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Resumen
La superovulación (SOV) de hembras de alto valor genético combinada con la inseminación artificial (IA) y la

transferencia de embriones (TE) a hembras receptoras de bajo mérito genético se han convertido en el principal

sistema de producción de embriones  bovinos in vivo de elite en Argentina. Por otro lado, la generación de

embriones mediante fecundación in vitro (FIV) de oocitos recuperados por aspiración folicular (OPU, del inglés

ovum pick-up) provenientes de ovarios de vacas de interés comercial, combinado también con la TE, está cre-

ciendo considerablemente en el país. Dentro del grupo in vitro, donde los embriones son generados en condicio-

nes de laboratorio, también es posible enumerar técnicas más sofisticadas como la clonación o transferencia

nuclear (TN) y la inyección intracitoplasmática del espermatozoide (ISCI, del inglés intracytoplasmic sperm

injection). La TN permite la generación de copias idénticas de un individuo que, junto con la transgénesis ani-

mal, tienen numerosas aplicaciones en las áreas de producción animal, industria farmacéutica y biomedicina. La

ICSI, en cambio, actualmente se encuentra más restricta a la producción de embriones humanos en clínicas de

fecundación asistida, aunque están creciendo notablemente los intentos con éxito en la especie equina.

Como biotecnologías reproductivas también es posible incluir técnicas casi olvidadas, como la producción de

gemelos idénticos mediante la división de embriones (ya sea de manera quirúgica o por desagregación de blastó-

meras) y la producción de quimeras. 

Asimismo, la criopreservación de embriones ha jugado un papel fundamental en la implementación de las bio-

tecnologías reproductivas. Los avances en las diferentes técnicas de criopreservación de los embriones produci-

dos han permitido disponer mejor de las hembras donantes, independizándose de los tiempos biológicos y de los

resultados de los protocolos de sincronización, como también han posibilitado transportar y comercializar gené-

tica de forma económica entre países de distintos continentes.

Palabras clave: inseminación artificial; fecundación in vitro; transferencia de embriones; clonación;

criopreservación.
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1. Introducción
El conocimiento de la fisiología del desarrollo

ha permitido comenzar a manipular el sistema
reproductor de la hembra. La biotecnología de la
reproducción comprende técnicas que permiten
aumentar y mejorar la eficiencia reproductiva de
los animales. En las últimas décadas, la reproduc-
ción del ganado bovino ha evolucionado de
manera acelerada y este incremento se debe fun-
damentalmente a la necesidad de aumentar la
producción de leche y carne, conforme a las
necesidades de consumo de la población en cons-
tante crecimiento. En este sentido, las biotecno-
logías reproductivas aplicadas a estos sectores
han permitido contribuir tanto al incremento

rápido del número de animales como a su mejo-
ramiento genético. La producción de embriones
mediante estas técnicas pueden dividirse en dos
grupos principales: la producción de embriones in
vivo e in vitro. 

2.  Producción de embriones invivo
2.1. Superovulación

La SOV es una tecnología que permite mani-
pular la onda folicular de los animales (6, 11, 12, 13),
permitiendo la ovulación de múltiples folículos
en aquellas especies mono o biovulatorias, como
el bovino, el ovino y el equino. Mediante la
administración de hormonas es posible evitar la
atresia folicular de aquellos folículos subordina-
dos, permitiendo la superovulación (11). Una de
las hormonas más utilizadas para este objetivo es
la FSH (6, 12). También se emplean otras con el
mismo efecto, como la gonadotrofina coriónica
equina (eCG) o FSH recombinantes (93). De esta
manera, el efecto más importante es la estimula-
ción del crecimiento del folículo dominante y,
con eso, el aumento en la tasa de ovulación (93).
Además de la estimulación del crecimiento foli-
cular, resulta importante sincronizar las ovulacio-
nes mediante el empleo de hormonas con efecto
LH. Sin embargo, la respuesta superovulatoria
resulta muy variable debido a tres factores princi-
pales: el protocolo empleado, la hembra estimu-
lada y su medio ambiente (80). Entre otros factores
intervinientes en estos tratamientos, resulta
esencial el control de la condición nutricional de
la hembra donante. Durante el amamantamien-

