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RESUMEN

El campo de aplicacién de las biotecnologias reproductivas en equinos
es muy similar al de humanos: reproducir individuos con barreras
fisiolégicas y patolégicas para reproducirse. A pesar de que la
fertilizacién /n vifro en equinos ain no ha dado resultados, ofras
biotecnologias modernas se han aplicado con éxito, como por ejemplo
la aspiracién folicular transvaginal para la obtencién de ovocitos, la
transferencia  intraoviductal de  ovocitos 'y la  inyeccién
intracitoplasmatica de un espermatozoide (ICSI). la clonacién en
equinos surge en 2003, afios después del nacimiento de la oveja Dolly
y luego de la clonacion de varias especies domésticas. El retraso se
debié al limitado desarrollo de las técnicas de reproduccién asistida
mas clésicas, necesarias para una clonacién exitosa, como ser la
maduracién de ovocitos y la produccién in vitro de embriones. Cuando
estas tecnologias fueron desarrolladas, la aplicacién de la clonacién se
volvié posible y se obtuvieron crias equinas clonadas.

Palabras clave: Reproductive Biotechnology, oocyte, embryo, sperm,
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INTRODUCCION

En este articulo revisaremos los mayores desarrollos
que han jugado un rol fundamental para transformar
los ensayos experimentales en prdcticas clinicas
especializadas para la reproduccién de animales de
genética superior.

la aplicacién de biotecnologias reproductivas en
animales domésticos requiere la integracién de
técnicas de laboratorio con el manejo clinico de las
hembras donantes, receptoras y nacimientos. La razén
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por la que estas tecnologias se utilizan en la especie
equina, son los problemas de infertilidad de machos y
hembras, tal cual ocurre en la reproduccién asistida en
humanos.

REVISION DEL TEMA

Muchas de las biotecnologias reproductivas requieren
de la obfencién de ovocitos. Los ovocitos pueden
obtenerse de ovarios extraidos posmortem de yeguas
que mueren repentinamente o, en el caso de yeguas

vivas, de foliculos preovulatorios maduros o



inmaduros. Estos ovocitos pueden tener diferentes
destinos: transferencia quirdrgica al oviducto de una
receptora, maduracién in vitro o produccién de
embriones in vitro mediante la técnica de ICSI.

la recuperacién de ovocitos en yeguas comenzé
aplicéndose a foliculos preovulatorios, utilizando
diversos procedimientos que incluyeron la laparotomia
bajo anestesia general, colpotomia y aspiracién a
través de la fosa paralumbar utilizando agujas largas.
Sin embargo, estos métodos resultaron invasivos y su
eficacia fue limitada. La técnica més practica, menos
invasiva, eficiente y repetible, utilizada hoy en dia, es
la aspiracion folicular transvaginal con guia ecogréfica
(Ovum Pick Up, OPU) (Carnevale ef al, 2005) (Figura

).

La técnica consiste en aspirar uno o mas foliculos del
ovario por via transvaginal, para obtener los ovocitos.
Las dos formas principales de recoleccién de ovocitos
en yeguas vivas son:

1) Recuperacién del ovocito madurado in vivo a partir
del foliculo preovulatorio luego de la aplicacién de
hCG o Deslorelina (Figura 2). Esta opcién suele ser
de eleccién en la técnica de transferencia de
ovocitos y las tasas de recuperacién de ovocitos
oscilan entre un 60 a 80% (Alonso ef al., 2010).

2) Recuperacién de ovocitos inmaduros a partir de
todos los foliculos visibles, seguido de la
maduracién in vitro en estufa. Se obtienen varios
ovocitos inmaduros de un mismo grupo de foliculos.
Esta técnica se ha realizado en yeguas en
temporada reproductiva, en etapa de transicion o
en el primer trimestre de su gestacién, sin que esto
afecte la posibilidad de llevar la prefiez a término.
Esta metodologia tiene la ventaja de no requerir
ninguna estimulacién hormonal previa de la
donante pero la tasa de recuperacién suele ser
menor (43% to 69%) (Colleoni ef al., 2007; Galli
et al., 2014; Jacobson ef al,, 2010).

