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Proélogo

La cria de animales para satisfacer nuestras necesidades alimenticias conlleva el
desarrollo de técnicas para incrementar la eficiencia reproductiva de éstas, fa-
voreciendo la aplicacién de los programas de seleccién y difusion genética. La
biotecnologia reproductiva se fundamenta en el conocimiento y control de la fun-
cién reproductiva, incrementando las posibilidades de obtener descendencia de los
animales genéticamente superiores, mediante el desarrollo de las tecnologias de
inseminacién y conservacion del semen, de recuperacion, conservacién y transfe-
rencia de embriones, de produccién de ovocitos o embriones in vivo e in vitro como
la superovulacion, el cultivo o la clonacion, y del sexaje de espermatozoides o de
embriones.

La inseminacion artificial con semen fresco es, sin duda, la técnica reproductiva
més utilizada y forma parte de la gestion reproductiva de la mayoria de las es-
pecies ganaderas. Ya en 1936 se establecié en Dinamarca la primera asociacién
de inseminacion artificial de vacuno, nueve anos después se desarrollaba el primer
método de congelaciéon de semen y en 1950 se constituia el primer banco de semen
para vacuno (Inglaterra). Hoy en difa, la inseminacién en vacuno se realiza pre-
ferentemente con semen congelado. La transferencia de embriones ha contribuido
decisivamente a mejorar la eficiencia reproductiva y en la difusién de genotipos.

La transferencia embrionaria conlleva la puesta a punto de técnicas de superovu-
lacién, recuperacién, medios y métodos de conservacion, y por supuesto, de las
condiciones y técnica de transferencia. Una vez extraidos los embriones, el princi-
pal problema fue disociar el momento de la recuperacion del de la transferencia e
impedir que la viabilidad del embrién estuviese comprometida por su desarrollo en
un ambiente inadecuado, a ello contribuyeron el desarrollo de medios y condiciones
de cultivo y, la crioconservacion en la década de los setenta. Aunque hoy en dia to-
davia persisten problemas en la crioconservacién asociados al estadio embrionario
y a la especie.

Por 1ltimo, el conocimiento de los procesos reproductivos ha permitido adentrarse
en la produccién embrionaria in vitro (recuperacién, maduracién y crioconser-
vacién ovocitaria, microinseminacién y cultivo embrionario) no sélo como medio
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de incrementar, aun més la eficiencia reproductiva, sino como herramientas para
estudios de desarrollo, generacion de clones, transgénicos o lineas celulares embrio-
narias.

En los capitulos de este libro se mostraran los logros, avances y carencias actuales
de la biotecnologia reproductiva de especies ganaderas como el vacuno, ovino,
caprino, porcino, conejo y aves.

Francisco Marco Jiménez
fmarco@dca.upv.es

José Salvador Vicente Antén
jvicent@dca.upv.es
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Capitulo 1

Vacuno:Inseminacion
Artificial

J.L. Yanizl, P. Santolarial, F. Lépez-Gatius2
1-Universidad de Zaragoza
2-Universitat de Lleida

En este capitulo se hace una revision sobre biotecnologias reproduc-
tivas relacionadas con la inseminacion artificial. Para ello se revisan
los métodos de sincronizacion del estro, la técnica de la inseminacion
artificial y los factores que afectan a la fertilidad tras la misma. Nos
centraremos sobre todo en la vaca lechera, puesto que es en ella en la
que mds se aplican estas biotecnologias reproductivas.

1.1 Sincronizacion del estro

Los tratamientos encaminados a sincronizar el estro o inducir la ovulaciéon permi-
ten un manejo efectivo de la inseminacién a tiempo pre-determinado en vacas de
leche, sin la necesidad de detectar el estro. La mayoria de los protocolos de sincro-
nizacién del estro se basan en la utilizacién de agentes luteoliticos, prostaglandinas
o sus andlogos sintéticos (Yaniz et al., 2004). Los tratamientos de sincronizacién
del estro mas recientemente desarrollados combinan diferentes hormonas que con-
trolan la duracién del ciclo éstrico y la dindmica folicular para conseguir una pre-
cisa sincronizacién del estro y una fertilidad normal tras una sola inseminacién,
independientemente de la situacién de la vaca.
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1.1.1 Tratamiento con prostaglandinas