Reproductive biotechnologies: invivo and in vitro, yesterday and today
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Superovulation (SOV) from females of high genetic value combined with artificial insemination (AI) and embryo transfer (ET) in

low genetic merit females have become in the main system of production of elite bovine embryos in vivo in Argentina. On the other

hand, the generation of embryos by in vitro fertilization (IVF) of oocytes recovered by follicular aspiration (OPU, from ovum pick-

up) from cow ovaries of commercial interest, also combined with ET, is increasing its application in our country. In the “in vitro

group”, where embryos are generated under laboratory conditions, it is possible to list more sophisticated techniques, such as cloning

or nuclear transfer (NT) and intracytoplasmic sperm injection (ICSI). NT allows generation of identical copies of an organism, and

with animal transgenesis, has numerous applications in animal production, pharmaceutical and biomedical industry. ICSI, however,

is currently more restricted to the production of human embryos in assisted reproduction clinics, although attempts are remarkably

increasing in the equine.

As reproductive biotechnologies is also possible to include almost forgotten techniques, such as identical twins production by splitting

embryos (either surgical cut or blastomeres dissagregation) and the production of chimeras.

Also, embryo cryopreservation has played a key role in the implementation of reproductive biotechnologies. Advances in embryo cry-

opreservation techniques had yielded better results, allowing independence of biological time and synchronization protocols, and also

had enabled transport and market between countries of different continents.

Keywords: artificial insemination; in vitro fertilization; embryo transfer; cloning; cryopreservation.



to, el balance energético de la donante es negati-
vo, ya que gran parte de su energía es destinada
a la producción de leche (123). En el mismo senti-
do, para obtener resultados óptimos es necesario
garantizar una oferta de alimentos sin restriccio-
nes para que las hembras equilibren el balance
energético durante el período de servicio (14). 

2.2. Inseminación artificial
La IA es una de las técnicas reproductivas de

mayor aplicación, junto con la congelación de
semen. Ha permitido disminuir las enfermedades
infecciosas transmitidas a través de la cópula y
obtener mayor descendencia de un macho, apro-
vechando el uso de reproductores. Durante la
monta natural, el toro deposita miles de millones
de espermatozoides en la vagina de la hembra. Sin
embargo, el cérvix resulta un obstáculo, por lo
que normalmente solo 1% de los espermatozoides
eyaculados consigue llegar al cuerpo uterino. En
la IA, normalmente el semen es depositado direc-
tamente en el útero, disminuyendo la cantidad de
espermatozoides necesarios (63). En el caso de
empleo de semen sexado se recomienda una inse-
minación más profunda, dado su menor calidad
comparada con el semen convencional (19).

Los protocolos actuales de IA buscan liberarse
de la necesidad de detectar celo para realizar la
práctica a través de la implementación de trata-
mientos de sincronización. En este sentido, la inse-
minación artificial a tiempo fijo (IATF) también
permite trabajar con un mayor número de hembras
(21, 37, 42) y facilita la ejecución de la superovulación (12).

2.3. Transferencia de embriones
La TE es otra biotecnología en constante des-

arrollo y se la asocia con protocolos de SOV e IA
de hembras donantes con genética de calidad.
Sin embargo, en los últimos años también ha
tenido alto impacto debido a la creciente pro-
ducción de embriones in vitro (PIV). La TE es
una estrategia que aumenta considerablemente
el número de descendencia materna, aumentan-
do el progreso genético (101). Asimismo, la conge-
lación y almacenamiento de embriones han per-
mitido manejar más libremente el uso de recep-
toras en un programa de TE, como también
transportar y comercializar internacionalmente
material genético con la seguridad de que los
embriones se encuentran libres de patógenos (68). 

3. Producción de embriones invitro
3.1. Aspiración folicular

La técnica de OPU surgió a partir de una adap-
tación de un método de aspiración folicular en
humanos (87). A partir de entonces fue posible su
implementación en programas de vacas vivas (57).
La OPU, combinada con la PIV, está aumentan-
do y mejorando la producción de embriones a
partir de donantes seleccionadas en vida (43).
Asimismo, la OPU permite disminuir el interva-
lo generacional a partir de la aspiración tanto de
ovarios de terneras o vaquillonas prepúberes (31, 40,