Llas yeguas pueden ser sometidas a recolecciones
repetidas sin efectos adversos (Bogh ef a/, 2003; Galli
et al, 2002; Vanderwall ef al, 2007). Se han
reportado programas de recoleccién fijos cada dos
semanas (Jacobson ef o/, 2010) en yeguas jbvenes
experimentales, sin embargo, para donantes infértiles
o viejas, como lo son aquellas incluidas en programas
clinicos de OPU, es muy dificil establecer programas
fijos y resulta preferible adaptar la recoleccion a las
necesidades de la donante individual.

Para la produccién de embriones in vitro, los ovocitos
deben ser recolectados de la yegua donante. Incluso
posmortem se pueden producir embriones de aquellas
yeguas valiosas que mueren o deben ser sacrificadas,
recuperando los ovocitos del ovario. Los ovocitos en
este caso pueden recuperarse abriendo los foliculos y
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raspando las paredes internas con una cureta (Ribeiro
et al, 2008a). En este caso, los ovarios deben ser
recuperados de la yegua lo més rapido posible y
enviados al laboratorio a temperatura ambiente. La
habilidad de producir embriones o prefieces disminuye
luego de las 6 horas posmortem (Carnevale et af,
2004; Ribeiro ef al, 2008b). Se han obtenido
prefieces y potrillos nacidos de casos clinicos
posmortem, tanto por transferencia de ovocitos como
por ICSI (Carnevale et af, 2004; Hinrichs ef af,
2012).

la fertilidad de las yeguas generalmente va
disminuyendo a partir de los 15 afos. Esto se
evidencia por alteraciones en la ovulacién, tteros que
han sufrido lesiones durante el parto o dteros
incapaces de albergar embriones. Estos problemas
reproductivos dificultan el establecimiento de una
prefiez o la donacién de embriones. Para yeguas
viejas y en especial durante los meses de otofio, la
incidencia de problemas ovulatorios aumenta
(Carnevale, 1998; Carnevale ef al, 1994). Es mdés,
esta categoria de yeguas suele presentar fallas de la
ovulaciéon  repetidamente.  las  anormalidades
oviductales son dificiles de diagnosticar y su potencial
como responsables de la baja en la fertilidad es
desconocido (Carnevale ef afl, 1993; Scott ef al.,
1995). Mientras que las patologias oviductales son
poco comunes y dificiles de diagnosticar, las
patologias uterinas son cominmente diagnosticadas
en las yeguas. El tratamiento de las infecciones uterinas
puede resultar costoso y sin éxito, resultando en el
fracaso de estas yeguas como futuras donantes de
embriones. Otras patologias, como las laceraciones y
adherencias cervicales, afectaran también el potencial
de la yegua como donante de embriones.

la transferencia intraoviductal de ovocitos  se
transforma de esta manera en la instancia siguiente en
complejidad a la transferencia embrionaria y una
alternativa posible para aquellas yeguas en las que ya
no es posible recuperar embriones. En un contexto
clinico, la tasa de éxito en términos de prefieces
obtenidas por ftransferencia de ovocitos es de
alrededor del 30 a 40% (Carnevale ef o, 2001b).

