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ABSTRACT
Objective: Vitrified ovine embryos produced in two seasons by a “one step” technique, and verify its viability at thawing 

and its post-transference fertility.

Desing/methodology/approach: Estrus was synchronized in 16 pelibuey ewes, eight per station, by vaginal sponges and 

superovulated with FSHp. Sponges were removed on 13th day and since his removed, at 561 hours females were mated 

by male, and finally on seventh day the embryos were collected. The collected embryos were selected for “one step” 

vitrification, submerged for ten minutes in 1.5 M Ethylene Glycol (EG)0.2 M sucrose in TCM 199; embryos were loaded 

into straws and immersed in liquid nitrogen. Sixteen straws for each season were thawing. Embryos were evaluated their 

viability by Hoechst testing vital cell staining, was observed in epifluorescence microscope. The viability, embryo quality 

and fertility was analyzed by test 2.

Results: There was no differences (P0.05) between embryo viability 50 and 68.75%, the value of the morphological 

classification 2.430.60 vs. 3.310.58 and the percentage of live cells 49.37 vs. 53.75% for spring and autumn, respectively.

Study limitations/implications: Fertility per season was 58.3 y 66.6 % (P0.05) for spring and autumn, respectively.

Findings/conclusions: EG as a cryoprotectant is recommended in the use of a “one step” technique, obtaining an average 

of 59.3% embryo viability, regardless of the reproductive seasonality in superovulated tropical sheep.

Keywords: Embryos, one step vitrification, seasonality.

RESUMEN
Objetivo: Vitrificar embriones ovinos producidos en dos estaciones mediante 

una técnica “one step”, y verificar su viabilidad al descongelado y su 

fertilidad postransferencia.

Diseño/metodología/aproximación: Se utilizaron 16 ovejas Pelibuey 

(8 por estación), sincronizadas y superovuladas. Las esponjas se 

retiraron el día 13 (Día 0). A las 561 h del día 0, se dieron montas 

dirigidas y a los 7 días los embriones fueron colectados. Los 

embriones fueron vitrificados “one step” (sumergidos 10 minutos 

en 1.5 M Etilenglicol (EG)0.2 M sacarosa en TCM 199), colocados 

en pajuelas e inmersión en nitrógeno líquido. Dieciséis embriones 

de cada estación desvitrificados fueron teñidos mediante Hoechst y 

observados en epifluorescencia. Veinticuatro embriones (12 de cada 

estación) fueron transferidos por endoscopía en ovejas receptoras. La 
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tasa de viabilidad, la calidad morfológica y la fertilidad de los embriones 

se analizó mediante el test 2.

Resultados: La valoración microscópica no mostró diferencias (P0.05) 

en la viabilidad embrionaria 50 y 68.75 %, calificación morfológica 

2.430.60 vs. 3.310.58 y porcentaje de células vivas 49.37 vs. 53.75 % 

para primavera y otoño, respectivamente. 

Limitaciones del estudio/implicaciones: La fertilidad por estación fue 

de 58.3 y 66.6 % (P0.05) para primavera y otoño, respectivamente.

Hallazgos/conclusiones: El EG como agente crioprotector es 

recomendable en el uso de la técnica “one step”, logrando una viabilidad 

embrionaria promedio de un 59.3 % y una fertilidad postransferencia 

promedio de 54.16 %, independientemente de la estacionalidad 

reproductiva en ovinos tropicales superovulados.

Palabras clave: Embriones, vitrificación “one step”, estacionalidad.

