 
folículo del que se colecta el CCO (Crozet et 
al., 1995). Esto está determinado por la diná-
mica y la dominancia folicular ampliamente 
estudiada en bovinos (Adams et al., 2008). El 
método ideal para aspirar ovocitos de buena 
calidad debe asegurar una población homo-
génea de folículos medianos (∼4 mm) y nue-
vos (en fase de crecimiento o estática) que 
contengan ovocitos sanos y nunca en atresia. 
Con esto en mente, recientemente hemos eva-
luado nuevas ideas para el control folicular 
antes de la LOPU en ovejas. Anteriormente 
habíamos descrito el Protocolo Día 0 para la 
superestimulación de la primera onda folicu-
lar utilizado en la producción convencional de 
embriones o programas MOET (Menchaca et 
al., 2002, 2007, 2009, 2010). En ese Protocolo 
Día 0, la FSH se administra en varias dosis 
dos veces al día, con la primera dosis admi-
nistrada poco después de la ovulación del ci-
clo anterior, coincidiendo con el reclutamien-
to folicular de la Onda 1. Más recientemente, 
hemos evaluado este mismo protocolo pero 
asociado a LOPU. En este caso administra-
mos una dosis única de 80-100 mg de pFSH 

el Día 0 (es decir, 84 h después de la elimi-
nación del dispositivo cuando ya ocurrió la 
ovulación). Para esto la FSH es reconstituida 
en MAP-5 (Vetoquinol, Francia) que contiene 
ácido hialurónico permitiendo una liberación 
lenta de la hormona. En este estudio, la LOPU 
se realizó 72 h después de la dosis de FSH (al 
Día 3 del ciclo). Los resultados mostraron un 
mayor número de folículos aspirados y una 
mejor calidad de los ovocitos (Menchaca et al., 
2018), lo que alienta estudios más profundos 
sobre este nuevo enfoque para resolver esta 
limitante y mejorar la calidad de los ovocitos 
que son destinados a la PIV. 

Una vez que los ovocitos son recuperados lue-
go de la aspiración folicular, son sometidos a 
la maduración, fertilización y cultivo in vitro 
en estufa de cultivo bajo condiciones espe-
cíficas de temperatura, humedad, concentra-
ción de gases, nutrientes, hormonas y factores 
de crecimiento. Existe una gran variedad de 
medios utilizados por diferentes grupos que 
difieren en sus componentes, en la concentra-
ción de los mismos o en los procedimientos. 
Los detalles utilizados en nuestro laboratorio 
están descritos en profundidad en Menchaca 
et al., 2016a. Luego de 6 días de cultivo in 
vitro, los embriones ovinos alcanzan el esta-
dio de blastocisto y pueden ser transferidos a 
receptoras o criopreservados para su poste-
rior uso. Los resultados con esta metodología 
aplicada en nuestro laboratorio sobre datos 
acumulados de 25.335 ovocitos procesados 
en 3 años, muestran una tasa de ovocitos via-
bles de 64%, una tasa de clivaje a las 48 horas 
cercana al 80%, con un desarrollo posterior 
a blastocisto variable entre el 30 y 50%. La 
tasa de preñez que hemos obtenido luego de 
la transferencia de los embriones frescos al 
Día 6 de desarrollo en general oscila entre 40 
y 50%. 

La sobrevivencia a la congelación/desconge-
lación de los embriones producidos in vitro 
es muy baja, y esto aún continúa siendo una 
limitante para esta tecnología. Al comparar la 
tasa de preñez con embriones congelados en 
etilenglicol producidos in vitro versus produ-
cidos in vivo, sobre un total de 136 embriones 
transferidos obtuvimos un 7% versus un 46% 
de preñez, respectivamente (dos Santos-Neto 
et al., 2017). Este bajo resultado con la con-
gelación de embriones in vitro refleja una de 
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las principales limitantes para que el sector 
productivo pueda adoptar la fertilización in 
vitro, siendo necesario que los programas se 
realicen con embriones frescos. La congela-
ción lenta fue desarrollada para embriones 
producidos in vivo, sin embargo los embrio-
nes producidos in vitro tienen algunas dife-
rencias intrínsecas que afectan negativamen-
te su criotolerancia, lo que está asociado con 
acumulación excesiva de lípidos, alteración 
del metabolismo, cambios en las característi-
cas estructurales y físicas del embrión, entre 
otros. Por esta razón, como alternativa a la 
congelación convencional se ha intentado su-
perar esta dificultad mediante la técnica de vi-
trificación. Los métodos de vitrificación para 
embriones producidos in vitro se han estudia-
do en diferentes especies, tanto en animales 
de producción como en especies en riesgo de 
extinción, y también son aplicados de rutina 
en reproducción asistida humana permitien-
do la criopreservación exitosa de ovocitos y 
embriones. En pequeños rumiantes, se han 
realizado varios estudios para probar dife-
rentes métodos de vitrificación de embriones 
(Traldi et al., 1999, Dattena et al., 2000, Baril 
et al, 2001, Martínez et al., 2006, Gibbons et 
al., 2011; Morato et al., 2011). En general, la 
eficacia de la técnica de vitrificación depen-
de de varios factores además de la especie 
con la que estemos trabajando, como la etapa 
de desarrollo del embrión, el origen del em-
brión (in vivo o in vitro), el volumen a vitrifi-
car, la velocidad de enfriamiento, los medios 
crioprotectores, entre otros. No obstante, has-
ta hace muy poco tiempo los resultados de 
sobrevivencia embrionaria y particularmente 
la tasa de preñez luego de la vitrificación de 
embriones producidos in vitro, en el mejor de 
los casos eran apenas aceptables en ovinos 
como en caprinos (20 al 30%, Cognie et al., 
2004). 