La transferencia de ovocitos (TO) consiste en aspirar
uno o mas ovocitos del ovario (Figura 3), por via
transvaginal, de una hembra donante cuya genética se
desea reproducir, mantenerlo en cultivo de ser
necesario y fransferirlo al oviducto de una receptora
previamente inseminada, en la que se llevard a cabo
la fertilizacién y llevara a término la gestacién del
producto. Una vez obtenido el ovocito maduro
(mediante maduracién in vitro o in vivo) (Figura 4), se
procede a la transferencia quirdrgica propiamente
dicha al oviducto de la receptora, mediante una
laparotomia por el flanco con la yegua en estacién. El
ovario es exteriorizado y el ovocito se transfiere



utilizando un catéter que permite colocarlo en la
ampolla del oviducto (Figura 5), donde se producira la
fertilizacion. Las receptoras pueden estar exactamente
sincrénicas en su ciclo con la donante o ser yeguas
anovulatorias y recibir tratamiento hormonal. En
ambos casos reciben progesterona hasta los 60 a 100
dias de prefiez. Once a catorce dias luego de la
transferencia es posible hacer el diagnéstico de
gestacién mediante ecografia.

La TO es un procedimiento clinicamente utilizado para
producir crias de yeguas donantes valiosas (Baca
Castex efal, 2011; Carnevale efal, 2001b; Hinrichs
etal, 1998). La técnica surge como consecuencia del
fracaso de la FIV. Hasta el 2005, afio en que la ICSly
el cultivo embrionario in vitro fueron desarrollados, la
TO constituia el nico método disponible para producir
crias a partir de ovocitos recuperados. El primer
reporte efectivo de la TO fue en 1995 por Carnevale
y Ginther (Carnevale and Ginther, 1995). En este
trabajo obtuvieron un 83% de prefiez, sin embargo, en
otro trabajo, Carnevale y colaboradores demostraron
que estos porcentajes de prefiez sélo son repetibles
con yeguas y padrillos fértiles (Carnevale ef af,
2001q; Carnevale ef of, 2000). En programas
comerciales, cuando las yeguas son viejas y/o
subfértiles y la calidad seminal esté comprometida, los
porcentajes de prefiez son mucho menores (9% — 18%)

(Preis ef al,, 2004; Scott ef al,, 2001).

La fertilizacion in vitro (FIV) tradicional no ha tenido
buenos resultados en esta especie, sélo se produjeron
dos potrillos hace ya mas de 24 afios (Palmer ef o/,
1991). La imposibilidad de realizar FIV en equinos ha
sido solucionada por el desarrollo y aplicacién de la
técnica de inyecciéon intracitoplasmdtica  de
espermatozoides  (ICSI). En  ésta, un Unico
espermatozoide es inyectado directamente en el
citoplasma de un ovocito maduro (Figura 6 y 7),
utilizando un micromanipulador montado sobre un
microscopio invertido. los cigotos producidos son
cultivados in vitro durante 7 a 9 dias para permitir el
desarrollo embrionario hasta estadios de mérula o
blastocisto temprano, factibles de ser transferidos a
receptoras previamente sincronizadas.

La técnica de ICSI ha tenido amplia aplicacién dentro
de la reproduccion asistida en humanos para
solucionar los casos de infertilidad por factor
masculino. Entre las ventajas de esta técnica se
incluyen, la posibilidad de utilizar espermatozoides
congelados y  descongelados, e  incluso
espermatozoides inméviles. En los casos de infertilidad
por factor masculino o de tener una muestra de semen
de baja calidad y/o cantidad, es factible obtener
embriones in vitro mediante ICSI. Otra ventaja de esta
técnica es que se pueden utilizar muestras de semen
congelado o refrigerado con un conteo espermdtico
por debajo de lo requerido para ser utilizadas en
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inseminacién artificial. Al igual que en la reproduccién
asistida en humanos, muchos ciclos de OPU (Ovum
Pick Up o aspiracién de ovocitos) - ICSI se realizan por
factores de infertilidad del macho, incluyendo una baja
disponibilidad de semen congelado de padrillos
muertos y padrillos con fertilidad reducida. Bajo estas
condiciones, sélo trabajando con la t#écnica de ICSI se
obtienen porcentajes de fertilizacion clinicamente
aceptables (Herrera ef af,, 2012).