80, 96), como también de vacas preñadas ( 2, 4).
El ovario es un órgano dinámico. Entre indi-

viduos existe una gran variabilidad respecto de
los folículos antrales y preantrales, y de la canti-
dad de oocitos en los ovarios. En este sentido, la
raza o la subespecie pueden ejercer una gran
influencia. Por ejemplo, las razas europeas (Bos

taurus) tienen un número menor de folículos
antrales y oocitos en comparación con razas índi-
cas (Bos indicus) (20, 51, 88, 89). Este hecho puede ser el
motivo principal por el cual Brasil, con su amplia
diseminación de ganado índico, ha logrado des-
arrollar exitosamente procedimientos de OPU
combinados con FIV a gran escala (104, 114). Sin
embargo, existe repetitividad entre individuos,
independientemente de la edad, la raza, el esta-
dio de lactación o la estación de monta (20),
aumentando el abanico de aplicación en razas
europeas. Incluso ha sido determinado que el
pool de folículos pre-antrales en un ovario tiene
alta correlación con los folículos antrales y con la
fertilidad (76). Se presume también cierto grado de
heredabilidad hacia las hijas. El empleo de ultra-
sonografía (56) y análisis genómicos (74, 99) para la
selección de hembras con mayor cantidad de
oocitos está permitiendo identificar los animales
con mejores características reproductivas.

3.2. Fecundación invitro
La fecundación es un proceso complejo que

implica la penetración de un espermatozoide
capacitado en un oocito maduro, restableciendo
la carga cromosómica somática e iniciando el des-
arrollo embrionario. La FIV consiste en realizar
este proceso fuera del tracto genital femenino,
controlando simultáneamente que la maduración
ovocitaria y el posterior cultivo in vitro se lleven a
cabo de una manera correcta. La FIV es la técni-
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ca de reproducción asistida que más se asemeja a
la concepción natural. Fue desarrollada en los
años 60 en animales de laboratorio y se empleó
con éxito por primera vez en 1978 en seres huma-
nos. En bovinos, la primera FIV exitosa fue reali-
zada por Brackett y col. (18), utilizando oocitos
madurados in vivo y recuperados quirúrgicamente.

Antes de adquirir su capacidad fecundante,
los espermatozoides deben sufrir una preparación
que normalmente ocurre en el tracto genital
femenino (82, 83). Principalmente, se trata de cam-
bios que involucran la capacitación del esperma-
tozoide y la reacción acrosómica. De esta forma,
ocurre una alteración inicial de la membrana
plasmática espermática que permite que se des-
arrolle la segunda fase, donde se fusionan la
membrana plasmática del espermatozoide y la
membrana acrosomal externa (97). Actualmente, a
pesar de contar con un alto desarrollo en los
medios de cultivo y los protocolos de trabajo, los
resultados de FIV continúan siendo variables
cuando se usan diferentes toros (132). Existen dife-
rencias en la motilidad, capacitación y reacciones
acrosómicas de los espermatozoides, que termi-
nan en un efecto macho que afectan las tasas de
fertilización y, con ello, el desarrollo de embrio-
nes in vitro (3).

La PIV ha permitido cultivar embriones hasta
estadios transferibles, evitando la TE quirúrgica y
disminuyendo los costos. Particularmente, combi-
nada con la obtención de oocitos de vacas en pie
(por OPU) permite acelerar el proceso reproducti-
vo, ya que una vaca puede ser satisfactoriamente
empleada como donante cada semana (43, 109); tam-
bién permite utilizar donantes de alto valor gené-
tico que no responden a tratamientos de SOV o
incluso con problemas de fertilidad. Asimismo,
permite la obtención de un alto número de
embriones y reduce el número de espermatozoi-
des viables necesarios para fecundar en compara-
ción con la IA o el servicio natural. A su vez, las
gametas pueden estar conservadas bajo técnicas
de criopreservación y es posible controlar y deci-
dir su aplicación (68). Por otro lado, el uso de
espermatozoides con el sexo deseado (empleo de
semen sexado) ha permitido seleccionar el sexo
de las crías de acuerdo a los objetivos establecidos
(53, 54, 65, 131); evitando la complejidad de las biopsias
de embriones preimplantatorios seguidas de aná-
lisis moleculares para la detección del sexo de las

blastómeras extraídas (67) y las pérdidas de fetos del
sexo no deseado, detectado por ecografía.