INTRODUCCIÓN

L
a criopreservación de embriones se ha ido modificando en el tiempo, 

ya que representa un procedimiento básico en especies domésticas, 

silvestres y animales de laboratorio (Kasai, 2002). La tecnología más 

utilizada es la congelación lenta, diseñada para mantener un delicado 

equilibrio entre el crioprotector (CP) a baja concentración (1-1.5 M) y el com-

partimento acuoso de los embriones. Por su parte, la vitrificación consiste en 

una rápida solidificación del líquido con alta concentración de CP (6-7.5 M), 

evitando la formación de cristales de hielo. En ovinos, la primera criopreserva-

ción de embriones exitosa fue con el método de congelación lenta en 1976 

(Willadsen et al., 1976), y desde entonces la mayoría de los embriones fueron 

crioconservados mediante este método hasta 1989, registrando una tasa de 

supervivencia entre el 30% y el 60% (Willadsen et al., 1976; Tervit y Goold, 

1984; Heyman et al., 1987). Desde el momento en que se demostró que la 

sacarosa podía ser utilizada para retirar el CP de los embriones, Leibo (1984) y 

Renard et al. (1982) diseñaron una técnica de congelación de embriones “one 

step” utilizando como CP al glicerol (G) 1.4 M, logrando transferir directamen-

te a la receptora sin la necesidad de una evaluación microscópica previa y sin 

el choque osmótico que sufre cuando se usa el método en etapas. Los por-

centajes de preñez que se logran con este método, varían entre 25 y 40 %. En 

1989 se reportó el primer éxito de transferencia de embriones ovinos vitrifica-

dos (Gajda et al., 1989), y en los últimos años esta técnica ha sido utilizada en 

embriones tanto in vivo como in vitro, reportando tasas de supervivencia que 

van desde el 50 al 80 % (Dattena et al., 2000; Baril et al., 2001, Papadopoulos 

et al., 2002; Green et al., 2009). Se han propuesto diferentes protocolos de 

vitrificación para criopreservar embriones en varias especies, demostrando 

que su éxito depende de varios factores como el estadio de desarrollo em-

brionario, origen de los embriones (in vivo o in vitro) y medio CP (Leoni et al., 

2002). En este sentido, el uso del glicerol como agente CP y su remoción en 

etapas de rehidratación después de la descongelación, disminuye el nivel de 

eficiencia (Celestinos y Gatica, 2002); por tanto, una técnica que permita la 

rehidratación dentro del ambiente uterino, haciendo posible la transferencia 

directa de los embriones luego de ser descongelados, sin necesidad de una 

manipulación extra y utilizando como agente CP el etilenglicol (EG), sería por 

demás conveniente. Por otra parte, 

hay evidencias de que aun cuando 

en ovinos tropicales superovulados 

no se presenta estacionalidad repro-

ductiva, si se observa un efecto es-

tacional detrimental con una mayor 

atresia folicular en primavera res-

pecto al otoño (Juárez et al., datos 

sin publicar). El objetivo del presente 

trabajo fue vitrificar embriones ovi-

nos producidos en dos estaciones 

mediante una técnica “one step”.

MATERIALES Y MÉTODOS
El trabajo se realizó en primave-

ra y otoño 2015, en el Centro de 

Selección y Reproducción Ovina 

(CeSyRO) del Instituto Tecnológico 

de Conkal, ubicado en el km 16.5 de 

la carretera Mérida-Motul, México, 

a 21° 02’ longitud Norte y 89° 29’ 

longitud Oeste, con clima tropical 

subhúmedo Aw0, temperatura me-

dia anual de 26.5 °C, precipitación 

total de 900 mm, a 9 m de altitud 

(García, 1981). 

Animales y sincronización de es-

tros. El estímulo superovulatorio se 

realizó en 16 ovejas Pelibuey, mul-

típaras y secas. Ocho en una épo-

ca no reproductiva (primavera) y 

ocho en una reproductiva (otoño), 

con peso vivo y condición corporal 

promedio de 42.51.2 kg y 3, res-

pectivamente; bajo condiciones de 

pastoreo (pasto estrella, Cynodon 

nlemfuensis), 6 h día1, comple-

mentado con 300 g cabeza1 

día1 de un concentrado comercial 

con 14 % proteína cruda. Todas las 

ovejas fueron inducidas y sincroni-

zadas al estro, durante 13 días (día 

0inserción de esponja), mediante 

esponjas vaginales (Chronogest®, 

Intervet) impregnadas con 20 mg de 

acetato de fluorogestona (FGA) mi-

cronizada, y una dosis de 10 mg de 

prostaglandina (PGF2; Dynoprost, 

trometamina: Lutalyse®, Pfizer) 
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mL1, administrada intramuscular (IM) por la mañana del 