El uso clinico de la OPU e ICSI en equinos esta
ganando impulso por diversas razones, que incluyen
la posibilidad de tratar muchos casos de infertilidad de
hembras y machos, la obtencién de crias de yeguas
j6venes y en actividad deportiva y la produccién de
embriones fuera de la temporada reproductiva
fisiologica, es decir, en invierno.

En la década del 2000, la incorporacién del Piezo Drill
para realizar la ICSI en equinos resulté en un gran
incremento de las tasas de activacion y division celular.
Este dispositivo es un accesorio del sistema de
micromanipulacién que genera minimas vibraciones
en la aguja de inyeccién. Las principales ventajas que
se obtienen realizando la inyeccién con este accesorio
son: mayor facilidad de penetracién de la zona
pelicida, mejor ruptura de la membrana del
espermatozoide y menor lesién de la membrana
plasmética del ovocito al ser atravesada. Las tasas de
divisién celular con el empleo de dicho instrumento se
han elevado al 80 - 85 % (Choi ef al., 2002; Galli ef
al., 2002).

En el 2004, con la utilizacién del DMEM/F-12 + 10%
suero fetal bovino como medio de cultivo, combinado
con la inyeccién utilizando el Piezo Drill, la produccién
de blastocistos alcanzé porcentajes del 20 al 38%

(Choi et al., 2004; Hinrichs ef al., 2005).

Como dijimos anteriormente, la ICSI permite utilizar
espermatozoides de diferentes origenes. No se
observaron diferencias entre la inyecciéon de
espermatozoides provenientes de semen fresco o
congelado (Choi efal, 2002). Tampoco se observaron
diferencias en los porcentajes de division celular y
desarrollo embrionario entre semen de padrillos con
buena, pobre o nula fertilidad a campo, siempre y
cuando  se  utilizaran  para  la  inyeccién
espermatozoides méviles (Lazzari ef al,, 2002). En otro
estudio, los ovocitos inyectados con espermatozoides
inméviles provenientes de semen sometido a dos ciclos
de congelamiento y descongelamiento fueron capaces
de desarrollar hasta el estadio de blastocisto. La
inyeccién de espermatozoides equinos desecados
también resulté en el desarrollo de embriones por ICSI
(Alonso ef al, 2011) y con el uso de espermatozoides
liofilizados se produjeron blastocistos, prefieces y un
potrillo nacido (Choi ef af, 2011).
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Figura 1. Dispositivo de aspiracién transvaginal para la obtencién de ovocitos de yeguas vivas.
Figura 2. Complejo cumulus ovocito (COC) recuperado pos aspiracién folicular transvaginal.

Aguja de\

puncion

Figura 3. Imagen ecogrdfica de la puncién folicular transvaginal de un foliculo preovulatorio.
Figura 4. Ovocito expandido recuperado por OPU.

5)

Figura 5. Transferencia intraoviductal del COC por laparotomia.
Figura 6. Ovocitos maduros denudados previo a la ICSI.
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Figura 7. Inyeccién intracitoplasmatica de un espermatozoide.
Figura 8. Enucleacién del ovocito para la obtencién del ooplasto.

9) 1

Figura 9. Inyeccién de un fibroblasto al citoplasto.

0)

Figura 10. Blastocisto obtenido por transferencia nuclear de células somdticas luego de 7 dias de cultivo.

Cuando comparamos el nimero de células contenidas
en los embriones de 7 dias de desarrollo producidos
in vivo respecto de los producidos in vitro, observamos
que los embriones producidos in vitro poseen un
nimero de células significativamente menor y se
asemejan a embriones de dia 5 (Tremoleda ef af,
2003). Esta diferencia debe ser tenida en cuenta a la
hora de la transferencia a las receptoras
sincronizadas. los porcentajes de prefiez pos
transferencia de embriones producidos in vitro son
similares a los obtenidos con embriones recuperados
in vivo.

la ventaja de obtener embriones de estadios de
desarrollo temprano es que la criopreservacién puede
ser una herramienta a utilizar. De hecho, es notoria la
dificultad para congelar embriones recuperados in
vivo debido al gran famafio que poseen. Los embriones
producidos in vitro pueden ser congelados en los
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estadios de mérula o blastocisto temprano para
optimizar la supervivencia pos descongelado.