La FIV con semen sexado aumenta los rendi-
mientos por pajuela sexada y posibilita, por ejem-
plo, aumentar la producción de terneras en un
rodeo lechero. En un procedimiento típico de
FIV con semen sexado (Figura 1),  los oocitos son
colectados de ovarios de matadero con o sin
información de pedigree (1, 127, 131), o de animales
vivos a través de aspiración folicular. Por el lado
masculino, espermatozoides de toros de elite se
separan y clasifican por citometría de flujo y cla-
sificación de células (más conocida en inglés
como cell sorting), en el proceso de sexado de
semen (53, 54). Los espermatozoides portadores del
cromosoma sexual X (especialmente para rodeos
lecheros, donde se prefieren las hembras) son
usados para fecundar oocitos maduros. Los
embriones derivados de este procedimiento son
cultivados in vitro hasta el estadio de blastocisto
(día 7), después de lo cual se transfieren frescos a
hembras receptoras debidamente sincronizadas o
se criopreservan (130).

3.3. Clonación y transgénesis
La clonación y la transgénesis con fines medi-

cinales permiten utilizar animales como fuentes
de producción de proteínas farmacológicas rele-
vantes para la salud humana (24, 95).

La clonación es un proceso mediante el cual
se logra un organismo con la misma información
genética que un individuo existente. Se trata de
un tipo de reproducción asexual, cuya principal
aplicación es obtener una copia de un animal de
gran valor, ya sea en el ámbito económico (como
en equinos y bovinos) como sentimental (masco-
tas). El primer mamífero clonado por la técnica
de TN, a partir de una célula somática adulta y
especializada de la glándula mamaria, fue la reco-
nocida oveja Dolly (125). Desde entonces numero-
sas publicaciones han reportado resultados de
clonación en diferentes especies. Cumulina fue el
primer clon de ratón obtenido de células del
cúmulus de oocitos (118). En Argentina, en 2002,
nació Pampa, el primer clon vacuno de la raza
Jersey generado por  Salamone (95). Un año más
tarde fue reportado el nacimiento de la yegua
Prometea, el primer clon equino generado a par-
tir de células de su propia madre (41). Con el trans-
curso del tiempo, la técnica de clonación fue
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mejorando, aunque no a la velocidad que se
especuló, resultando en un procedimiento más
ineficiente de lo que se esperaba. Aún así las
investigaciones continúan centradas en aumen-
tar el rendimiento y disminuir tanto las altas
tasas de mortalidad como las anomalías congéni-
tas que afectaron a muchos de los animales pre-
viamente mencionados. En bovinos se han des-
crito problemas asociados a la clonación, agrupa-
dos como el “síndrome de la cría grande” (LOS,
del inglés large offspring sydrome) (62, 102).

Otra aplicación interesante de la TN es la
recuperación de individuos de especies amenaza-
das. En 2009 se logró el nacimiento, aunque poco
satisfactorio, del primer clon de un animal extinto:
el bucardo (38). Actualmente, centros de investiga-
ción se están centrando en la clonación terapéuti-
ca, que tendría múltiples aplicaciones en huma-
nos. El estudio de los sistemas relacionados con el
desarrollo embrionario in vitro permitirá superar
las limitaciones de las biotecnologías actuales. 

Por otro lado, la transgénesis es una herra-
mienta de ingeniería genética que permite inser-
tar una molécula de material genético exógeno
(ADN) en un organismo que normalmente no la

posee. El primer nacimiento de un mamífero
transgénico correspondió a un ratón generado
por microinyección pronuclear (en estadio unice-
lular) (44). Desde entonces varios sistemas de pro-
ducción de transgénicos han sido desarrollados:
TN (24, 95); inyección citoplasmática con vectores
espermáticos (84), retrovirales y lentivirales (47);
inyección de células madre embrionarias (CME)
(100); y microinyección de vesículas (7, 84). Sin
embargo, la producción de especies domésticas
genéticamente modificadas continúa siendo alta-
mente ineficiente debido al mosaicismo (excepto
en la técnica de TN o inyección de CME) pro-
ducido cuando solo algunas de las células del
embrión incorporan el transgén (85), o bien lo
hacen con diferente número de copias (8).