día 6. La superovulación se indujo con 220 UI de hor-

mona folículo estimulante porcina (FSHp; Foltropin-V®, 

Bioniche) 10 mL1 inyectada por vía IM cada 12 horas 

en ocho dosis decrecientes IM (2, 2, 1.5, 1.5, 1, 1, 0.5, 

0.5 mL), durante los cuatro últimos días del tratamiento 

progestativo. Las esponjas vaginales fueron retiradas el 

día 13 de haber iniciado el tratamiento coincidiendo con 

la séptima inyección de FSHp, posteriormente a partir de 

las 20 horas de la retirada de las esponjas se detectó el 

inicio del estro mediante machos enteros, a las 36 horas 

de la retirada de las esponjas todas las ovejas recibieron 

una  dosis IM de 100 g de Hormona Liberadora de Go-

nadotrofinas (GnRH; Fertagyl®, Intervet), finalmente a las 

561 horas de la retirada de las esponjas se dieron mon-

tas dirigidas con machos de fertilidad probada.

Colecta de embriones. En ambas estaciones los em-

briones fueron colectados a través de la perfusión del 

útero a los 7 días de la retirada de las esponjas, median-

te la técnica descrita por Ramón et al. (2008). Los em-

briones recuperados fueron clasificados en función de 

su grado de desarrollo y morfología (Wintenberg-Torres 

y Sevellec, 1987), solo los embriones morfológicamen-

te normales, de calidad uno y dos, fueron selecciona-

dos para la criopreservación (mórula, mórula compacta 

y blastocisto).

Procedimiento de vitrificación y desvitrificación “one 

step”. Los embriones recuperados de ambas estacio-

nes fueron lavados en una solución de fosfato buffer 

salino (PBS; VIGRO Complete Flush sol.) con 10 % de 

suero fetal bovino (SFB; Sigma-Aldrich F6178) y para la 

vitrificación fueron sumergidos durante 10 minutos en 

una solución 1.5 M de EG (JT Baker® 9300-01)0.2 M 

sacarosa (Sigma-Aldrich® S0389) en TCM 199 (Sigma-

Aldrich® M4530). Los embriones fueron aspirados en 

pajillas plásticas de 0.25 mL y colocados en columnas 

como sigue (Figura 1): a) PBS con 10 % de SFB, b) burbuja 

de aire, c) solución de vitrificación, d) burbuja de aire, e) 

embrión en solución de vitrificación, f) burbuja de aire y 

g) solución de vitrificación.

Las pajillas fueron selladas inmediatamente y se colocaron 

durante diez minutos en vapores de nitrógeno líquido a 

6 °C, posteriormente se tocó la columna “c” con una pin-

za hemostática previamente sumergida en nitrógeno líqui-

do para inducir el “seeding” e inmediatamente las pajuelas 

fueron inmersas en nitrógeno líquido. Para la desvitrifica-

ción, se tomaron 16 pajillas de cada estación (primavera y 

otoño) y se descongelaron en baño maría a 35 °C durante 

1 minuto, para a su vez proceder a expeler su contenido.

Evaluación embrionaria. Los embriones fueron conside-

rados como viables cuando no presentaron signos de de-

generación celular como ausencia de simetría, tamaño 

celular irregular, blastómeros excluidos, incremento de 

la granulación, células vacuoladas y zona pelúcida (ZP) 

dañada. Además de la evaluación morfológica, se rea-

lizó una tinción vital con Hoechst 33342 (Sigma B2261) 

para valorar su condición celular. La tinción consistió en 

realizar un doble lavado en gotas de PBS, un minuto por 

cada gota, se tomó el embrión en 10 L del medio de la-

vado y se colocó en un portaobjetos. Se retiró el exceso 

de medio y se adicionaron 10 L de solución Hoechst 

(10 g mL1) por un minuto y se retiró, posteriormente 

se adicionaron nuevamente 10 L de medio de lavado 

a través de un suave pipeteo y se retiró. Por último, se 

observó al microscopio de epifluorescencia empleando 

un filtro con capacidad de leer la intensidad del fluoro-

cromo (López et al., 2014). 

Análisis estadístico. La tasa de viabilidad, la calidad mor-

fológica y la fertilidad de los embriones se analizó me-

diante la prueba 2 del paquete estadístico Statistix 9.0 

(2008). Con fines estadísticos, en los embriones se apli-

có un valor a la calificación morfológica de acuerdo con 

su calidad (Cuadro 1). Así mismo, la valoración del por-

centaje de células vivas se realizó asignando los rangos 

siguientes: 0-25 %, 26 a 50%, 51 a 75 % y 76 a 100 %. 