Las yeguas son monovulares: con la onda folicular
primaria, lo comdn es que un solo foliculo se convierta
en dominante y varios foliculos subordinados regresen;
el foliculo dominante se convierte en preovulatorio y
ovula. El porcentaje de ovulaciones dobles es bajo,
dependiendo de la raza. La ovulacién en las yeguas
s6lo se produce a través de la fosa de ovulacion por lo
que, cuando hay més de 3 foliculos preovulatorios, se
produce un bloqueo fisico ya que estos foliculos
compiten entre si para alcanzar la fosa de ovulacion.
Ademés, la acumulacién excesiva de sangre
coagulada en la fosa de ovulacién después de la
superovulacién puede interferir en el transporte de
ovocitos.

El éxito de las tecnologias reproductivas de avanzada
en la yegua podria optimizarse con una efectiva



superovulacién que provea moltiples ovocitos y/o
mltiples embriones para la transferencia de
embriones, la transferencia de ovocitos y la ICSI. La
superovulaciéon incrementaria  los  porcentajes  de
prefiez en yeguas normales asi como en yeguas y
padrillos subfértiles. Durante los dltimos 38 afos (Lapin
and Ginther, 1977), muchos investigadores han
ensayado diferentes protocolos hormonales utilizando
gonadotrofina coriénica equina (eCG), hormona
liberadora de gonadotrofinas (GnRH), inmunizacién
contra la inhibina, extracto de pituitaria equina (EPE),
hormona foliculo estimulante porcina  (pFSH) 'y
preparados  purificados de  hormona  foliculo
estimulante equina (eFSH) para inducir superovulacion
en yeguas ciclicas (Squires, 2006). Sin embargo, los
porcentajes de éxito han sido limitados e
inconsistentes.

Actualmente existen estudios con resultados mas
alentadores utilizando gonadotrofinas recombinantes:
hormona luteinizante equina recombinante (relHe) y
hormona foliculo estimulante equina recombinante
(reFSHe). Las hormonas recombinantes son mas puras,
pueden estar disponibles en altas cantidades y
constituyen un producto fiable libre de otras hormonas
o posibles contaminantes.

El uso de gonadotrofinas equinas recombinantes
aumentaria la eficiencia reproductiva de muchas
maneras: 1)  induciendo  superovulacién e
incrementando la cantidad de embriones disponibles
en los programas de TE; 2) incrementando el nimero
de ovocitos para la transferencia de ovocitos; 3)
incrementando el nimero de ovocitos para la ICSI; 4)
induciendo la actividad ovérica en el anestro
lactacional o en yeguas viejas; 5) incrementando el
nimero de ovulaciones favoreciendo el uso de
padrillos  subfértiles con baja calidad seminal u
oligospermia; 6) estimulando la actividad folicular y
ovulacién en yeguas en anestro profundo bajo un
régimen luminico; 7) adelantando la primera ovulacién
del afio en yeguas en transicién de primavera (Roser
and Meyers-Brown, 2012b).

Recientemente, el uso de reFSHe ha demostrado ser
eficaz en inducir superovulacién y maltiple produccion
in vivo de embriones en yeguas en estacién
reproductiva y anovulatorias (Meyers-Brown et al,
2010; Roser and Meyers-Brown, 2012aq; Ross ef a/,
2012). La utilizacién de reFSHe en yeguas donantes
ovulatorias, permite incrementar las tasas de
produccién de embriones y prefieces por ciclo de
tratamientos acortando los periodos de trabajo e
incrementando la eficiencia global por donante
(Losinno ef al,, 2013).