Más recientemente han surgido nuevos méto-
dos de vitrificación que consisten en el uso de 
un volumen mínimo de medio (∼0,1 µL) en el 
cual se coloca el embrión para ser vitrificado, 
permitiendo una vitrificación mucho más rá-
pida aun que los sistemas previos de vitrifica-
ción. El método más conocido que utiliza esta 
estrategia de vitrificación ultrarrápida y mí-
nimo volumen es el Cryotop (Kuwayama et al., 
2007) y lo hemos utilizado con buen éxito en 
nuestro laboratorio, a la vez que hemos eva-
luado un nuevo método más económico cono-
cido como Espátula MVD (dos Santos-Neto et 

al., 2015b). Estos dos métodos de vitrificación 
han sido descritos previamente para huma-
nos (Kuwayama, 2007) y embriones de rato-
nes (Tsang & Chow, 2009), respectivamente. 
Estos nuevos métodos de vitrificación ultra-
rrápida disminuyen los daños estructurales y 
funcionales del embrión (Yavin & Arav, 2007, 
Arav, 2014). En un experimento reciente rea-
lizado en ovejas (Menchaca et al., 2016a; dos 
Santos-Neto et al., 2017), se transfirieron 437 
embriones para comparar la tasa de sobrevi-
vencia de embriones producidos in vivo versus 
in vitro sometidos a vitrificación por Cryotop 
o Spatula MVD, o a congelación convencional. 
Como era de esperar, independientemente del 
método de criopreservación, la tasa de preñez 
fue mayor con los embriones in vivo que con 
los embriones in vitro (tasa de preñez de 68,8 
vs. 22,3%, P < 0,05). Para ambos orígenes de 
embriones, la tasa de preñez fue mayor (P < 
0,05) cuando la vitrificación se realizó por el 
método Cryotop (77,8 y 55,1%) que por con-
gelación convencional (64,9 y 11,1%, respecti-
vamente). Los resultados con el método Espá-
tula MVD fueron intermedios para todas las 
variables evaluadas. Por lo tanto, al menos en 
nuestro sistema de producción el método Cr-
yotop permite resultados promisorios, lo que 
podría favorecer la implementación de pro-
gramas de transferencia de embriones produ-
cidos in vitro en especies de producción.

BIOTECNOLOGÍAS REPRODUCTIVAS 
PARA LA EDICIÓN DEL GENOMA.

La producción de embriones en el laboratorio 
representa una herramienta sumamente po-
derosa no solo para la mejora genética tra-
dicional, sino también para el desarrollo de 
nuevas biotecnologías. Mediante la microma-
nipulación embrionaria es posible modificar, 
eliminar, silenciar o incorporar nuevos genes 
en etapas embrionarias tempranas y lograr 
así individuos con características más apro-
piadas para diversos fines (Menchaca et al., 
2016b). Esta tecnología está disponible en 
nuestro laboratorio a partir de 2012 luego del 
nacimiento de los primeros corderos transgé-
nicos reportados en Latinoamérica (Crispo et 
al., 2015a). Posteriormente en 2014 logramos 
además el nacimiento de nuevos corderos, 
pero no con transgénesis sino con una tecno-
logía mucho más revolucionaria y novedosa: 
la edición del genoma. En estos corderos edi-
tados indujimos el bloqueo de la expresión del 
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gen de la miostatina, proteína que está vin-
culada al desarrollo y diferenciación mus-