Se ha demostrado ampliamente la capacidad de la PGF2alfa y de sus andlogos
sintéticos, alfaprostol, cloprostenol, fenprostalene y luprostiol de inducir la re-
gresion de un cuerpo ldteo maduro en el ovario, y en consecuencia provocar y
sincronizar el estro (Yéniz et al., 2004). Sin embargo, este efecto luteolitico no se
observa en los primeros 5 dias de vida del cuerpo liteo y, en consecuencia, se ha
desarrollado un protocolo doble, en el que la PGF2alfa se administra a intervalos
de 7, 11 o 14 dias, de manera que las vacas en una fase del ciclo éstrico diferente
del diestro, hayan desarrollado un cuerpo luteo funcional cuando reciben la segun-
da dosis de PGF2alfa. Numerosos autores han observado una fertilidad normal o
por encima de lo normal tras la sincronizaciéon del estro con PGF2alfa en vacas
inseminadas tras la deteccién del estro (Yaniz et al., 2004). Sin embargo, hay mu-
cha controversia sobre los resultados de fertilidad tras la inseminacion a tiempo
pre-determinado. Esta variacion se ha atribuido a las diferencias de intervalo entre
el tratamiento con PGF2alfa y la ovulacién. Para superar este problema se han
desarrollado protocolos basados en la utilizacién de dos inseminaciones, realiza-
das a las 66-72 y 96-99 horas tras la segunda dosis de prostaglandina, pero los
resultados son contradictorios.

1.1.2 Combinaciones de progesterona y prostaglandinas

Una de las mayores limitaciones de la utilizacién de prostaglandinas para sincro-
nizar el estro en vacas de leche es su inactividad en vacas anoéstricas o no-ciclicas
(Yéniz et al., 2004). La progesterona tiene la ventaja de que, ademds de mejorar la
sincronizacion del estro, también induce el estro y la ovulacién en una proporcion
aceptable de vacas anoéstricas. Tratamientos largos de progesterona (14 a 16 dias)
provocan una disminucién de la fertilidad debido, al menos en parte, al desarrollo
de foliculos persistentes. Se han obtenido mejores resultados tras la utilizacién de
tratamientos de corta duracién (7 to 9 dias) pero con una disminucién de la sincro-
nizacion del estro. Para que un tratamiento de corta duracién con progesterona sea
efectivo en la sincronizacion del estro, se debe combinar con un agente luteolitico,
al aumentar la proporcién de animales que necesitan una induccién exdgena de
luteolisis. Diversos trabajos sugieren una mejor respuesta a los tratamientos de
sincronizacion del estro cuando la prostaglandina se administra 48 horas antes de
la retirada del dispositivo vaginal liberador de progesterona.

Cuando se ha comparado la eficacia del tratamiento con prostaglandinas exclusiva-
mente con el tratamiento que combina progestdgenos y prostaglandinas, numerosos
autores han mostrado una mayor sincronizacion del estro y fertilidad tras aplicar
la combinacién hormonal (Yéniz et al., 2004). Sin embargo, en el estudio de Muru-
gavel et al. (2003), se obtuvieron mayores tasas de ovulacién y més vacas gestantes
cuando la concentracién de progesterona era baja al inicio del tratamiento.
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1.1.3 Combinaciones de prostaglandina, estrégeno y
gonadotropina coriénica humana

En la vaca, se sabe que los estrégenos inducen un pico de LH semejante al preovu-
latorio, la ovulacién y la actividad luteolitica durante la fase luteal (Yéniz et al.,
2004). Estos efectos podrian justificar la inclusién del estradiol en diferentes proto-
colos de sincronizacién, aunque pueden existir restricciones legales a su utilizacién,
como las de la Unién Europea, donde esta prohibida su utilizacién. Utilizando como
base la sincronizacion del estro con prostaglandinas, la ovulacion se puede sincroni-
zar eficazmente administrando benzoato de estradiol (BE) después del tratamiento
con prostaglandinas en vacas y en novillas. También puede conseguirse una mayor
sincronizacion del estro, sin afectar a la fertilidad, tras el tratamiento con benzoato
de estradiol 40 a 48 horas tras el tratamiento con prostaglandinas. Por ltimo, la
combinacién de estrégenos y prostaglandinas también puede permitir aumentar el
porcentaje de vacas en estro.