EL Diagnéstico Genético Preimplantatorio (PGD) fue
reportado en humanos en 1990 (Handyside ef af,
1990) y hoy en dia es utilizado en clinicas de FIV
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alrededor del mundo para realizar el diagnéstico de
ciertas enfermedades hereditarias en parejas de
riesgo.

El primer reporte de biopsia embrionaria en equinos
fue publicado por Huhtinen y colaboradores en 1997
(Huhtinen ef al,, 1997), quienes tomaron biopsias de
14  embriones de 6 dias, utilizando un
micromanipulador, obteniendo posteriormente tres
prefieces pos transferencia. En 2009 se secuencié el
genoma equino y se logré asociar con 40
enfermedades y mas de 20 fenotipos (Wade ef o,
2009).

El PGD puede utilizarse para determinar el sexo de los
embriones recuperados por lavaje uterino en
programas comerciales de transferencia embrionaria
antes de ser transferido a una receptora. Se realiza
una biopsia del embrién mediante micromanipulacién
y las células extraidas son analizadas genéticamente
mediante la técnica de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) para saber si el embrién producira
una cria hembra o macho. El resultado de la PCR
puede obtenerse el mismo dia de la recuperacién
embrionaria, de esta forma, se podrian transferir
dnicamente los embriones del sexo deseado. En razas
como la Polo Argentino, los criadores prefieren a las
hembras porque resultan més faciles de entrenar y son
mas agiles, es por esto que el PGD se ha implementado
con éxito para satisfacer estas necesidades ligadas al
ambito deportivo (Herrera ef al,, 2014a; Herrera et al.,

2014b).

El PGD convencional involucra la obtencién de las
blastémeras y no compromete la viabilidad del
embrién siempre y cuando se realice delicadamente.
La aspiracion del liquido contenido en el blastocele es
una nueva técnica mdés simple que permite obtener
ADN genémico de los blastocistos y determinar el sexo
més rapidamente (Herrera ef a/, 2015a; Herrera ef
al, 2015b).Ultimamente muchos laboratorios  han
reportado biopsias exitosas en embriones tempranos
(6-7 dias) con porcentajes de prefiez entre 21y 75%
(Herrera et al., 2014aq; Seidel ef o/, 2010; Troedsson
etal, 2010).

La clonacién es el proceso que permite generar un
organismo genéticamente idéntico a otro. En la
actualidad, se pueden producir clones de manera
artificial mediante una técnica de micromanipulacién
llamada Transferencia Nuclear de Células Somaticas
(SCNT: Somatic Cell Nuclear Transfer). Esta técnica
consiste en fusionar, mediante un pulso eléctrico, una
célula somdtica (célula adulta del organismo) que
contiene todos los cromosomas del individuo que se
desea clonar, con un ovocito al que previamente se le
extrajo el nicleo (Figura 8) y que, por ende, carece de
informacién genética. A partir de aqui, el nicleo de la
célula donante (Figura 9), en su nuevo ambiente



citoplasmdtico,  adquiere la  capacidad  de
reprogramarse y comenzar a dividirse generando un
embrién (Figura 10) que es transferido a una yegua
sincronizada que lo gesta y que daré origen a un
individuo nacido o clon genéticamente idéntico al
original. La muestra de célula somdtica corresponde a
los fibroblastos obtenidos a partir de una pequefia
biopsia de piel.

El objetivo de utilizar la clonaciéon en equinos es
recuperar como reproductores a ejemplares con
caracteristicas de interés para sus propietarios. Estas
pueden ser fenotipicas o conformacionales, de
performance o de progenie. Por lo tanto, si se logra
obtener una potranca nacida viva mediante clonacién,
ésta  podria ser utilizada como reproductorq,
nuevamente. Esto es conocido como clonacién
reproductiva. Ofro caso interesante en el cual la
clonacién podria tener una aplicacion comercial es el
de los machos. Muchos de los de alta performance
deportiva son castrados y, por lo tanto, han perdido la
capacidad de reproducirse. Si esos machos son
clonados, los nuevos potrillos nacidos pueden ser
mantenidos como machos enteros para ser utilizados
como reproductores y asi continuar la linea genética.
El macho castrado puede seguir compitiendo mientras
que su clon es utilizado como reproductor. También en
el caso de un reproductor excepcional, la senescencia
reproductiva disminuye progresiva e inexorablemente
su capacidad productiva y la clonacién podria
prolongar su vida reproductiva.