4. Multiplicación de embriones
Los embriones tempranos de mamífero tienen

un amplio potencial de desarrollo. En los años
80, la bisección de embriones permitió generar
gemelos a partir de un único embrión. En
Argentina, los primeros mellizos homocigotas
producidos por división microquirúrgica fueron
obtenidos por el equipo de Palma y correspondie-
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Figura 1. Esquema del procedimiento de FIV con semen sexado. (a) Ovarios de matadero con o sin información de 
pedigree. (b) Los oocitos son extraídos por punción folicular, (c) se seleccionan y se someten a maduración in vitro. 
Como una alternativa, (a1) pueden emplearse vacas con información de pedigree completa, con o sin un trata-
miento de estimulación hormonal previo a la punción. (b1) Los oocitos son colectados por OPU. (a2) Un toro de 
elite se selecciona para separar y clasificar sus espermatozoides, según contengan el cromosoma X o Y. (b2) El 
semen colectado es clasificado por citometría de flujo. (c1) Los espermatozoides X se usan para FIV en rodeos 
lecheros. (d) Los oocitos maduros son fertilizados con semen sexado hembra (X). (e) Los embriones son cultivados 
in vitro durante 7 días y, posteriormente (f) son evaluados morfológicamente. (g) Los blastocistos obtenidos 
pueden ser criopreservados o bien (h) transferidos a vacas receptoras previamente sincronizadas para obtener 
crías del sexo femenino. (Modificado de 130).

          
           

           



ron a terneros de la raza Aberdeen Angus (81). En
estos procedimientos, embriones post-compacta-
ción son cortados con una cuchilla microquirúr-
gica de metal (124) o con una fina aguja de vidrio
(122). Sin embargo, las desventajas radican en las
pérdidas celulares ocasionadas por el daño físico
de los instrumentos, que genera demi-embriones
con menos de la mitad de las células del embrión
original. De esta manera, se producen blastocis-
tos con bajo número de células, que disminuyen
los porcentajes de preñez luego de ser transferi-
dos. El uso de animales gemelos en experimenta-
ción animal puede reducir sustancialmente los
números requeridos para generar información
estadísticamente válida (10).

Por otra parte, particularmente en bovinos,
fue posible comprobar que hasta la mitad de las
células de embriones de 2 a 16 células pueden ser
removidas, sin perder la capacidad de desarrollo
del embrión original (64). La posibilidad de dismi-
nuir la cantidad de blastómeras de un embrión es
el fundamento de procedimientos tan amplia-
mente empleados en la actualidad, como las
biopsias y el sexado de embriones (67). En el mismo
sentido, incluso blastómeras individuales de
embriones murinos de 8 células han permitido
generar líneas de células madre (CM) (23, 116), indi-
cando persistencia de la pluripotencialidad, a
pesar de haber activado previamente su genoma
embrionario. 

Asimismo, la generación de 2 y 4 crías idénti-
cas bovinas (121, 108), ovinas (120) y de conejos (75) a
partir de embriones de 2, 4 y 8 células, demues-
tra claramente la totipotencialidad de dichas
células. En general, los mecanismos empleados se
basan en la separación de las células del embrión
temprano mediante micromanipulación y su pos-
terior introducción en ZP vacías, implicando la
transferencia transitoria en oviductos para per-
mitir el desarrollo embrionario (55, 121). Sin embar-
go, Vajta y col. (112) generaron el sistema de culti-
vo de micropozos en placa  denominado WOW
(del inglés, Well of the Well) (112). De esta manera,
es posible realizar el cultivo de embriones libres
de zona pelúcida (LZP), concentrando factores
autócrinos y parácrinos en las depresiones, como
ocurre en las gotas convencionales de cultivo. De
la misma manera, las microdepresiones evitan la
separación natural de los embriones causada por
la ausencia de uniones intercelulares durante las

primeras divisiones mitóticas. Recientemente,
Tagawa y col. (108) combinaron el sistema de culti-
vo WOW con la desagregación de blastómeras
mediante pipeteo, obteniendo resultados más
alentadores que, por ejemplo, la bisección con
microcuchilla.

Sin embargo, el estadio en el cual comienza la
expresión genómica del embrión podría represen-
tar una limitante en la multiplicación de embrio-
nes. Este es el momento en el cual el embrión
activa su genoma y comienza a controlar su des-
arrollo, luego de una fase de transición materno-
embrionaria, en la cual el embrión deja de depen-
der de los transcriptos maternos (acumulados en
el oocito) para empezar a generar los propios (80).
Varios autores afirman que, en el bovino, la AGE
ocurre en la mitad del estadio de 8 células (25, 39, 73). 

5. Quimeras
En la mitología griega, la quimera es una bes-

tia con la cabeza de un león, el cuerpo de una
cabra y la cola de un dragón (Homero, La Ilíada)
(Figura 2). Actualmente, en biología, el término
quimera se aplica a la mezcla de células derivadas
de más de un animal (91). 