cular. Como resultado obtuvimos animales 
doble músculo, logrando así la producción de 
más carne en ovejas con genética Merino su-
perfino (Crispo et al., 2015b). Estos animales 
fueron generados mediante el uso de la tecno-
logía CRISPR-Cas, un sistema de edición de 
genes que ha revolucionado el campo de la 
biología. Esta tecnología permite obtener de 
forma rápida y sencilla animales knock out 
(KO) para uno o varios genes (algo que no era 
posible mediante la transgénesis), así como 
también incorporar un gen o una porción de-
terminada de ADN al genoma para generar 
una nueva función nunca antes expresada 
en esta especie. Para lograr la edición géni-
ca o la edición del genoma, una construcción 
genética debe microinyectarse rápidamente 
luego de la fecundación en el cigoto recién 
formado, motivo por el cual la producción de 
embriones in vitro y la micromanipulación 
embrionaria son absolutamente necesarias. 
El sistema CRISPR-Cas consiste en diseñar 
una secuencia de ARN idéntica a la secuen-
cia de ADN que se pretende modificar, de esta 
manera una vez inyectada en el cigoto esta 
construcción actúa como guía y reconoce de 
manera muy precisa mediante las reglas de 
complementariedad a la misma secuencia 
en el ADN. A su vez, a este ARN guía se le 
asocia una endonucleasa (Cas9) que funcio-
na a modo de tijera molecular y que cortará 
el ADN en el sitio preciso al que fue dirigida 
por el ARN guía microinyectado. Una vez que 
ocurre el corte de la doble cadena de ADN, el 
proceso de reparación que normalmente ocu-
rre puede darse de dos maneras: a) desapa-
reciendo o sustituyendo algún nucleótido en 
esta porción de corte por lo que el gen pierde 
su función y la proteína para quien codifica-
ba no estará presente en el nuevo individuo 
(generando un animal knock out, KO); o b) 
insertando una secuencia preestablecida que 
dará lugar a una función conocida, por ejem-
plo para corregir un gen o agregar una nue-
va proteína en el individuo (animal knock in), 
y para esto hay que incluir dicha secuencia 
en la construcción inyectada. Por todo esto, 
el mecanismo descrito es completamente di-
ferente al de transgénesis, permitiendo así 
editar o corregir el genoma de manera muy 
precisa (Menchaca et al., 2016b).

    
En el modelo KO para miostatina, el gen que 
codifica para esta proteína fue modificado en 
sitios muy precisos bloqueando su función y 
haciendo que esta proteína no se exprese en 
estos corderos. Como consecuencia, el desa-
rrollo de los animales KO luego del nacimien-
to fue mayor que el de los corderos control 
que no habían sido editados (el peso corpo-
ral fue 25% superior a los 90 días luego de 
nacidos; P < 0,05), manteniendo las mismas 
características de lana superfina del Merino 
que fue la raza que utilizamos como fondo ge-
nético. A partir de estos primeros resultados 
en estos corderos, la tecnología se viene apli-
cando en otros modelos ovinos en diferentes 
países (principalmente en China y luego en 
EEUU). Al mismo tiempo han habido avances 
similares en caprinos, y en bovinos el primer 
reporte fue bastante más reciente (Gao et al., 
2017). También hemos generado otros mode-
los KO por la tecnología CRISPR-Cas también 
en ovinos para estudiar aspectos más funda-
mentales de ciertas proteínas endógenas, para 
generar animales resistentes a enfermedades 
virales, así como para avanzar en la terapia 
de patologías en humanos de origen genético 
utilizando modelos ovinos. 

En suma, el desarrollo de la biología molecu-
lar y la ingeniería genética ha permitido en 
los últimos años grandes avances en el co-
nocimiento y en la edición del genoma. Las 
biotecnologías reproductivas han hecho po-
sible utilizar este conocimiento para generar 
embriones y animales con ciertas mejoras del 
genoma, e incorporar o mejorar característi-
cas de interés productivo en las especies tra-
dicionales. Asimismo, es posible generar ani-
males como biorreactores para la producción 
de fármacos en su leche, o incluso avanzar 
en terapias médicas y xenotransplantes, de 
manera mucho más precisa, más rápida, más 
fácil y más económica que con la transgéne-
sis clásica. La edición del genoma es abso-
lutamente disruptiva y está abriendo paso a 
una nueva etapa en las ciencias de la vida 
en general, lo que también se reflejará en la 
producción ganadera futura. En este contex-
to, las biotecnologías de la reproducción han 
contribuido de manera significativa con este 
avance. 
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CONCLUSIÓN

La mejor comprensión de la fisiología ová-
rica y del desarrollo embrionario ha contri-
buido a mejorar o incluso desarrollar nuevas 
herramientas tecnológicas aplicadas a la re-
producción de los rumiantes. Así es posible 
multiplicar de manera significativa la gené-
tica de aquellos individuos de interés acer-
cándonos a su máximo potencial reproducti-
vo, pero también es posible generar nuevos 
animales con genomas editados de acuerdo 
a nuestros intereses. Muchas de estas biotec-
nologías hoy están disponibles en todos los 
países de Latinoamérica, mientras que otras 
más modernas aún no han llegado al sector 
primario encontrándose en una fase de desa-
rrollo. Todas ellas representan un importante 
aporte en diferentes ámbitos, algunas contri-
buyen a la producción ganadera a pequeña o 
gran escala, y otras son utilizadas en áreas 
más básicas de la ciencia, o incluso en aplica-
ciones biomédicas o farmacéuticas.          
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