La clonacién equina mediante la técnica de SCNT se
describié por primera vez en 2003 (Galli et o, 2003).
En ese mismo afio se produjeron 3 mulas a partir de
células somdticas fetales y ovocitos recuperados por
OPU y madurados in vivo (Woods et af, 2003) y
transferidos al oviducto de yeguas receptoras
inmediatemente pos activacién. Ese mismo afio, el
equipo del Dr Galli, en ltalia, consiguié el primer clon
en la especie equina. El primer caballo fue una
potranca, originada por transferencia nuclear de
células  somdticas adultas  dentro de ovocitos
madurados in vitro y cultivados hasta el estadio de
blastocisto previo a la tranferencia no quirirgica a
yeguas receptoras (Galli ef al, 2003).

Actualmente hay més de 150 equinos obtenidos por
clonacién en el mundo, entre los que se incluyen clones
de importantes jugadoras argentinas. No obstante, la
gran mayoria corresponden a empresas privadas de
biotecnologia, que prefieren no difundir sus resultados
en el ambito cientifico. El primer nacido vivo en
Latinoamérica fue fruto del trabajo de cooperacién
entre la Catedra de Teriogenologia de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la UBA, el Laboratorio de
Reproduccién Equina de la Universidad Nacional de
Rio Cuarto y Halitus Instituto Médico (Miragaya,
2008). Hoy en dia varios laboratorios en el mundo
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ofrecen la clonacién en forma comercial. Existen
equinos nacidos por clonacién en Estados Unidos,
ltalia y Argentina.

El éxito de la SCNT en equinos es el resultado de la
optimizacién de varios pasos involucrados en el
procedimiento de la clonacién, los mismos principios
que en otras especies. El primer paso es la obtencion
y criopreservacién de la linea celular, generalmente
obtenida a partir de una biopsia de piel del animal
donante a clonar. El desarrollo a blastocisto de los
embriones  producidos mediante  SCNT  est4
influenciado por la linea celular (Lagutina et al,, 2005)
y varia entre O y 17%. la maduracién in vitro de
ovocitos es la Gnica fuente sustentable de ovocitos para
clonacién y su calidad es critica al igual que para la
ICSI. Las limitantes incluyen el nimero de ovarios que
pueden obtenerse de los frigorificos y el pequefio
nimero de foliculos presentes en los ovarios.

Existen dos métodos de clonacién, el libre de zona
pelicida (zona free) y con la zona pelicida intacta. El
método de zona free maximiza el nimero de ovocitos
debido a los altos porcentajes de enucleacién y de
fusién celular ovocito-célula somatica que se obtienen
(lLagutina et al, 2007). Esta elevada eficiencia
también puede obtenerse con la utilizacién del piezo
drill para la enucleacién e inyeccién de la célula
somdtica (Hinrichs ef a/, 2006). Con el método de
zona free de obtiene un desarrollo pre implantacién de
17 a 25%, comparable a los resultados obtenidos por
ICSI de ovocitos de faena (Lagutina |, datos no
publicados). Desde el punto de vista técnico, existen
algunas ventajas en la técnica de zona libre. Por un
lado la simplificacién del proceso de enucleacién
luego de la remocién de la zona pelicida; requiere
menos tiempo y menos destreza manual. Segundo, se
obtienen mejores porcentajes de fusién optimizando el
uso de los ovocitos. Existe una desventaja, la
necesidad de cultivar individualmente a los embriones.
Este requerimiento puede complicar un poco el trabajo
y es imposible en estos casos transferir embriones en
estadios tempranos de clivaje. La limitacién del cultivo
puede ser superada mediante el sistema de cultivo
WOW (well of the well) y mediante la utilizacién del
medio de cultivo SOF para el desarrollo embrionario
in vitro hasta el estadio de blastocisto (Lagutina ef o/,
2007).