RESULTADOS Y DISCUCIÓN
La viabilidad promedio de los embriones en este experi-

mento fue de 59.3 %, no observándose diferencias entre 

primavera (50 %) y otoño (68.75 %) (Figura 2).

Figura 1. Distribución de las columnas en la pajilla previa a vitrificación.
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El Cuadro 2 muestra la valoración y la calificación morfo-

lógica obtenida de los embriones recuperados en prima-

vera y otoño, también se aprecia el valor final obtenido, 

así como su significancia estadística. Se puede observar 

un valor promedio de la calificación morfológica de 2.43 

y 3.31, para las estaciones primavera y otoño, respectiva-

mente, sin que se aprecien diferencias.

En el Cuadro 3 se presentan los resultados del porcenta-

je de células vivas tras la tinción, en él se pueden obser-

var valores medios de 49.37 y 53.75 % para primavera y 

otoño, respectivamente.

Asimismo, en el Cuadro 4 se presentan los resultados de 

la evaluación de los embriones vitrificados mediante una 

técnica “one step” que se transfirieron por endoscopía 

directamente.

Cuadro 1. Calificación morfológica del embrión según su calidad 
embrionaria (Garbayo et al., 1993).

Calidad del embrión Calificación morfológica

DGDegenerado 0

RZona pelúcida abierta 1

RGrado 3 2

RGrado 2-3 3

BGrado 2 4

BGrado 1 5

La viabilidad embrionaria promedio en este estudio fue 

de 59.3 % (50 % en primavera y 68.75 % en otoño) se 

encuentra dentro del intervalo 50 a80 % reportado por 

Dattena et al. (2000), Baril et al. (2001), Papadopoulos et 

al. (2002) y Green et al. (2009), con un método de vitrifi-

cación-desvitrificación en etapas. Por el contrario, resul-

ta superior a los obtenidos por Leibo (1984) con 25.9 %, 

Chupin et al. (1984) con 41.4 % y Cabodevila et al. (1992) 

con 25 % mediante el método “one step”, utilizando G 

como agente CP. Asimismo, el EG ha sido utilizado como 

CP para transferencia directa con resultados del 44.7 al 

50.5 % (Dochi et al., 1998; Nibart y Humblot, 1997); sin 

embargo, al utilizar los primeros (1.8 M EG0.25 M de 

sacarosa) y los segundos (1.5 M EG sin sacarosa) pro-

tocolos, ambos muestran resultados más bajos que los 

obtenidos en el presente estudio con 1.5 M EG0.2 M de 

sacarosa. Al parecer, concentraciones de EG superiores 

a 1.5 M resultan en una disminución de la viabilidad del 

embrión. Experimentos utilizando hasta 5.5 M EG1.0 M 

de sacarosa reportan resultados de 13.3 % de viabilidad 

embrionaria en ovinos (Boggio y Caorsi, 2002), similares 

a los reportados con ratones utilizando mezclas de EG 

con G (Ali y Shelton, 1993). La incorporación de sacarosa 

al protocolo de vitrificación “one step” con EG se funda-

menta en que el EG tiene menor peso molecular que el 

G, resultando más permeable, lo que provoca pequeños 

cambios de volumen celular (Voelkel y Hu, 1992), donde 

la sacarosa juega un papel fundamental ya que preserva 

Figura 2. Viabilidad embrionaria (% de células vivas) de cada estación post desvitrificación (tinción vital Hoechst 
33342microscopio de epifluorescencia).

76-100 % 0-25 %

Sin vitrificar

Primavera

Otoño
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Cuadro 2. Resultados de la calificación morfológica otorgada a los embriones recuperados 
en ambas estaciones.

Número

Embrión Calidad embrionaria Calificación 
morfológicaEstadio Vitrificación Desvitrificación

P O P O P O P O

1 M M B B B DG 5 0

2 M M B B B B 5 5

3 M MC B B B B 5 5

4 MC M B B B B 5 5

5 M M B B DG B 0 5

6 JB M B B B DG 5 0

7 M MC B B DG B- 0 4

8 M M B B DG B 0 5

9 M M B B DG DG 0 0

10 MC MC B B B B 4 4

11 M M B B DG DG 0 0

12 M MC B B B- B 4 5

13 M M B B B DG 5 0

14 M M B B DG B 0 5

15 M M B B DG B 0 5

16 M JB B B R B 1 5

Primavera: (39) 2.430.60; P0.05.  Otoño: (53) 3.310.58; P0.05.