Los embriones quiméricos tienen diversas
aplicaciones. En el campo de la ciencia son
herramientas interesantes para el estudio del des-
arrollo temprano y la diferenciación en mamífe-
ros (72) y la introducción de CM transgénicas en
blastocistos (45, 90). Las quimeras interespecíficas
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Figura 2. Quimera de la mitología griega. En la mitología 
griega, la quimera es una bestia con la cabeza de un 
león, el cuerpo de una cabra y la cola de un dragón.



también ofrecen la posibilidad de estudiar incom-
patibilidades reproductivas entre especies y neu-
tralizarlas (36). 

Existen dos técnicas básicas para la producción
de embriones quiméricos: la inyección de blasto-
cistos y la agregación de embriones. En 1983,
Summers realizó ambos procedimientos entre las
razas Friesian y Angus (Bos taurus) con Brahman
(Bos indicus). En aquel momento la inyección de
macizo celular interno (MCI) en la cavidad de
blastocistos representó la mejor opción; pero fue
sugerido que las condiciones de cultivo de los
embriones agregados LZP eran inapropiadas (106).
Las agregaciones se han realizaron en tubos con
medio de cultivo (106), en ZP de oocitos (35) o de
embriones microquirúrgicamente vaciadas (15, 86) o
con embriones LZP (112, 128, 129). Adicionalmente,
Wood y col. (128) realizaron quimeras mediante el
cocultivo de una capa de CM con varios embrio-
nes en estadio de 8 células en la especie murina.
Fue posible obtener nacimientos a través de este
simple procedimiento, permitieron determinar
quimerismo incluso en la línea germinal.

Hasta el advenimiento de las tecnologías del
ADN recombinante, el quimerismo intraespecífi-
co se vio limitado, dada la baja disponibilidad de
marcadores especie-específicos. En bovinos,
Picard y col. (86) emplearon un marcador cromo-
sómico de un toro suizo rojo y blanco que cuenta
con una traslocación heterocigota 1/29 en los
cromosomas sexuales para inseminar hembras
Holando y Hereford. En su trabajo, embriones
generados de esta manera fueron agregados con
embriones fertilizados con semen de toro normal.
Luego, el análisis cromosómico de linfocitos per-
mitió determinar el tipo de quimerismo (86). Por su
parte, el quimerismo interespecífico admite
determinar las localizaciones celulares por la eva-
luación de los genomas de cada especie (91, 92).
Fehilly y col. (34) realizaron análisis citogenéticos
de linfocitos de sangre umbilical y de las quime-
ras obtenidas para identificar el quimerismo de
las crías.

Para el caso de las quimeras entre CM y
embriones, Wood  y col. (128) concluyen en que no
existen diferencias significativas entre los proce-
dimientos de inyección y agregación, pero resalta
la simplicidad de esta última, requiriendo única-
mente de una pipeta Pasteur y un entrenamiento
básico en la manipulación de embriones.

5.1. Complementación trofoblástica
La complementación trofoblástica es una

estrategia que surge de la necesidad de aumentar
la actividad funcional de las agregaciones
embrionarias. Los embriones poliploides (parti-
cularmente tetraploides o 4n) han sido amplia-
mente utilizados en este sentido, para compensar
la letalidad embrionaria, como resultado de feno-
tipos cuyos tejidos extraembrionarios son defecti-
vos o bien para la generación de embriones deri-
vados de CM (79). 

En agregados diploides/tetraploides (2n/4n),
las células 4n son seleccionadas negativamente
durante el desarrollo de los tejidos fetales (66), pero
persisten en las membranas extraembrionarias
(110). Rossant y col. (91) sugirieron la importancia
del genotipo trofoblástico para la sobrevida de las
quimeras. En su experiencia, las quimeras muri-
nas interespecíficas entre Mus musculus y Mus

caroli generadas por inyección de MCI en blasto-
cistos, únicamente producían descendencia via-
ble cuando el genotipo Mus musculus del TrE se
correspondía con el de la madre sustituta.
Entonces, se sugiere que las interacciones trofo-
blasto-útero son fundamentales para la sobrevida
de las quimeras luego de su implantación y que
los componentes del trofoblasto de Mus musculus

estarían protegiendo a las células de Mus caroli

del rechazo inmunológico materno.
Existen dos métodos básicos para la genera-

ción de embriones 4n: el uso de citocalasina B (110,

111) y la electrofusión (26, 107). La citocalasina B inhi-
be la división citoplasmática, pero permite la
división nuclear (22). Sin embargo, tienen altas
tasas de mosaicismo entre embriones 2n norma-
les y 4n (110). En cambio, la electrofusión ha pro-
ducido una población de células 4n mucho más
homogénea en otras especies, como el ratón y el
conejo.