la agregacién  embrionaria ha  demostrado
incrementar la eficiencia de la clonacién. Los
porcentajes de blastocistos al dia 7 se incrementan
cuando la agregacién de realiza con hasta cuatro
cigotos. Mds alléd de los 4 cigotos reconstruidos, el
porcentaje de blastocistos no aumenta. Los embriones
clonados y agregados son mas grandes inicialmente,
pero el tamafio del embrién in vitro es compensado
luego del dia 8. Sélo los embriones agregados en
grupos de 3 y de 4 llevaron al nacimiento de potrillos



clonados. Por lo tanto, el desarrollo de los embriones
clonados mediante la técnica de zona free puede
incrementarse mediante la agregacién embrionaria de

hasta 4 cigotos (Gambini ef af, 2014).

Los embriones clonados pueden ser criopreservados de
manera exitosa y se han obtenido crias por
transferencia de éstos embriones (Galli, datos no
publicados). Los embriones clonados poseen menor
habilidad para establecer una prefiez comparado con
los embriones de ICSI (Lagutina ef af., 2005). Por esta
razén, Galli ef o/ (2014) transfieren normalmente 2
embriones clonados por receptora; ocasionalmente se
obtienen prefieces dobles que luego seran reducidos
mediante manipulacién transrectal. El desarrollo a
término de las prefieces de clones es bajo al igual que
en ofras especies; sin embargo, la mayoria de las
pérdidas ocurren temprano durante la gestacién (antes
del dia 50). Los potrillos son normales y no se han
reportado los problemas descriptos en rumiantes como
hidropesia, hiperplasia de placenta, etc. La mayoria
de los nacidos son normales, requieren minima
asistencia al nacimiento (Johnson et o/, 2010) y
desarrollan a adultos fértiles. Sin embargo, el nimero
de clones nacidos es aun muy pequefio.

CONCILUSIONES

En este articulo se ha discutido la contribucién de la
OPU, la ICSI y la clonacién en la reproduccién de
equinos durante los dltimos 25 afios. La OPU, la ICSl y
el cultivo embrionario son técnicas que se utilizan de
manera exitosa en la industria equina para obtener
embriones de aquellas yeguas que han perdido total o
parcialmente su capacidad de producir crias y en
muchos casos representa la Gnica opcién disponible.
Lo mismo se aplica a los padrillos que tienen una
fertilidad disminuida o para aquellos casos en los que
la disponibilidad de semen es insuficiente para realizar
una inseminacién artificial. Los embriones pueden ser
obtenidos fuera de la temporada reproductiva y
pueden ser congelados para ser transferidos més
tarde, convirtiendo a éstas técnicas en algo flexible y
versétil en programas clinicos. los porcentajes de
prefiez obtenidos lvego de la tranferencia no
quirirgica de los embriones  criopreservados
producidos por ICSI es similar a los reportados al
transferir embriones frescos o refrigerados producidos
por  transferencia  embrionaria  convencional,
mostrando que el uso de OPU-ICSI-cultivo embrionario
in vitro ofrece una verdadera oportunidad para
reproducir individuos de valiosa genética.

la clonacién equina es hoy en dia una técnica
reproducible que ofrece la oportunidad de preservar
genética valiosa y generar copias de animales
castrados o muertos y por tanto crias de éstos
campeones que de ofra forma no podrian haberse
obtenido. Las crias de equinos clonadas no presentan
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los problemas placentarios, fetales o neonatales
descriptos en otfras especies. Es més, los primeros dos
clones equinos alcanzaron la pubertad y mostraron
una performance reproductiva normal.
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