La gonadotropina coriénica humana (hCG) ejerce una accién LH sobre las célu-
las ovéaricas que puede incluso inducir la ovulacién a lo largo del ciclo éstrico.
Combinando hCG, BE y PGF2alfa se desarrollé un protocolo de sincronizacién
del estro y de la ovulacién (Lépez-Gatius, 2000). En este método se administra
PGF2alfa tras palpar un cuerpo liteo maduro, seguido de la administracién de
hCG y benzoato de estradiol 12 horas tras el tratamiento con prostaglandinas y
de la inseminacién a las 48h tras el inicio del tratamiento. Utilizando este proto-
colo, se obtuvieron unas tasas de gestacion comparables a cuando se trataba a las
vacas con prostaglandinas solamente y se inseminaba a la detecciéon del estro o
incluso a cuando se inseminaba a vacas con estro natural.

1.1.4 Combinaciones de GnRH y prostaglandinas

La administracién de GnRH durante el ciclo éstrico induce un pico de LH, provoca
la ovulacién o la luteinizacion de grandes foliculos presentes en el ovario, sincroniza
el reclutamiento de nuevas oleadas foliculares, y sincroniza su desarrollo (Yéaniz
et al., 2004). La administracién posterior de PGF2alfa provoca la regresién del
cuerpo liteo natural o inducido por la GnRH, y hace posible la maduracién final
del foliculo dominante sincronizado. Aparentemente, el cuerpo luteo inducido por
la GnRH responde a la prostaglandina igual que un cuerpo liteo espontaneo.

En esta combinacién hormonal se basa el uno de los protocolos de sincronizacion
del estro mds conocidos, el Ovsynch, Timed artificial insemination (TAI) o GPG,
que permite inseminar sin la necesidad de detectar el estro (Yaniz et al., 2004).
En el método Ovsynch, se inyecta a ciegas 100 microgramos de GnRH durante el
ciclo éstrico, seguido de 25 mg de PGF2alfa en el dia 7 y una segunda dosis de
100 microgramos de GnRH 36 a 48 h después. La ovulacion se sincroniza debido
a que los foliculos preovulatorios se encuentran en el mismo estadio de desarrollo
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y son sensibles a la LH en el momento de la segunda inyeccién de GnRH. Este
protocolo coordina el reclutamiento folicular, regresion del cuerpo liteo y ovulacion
y permite la inseminacién a las 16 horas tras la segunda dosis de GnRH.

Al contrario de lo descrito para la combinacién de progesterona y prostaglandina,
en el estudio de Murugavel et al. (2003), se obtuvieron mayores tasas de ovulacién
y mas vacas gestantes cuando la concentracion de progesterona era alta al inicio
del tratamiento utilizando el Ovsynch, de donde se concluye que funciona mejor
en vacas ciclicas.

También se ha demostrado que el éxito del protocolo Ovsynch viene condicionado
con la fase del ciclo éstrico en la que se inicia el tratamiento (Yéniz et al., 2004).
El momento ideal para iniciar el programa Ovsynch es la fase luteal temprana
(dias 5 a 12). Basdndose en estos resultados, se han desarrollado protocolos de
pre-sincronizacion de vacas utilizando dos dosis de prostaglandina separadas 14
dias para iniciar el protocolo Ovsynch en la fase luteal temprana. Al protocolo
conjunto lo denominaron Pre-synch. Los resultados demostraron un aumento de
la proporciéon de vacas gestantes. La probabilidad de gestacién se ve igualmen-
te incrementada cuando el Ovsynch se inicia en el dia 12 después de una sola
administraciéon de prostaglandina, dado que mas vacas se encontraran en el dies-
tro temprano antes del comienzo del protocolo Ovsynch. Sin embargo, no se ha
demostrado el efecto beneficioso de pre-sincoronizar vacas en anoestro antes de
iniciar el tratamiento Ovsynch, dada la ausencia de un cuerpo liteo sensible a la
prostaglandina.