Según Snow, los embriones murinos 4n permi-
ten una implantación rápida, pero unos pocos
llegan a término (103). Sin embargo, los últimos
avances en las técnicas y medios de cultivo han
permitido obtener tasas de desarrollo a blastocis-
to semejantes a las de los embriones normales en
bovinos (26).

Varios intentos han sido reportados en ovinos
y bovinos para mejorar la placentación de los ani-
males clonados, mediante la producción de
embriones quiméricos, pero los resultados de
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nacimientos no variaron respecto de la clonación
tradicional (15, 52, 78, 94). Contrariamente, en ratón se
han observado buenas tasas de desarrollo usando
CM (con impronta normal) con complementa-
ción trofoblástica (33, 61). 

En las placentas bovinas existen naturalmen-
te células binucleadas. Éstas se localizan en todo
el TrE, generalmente en asociación con uniones
por microvellosidades que separan el trofoblasto
del epitelio materno (32). De la misma manera, la
frecuencia de células poliploides en el disco
embrionario y en el TrE de embriones día 7 pro-
ducidos in vitro es del 50%; mientras que dismi-
nuye al 20% en embriones producidos in vitro que
fueron transferidos tempranamente a úteros de
vacas recipientes. En este último caso, los análi-
sis estadísticos reflejan que la distribución de las
células poliploides es significantemente mayor en
el TrE que en el disco embrionario (115).

Recientemente han sido reportados nacimien-
tos de ratones adultos generados a partir de la
agregación de células somáticas inducidas a la
indiferenciación o iPSc (del inglés, induced pluripo-

tential stem cells) y células 4n (16). Estos agregados
fueron quimeras transitorias, dado que las crías
nacidas estuvieron constituidas únicamente por
células 2n. En la actualidad, con el desarrollo de
nuevos conocimientos en términos de clonación
animal, complementación trofoblástica y técnicas
LZP ha sido posible combinar diversas estrategias
para lograr desarrollar un sistema de clonación
embrionaria. Recientemente, bajo la hipótesis de
que a partir de una blastómera en estadio de 8
células es posible producir embriones viables, se
plantearon quimeras como un sistema transitorio
para la multiplicación de blastómeras individuales
de embriones bovinos (incapaces de alcanzar el
estadio de blastocisto independientemente) (49).

6. Criopreservación de embriones
La criopreservación de embriones se encuen-

tra relacionada con la TE y la PIV. Se trata de
una estrategia ampliamente utilizada, ya que per-
mite el almacenamiento potencialmente infinito
de embriones para que puedan ser comercializa-
dos y transferidos en el momento más oportuno
(105). Los primeros mamíferos criopreservados
satisfactoriamente correspondieron a ratones (119)

y, un año después, fue reportado el primer naci-
miento de un embrión bovino congelado (126).

Desde entonces, fueron desarrollados nuevos
protocolos basados en dos técnicas principales: el
congelamiento tradicional y la vitrificación.

El nitrógeno líquido a -196°C es el medio de
elección para conservar embriones criopreserva-
dos. Se considera que los embriones pueden ser
mantenidos 200 años sin afectar su viabilidad ni
causar daños genéticos (71). Sin embargo, durante
la criopreservación, los embriones sufren daños
cuya severidad depende de factores como el
tamaño y la forma de las células, la permeabilidad
de las membranas y la calidad y sensibilidad de la
estructura que sufre el proceso (oocito o
embrión) (113). Para minimizar estos problemas se
emplean agentes crioprotectores, que son solutos
orgánicos que ayudan a proteger las organelas
celulares; aunque muchas veces perjudican la
organización del citoesqueleto, resultan tóxicos o
generan un daño osmótico (30). Se han realizado
varios intentos para disminuir la toxicidad y
aumentar la permeabilidad de los agentes crio-
protectores, usando combinaciones de los mis-
mos, adicionándolos en distintos puntos del pro-
ceso y congelando las muestras con alta concen-
tración de los mismos (113). Entre los crioprotecto-
res más usados se encuentra el dimetil-sulfóxido
(DMSO), el etilenglicol (EG) y el glicerol (G).
Asimismo, se ha observado que los azúcares
como la glucosa, la tehalosa y otros glúcidos pue-
den actuar como criopreservantes naturales (117).