P: Primavera, O: Otoño, M: mórula, MC: mórula compacta, JB: joven blastocisto, B: embrión 
de grado 1, B embrión de grado 2, DG: embrión degenerado, R: ZP abierta.

Cuadro 3. Resultados de la calificación vital otorgada a los embriones recuperados en ambas 
estaciones, utilizando la tinción de Hoechst.

Número

Embrión
% Células vivas

Estadio Calidad al desvitrificar

P O P O P O

1 M M B DG 100 10

2 M M B B 85 75

3 M MC B B 90 85

4 MC M B B 85 80

5 M M DG B 10 50

6 JB M B DG 90 15

7 M MC DG B 10 50

8 M M DG B 25 75

9 M M DG DG 25 15

10 MC MC B B 75 50

11 M M DG DG 10 15

12 M MC B B 50 80

13 M M B DG 75 15

14 M M DG B 40 60

15 M M DG B 20 90

16 M JB R B 0 95

Total 49.37* 53.75*

*(P0.05).

P: Primavera, O: Otoño, M: mórula, MC: mórula compacta, JB: joven blastocisto; B: embrión 
de grado 1, B embrión de grado 2, DG: embrión degenerado, R: ZP abierta.

la integridad estructural y funcional 

de las membranas (Guignot et al., 

2006). Por otra parte, el resultado 

de viabilidad embrionaria obtenido 

en el presente estudio (59.3 % pro-

medio) es aceptable debido en gran 

parte al estadio morfológico del 

embrión empleado, ya que es cono-

cido que las mórulas [65 %: Baril et 

al. (2001); 64 %: Green et al. (2009)], 

son mejores que los blastocistos [58 

%: Baril et al. (2001)] bajo un pro-

tocolo de vitrificación “one step”. 

Por el contrario, bajo un protocolo 

de vitrificación/desvitrificación en 

etapas es mejor el estadio de blas-

tocisto, donde Gibbons et al. (2011) 

reportan una viabilidad embrionaria 

de 41.2 y 50 % para mórula y blasto-

cisto, respectivamente.

La viabilidad embrionaria promedio 

(51.5 %) medida a través de la tinción 

vital de los embriones vitrificados en 

dos estaciones dio como resultado 

un 49.3 % para primavera y 53.7 % 

para otoño. Las tinciones vitales son 

útiles para identificar las células vivas 

a través de fluorescencia, tanto de 

ovocitos (Báez et al., 2009) como 

embriones en distintas etapas de de-

sarrollo (Rodríguez-Suástegui, 2012). 

Si bien existe discrepancia entre si 

los ovinos tropicales son o no es-

tacionales (Chemineau, 1993), es 

posible que de serlo, la viabilidad 

embrionaria y su calidad podría ver-

se afectada, en este sentido, Juárez 

et al. (datos sin publicar) realizaron 

un estudio preliminar sobre atresia 

folicular en ovejas superovuladas 

en primavera y otoño, encontrando 

que hay mayor atresia en primavera 

(53.23 %) respecto al otoño (5.43 %), 

sin embargo, en el presente estudio 

no se evidenció un efecto detri-

mental en la viabilidad embrionaria 

y porcentaje de células vivas, proba-

blemente este resultado en ambos 
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Cuadro 4. Fertilidad de embriones vitrificados mediante una técni-
ca “one step” transferidos directamente por endoscopia.

Estación Ovejas transferidas Ovejas gestantes (%)

Primavera 12 7 (58.3)*

Otoño 12 8 (66.6)*

*(P0.05).

trabajos está condicionado a que bajo una estrategia de 

estímulo superovulatorio se elimina la estacionalidad.

CONCLUSIÓN 
El EG como agente CP es recomendable en el uso de 

la técnica “one step”, logrando una viabilidad embrio-

naria promedio de un 59.3 %, independientemente de 

la estacionalidad reproductiva en ovinos tropicales 

superovulados.
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