1.1.5 Conclusiones

En los tdltimos afios se han realizado avances significativos en la comprensién y
regulacién de los ciclos éstricos en vacas de leche. Sin embargo, los ultimos méto-
dos de sincronizacién del estro desarrollados todavia estdn lejos de un método
Unico que permita una salida precisa del estro y una fertilidad normal tras la inse-
minacion a tiempo pre-determinado, independientemente del estado endocrino u
ovarico de cada animal al inicio del tratamiento En la actualidad, la aplicacién de
métodos especificos de sincronizacién del estro, en funcién de la situacién ovarica
de la vaca en el postparto puede permitir mejorar la eficacia reproductiva de las
vacas, en mayor medida que si las se aplica un solo método de sincronizacion,
independientemente de la situacion reproductiva de cada animal.
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1.2 Inseminacion artificial

La inserminacién artificial (IA) en vacuno se desarrollé comercialmente a principio
de los afios 30 del siglo pasado, y continta siendo una técnica fundamental para
la dispersion del material genético. La IA ha sido probablemente el mayor avance
tecnoldgico en reproduccién animal (Lépez-Gatius, 2012). En el ano 2000, se es-
tima que se comercializaron méas de 100 millones de dosis seminales de toro en el
mundo. Los principales motivos de este éxito han sido la mejora genética, el control
sanitario y la rentabilidad de la TA, comparado con la monta natural. La IA ofrece
muchas ventajas y pocas desventajas para las explotaciones lecheras, mientras que
las dificultades para la deteccién del estro limitan su utilizacién en las explota-
ciones dedicadas a la produccién de carne. Por ello son las explotaciones lecheras
las que mejor han aprovechado los avances en la TA y las tecnologias seminales.
La eficiencia de la inseminacién depende, entre otros factores, de la deposicién de
un numero suficiente de espermatozoides normales en el lugar adecuado del tracto
genital de la vaca y en el momento justo del estro.

1.2.1 ;Qué vacas inseminar?

Una vez detectado el estro, la confirmaciéon del mismo por técnicos especializados
capaces de reconocer los signos normales y anormales del aparato reproductor,
aumentara sin duda la eficiencia reproductiva y la rentabilidad de las explotaciones
(Roelofs et al., 2010). La confirmacién del estro permite la exclusién de vacas que
se han clasificado erréneamente como listas para la inseminacién. De hecho, es
frecuente la identificacién errénea e inseminacién de vacas en estro cuando la
concepcion no puede ocurrir. La situacién se ve ain mas agravada por el hecho de
que la inseminacién de vacas gestantes puede provocar mortalidad embrionaria y
aborto. La presencia de estro durante la gestacién se ha descrito ampliamente y
més del 40

Entre los métodos de confirmacion del estro tenemos la exploracion rectal del
aparato reproductor mediante palpacién o ecografia, y el examen del fluido vaginal.
Una vaca se puede considerar como lista para el servicio cuando no se observa la
presencia de cuerpos liteos mayores de 10 mm en los ovarios, el foliculo mayor es
ligeramente blando al tacto y tiene un didmetro de 12 a 25 mm, el litero se muestra
turgente y se contrae al tocarlo, y las descargas vaginales son abundantes, fluidas
y transparentes (Roelofs et al., 2010).

Por otro lado, el método de deteccién y confirmacién del estro puede ayudarnos a
predecir la fertilidad potencial de las vacas, y por tanto a elegir la dosis seminal
maés adecuada. Cuando la deteccién del estro se realizar mediante podémetros,
hemos demostrado que existe una relacién directa entre el grado de incremento de
actividad locomotora, como indicador de la calidad del estro, y la fertilidad (Yéaniz
et al., 2003; Lépez-Gatius et al., 2005). En un estudio reciente se ha demostrado
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