Una de las principales limitantes de la aplica-
ción masiva de la criopreservación de embriones
de PIV ha sido su mayor sensibilidad a la criopre-
servación con respecto a aquellos embriones pro-
ducidos in vivo (60), posiblemente debido a su
mayor contenido lipídico (5, 27, 28, 77). Asimismo, los
embriones producidos in vivo, tanto congelados
como vitrificados, tienen tasas de preñeces seme-
jantes para ambas técnicas; mientras que los
embriones de PIV toleran mejor la vitrificación (50).
Otro factor que afecta la eficiencia de la criopre-
servación es el estadio del desarrollo embrionario
en el cual se realiza el proceso (70), siendo el blasto-
cisto expandido el estadio más conveniente (46, 48). 

6.1. Congelamiento tradicional
Actualmente, el congelamiento tradicional es

la técnica de criopreservación de mayor difusión.
El procedimiento se encuentra totalmente estan-
darizado y automatizado por equipamientos
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comerciales. Durante el congelamiento, la velo-
cidad de disminución de la temperatura permite
el intercambio de crioprotectores ente los espa-
cios intra y extracelulares. El control de la velo-
cidad de enfriamiento permite que el agua extra-
celular cristalice, aumentando el gradiente osmó-
tico que extrae el agua dentro de la célula (98) y
eliminando casi completamente la formación de
hielo intracelular que dañaría severamente los
componentes celulares. Los embriones congela-
dos son fácilmente transferibles tras realizar el
descongelamiento de la pajuela donde se encuen-
tran conservados durante unos minutos en agua
a 37°C. Las tasas de supervivencia de las mues-
tras producidas in vivo por SOV e IA suelen ser
altas y los embriones sobreviven intactos.

6.2. Vitrificación
La vitrificación es una técnica de criopreser-

vación de embriones y oocitos altamente utiliza-
da, principalmente en condiciones experimenta-
les. Se consigue mediante un enfriamiento muy
rápido en una solución cuya viscosidad aumenta
con el descenso de temperatura hasta la forma-
ción de un estado sólido amorfo, sin estructura
cristalina u organizada. El procedimiento consis-
te en conseguir un contacto directo entre la solu-
ción vitrificante (con el agente crioprotector) y el
nitrógeno líquido. Para lograr un gran cambio de
temperatura a gran velocidad (enfriamiento
ultrarrápido, mayor a 500°C/min) se usa un volu-
men mínimo de medio (reportado entre 0,1 y 1
µL) y nitrógeno líquido a -196°C. La exposición y
las tasas de congelación deben ser lo suficiente-
mente rápidas para evitar la toxicidad y la forma-
ción de cristales intracelulares que puedan dañar
el contenido celular. Antes del calentamiento, el
material biológico debe equilibrarse con la solu-
ción crioprotectora (en menor concentración)
para que pueda soportar el choque osmótico.

Existen diferentes técnicas de vitrificación de
embriones, basadas en los mismos principios y
prácticamente sin ventajas entre ellas. Con el
objetivo de minimizar el volumen de medio con-
gelado y garantizar un enfriamiento ultrarrápido
surgieron las técnicas de redes o rejillas de
microscopía electrónica (69), las pajuelas abiertas y
estiradas (OPS, del inglés open pulled straws) (17),
los bucles de congelamiento o cryoloops (59) y el
método de CryoTip® (60). El método de vitrifica-

ción en superficie sólida (SSV, del inglés solid sur-

face vitrification) (29) evita la formación de vapores. 
La vitrificación no requiere de aparatos de

congelamiento ni de alto entrenamiento, y prin-
cipalmente elimina el riesgo de daños celulares
debido a que las altas velocidades de enfriamien-
to y calentamiento no dan tiempo a que ocurran.
Por lo tanto, se trata de una técnica con caracte-
rísticas competitivas respecto del congelamiento
tradicional. Sin embargo, las desventajas de la
vitrificación radican en el impedimento para
hacer transferencia directa de los embriones pre-
servados (113), la posibilidad de transmisión de
enfermedades durante el contacto con nitrógeno
líquido no estéril (9) y la ausencia de un protocolo
estandarizado (113).
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