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La vitrificación de embriones y gametos es una novedosa alternativa para la protección ex situ y generación de
ratones transgénicos. Un primer objetivo de este trabajo fue demostrar la efectividad de la vitrificación de embriones en 4-
células con el propósito de conservar el genofondo de cuatro líneas de ratones transgénicos: 1) Ataxia, 2) Transferrina
humana, 3) receptor CD46 y 4) ratones transgénicos que expresan la proteína verde fluorescente (PVF); un segundo objetivo,
fue obtener crías transgénicas a partir de embriones pronucleares vitrificados y modificados genéticamente por
lentitransgénesis. En ambos experimentos fueron utilizados como grupo control embriones obtenidos de ratones no
transgénicos. Los embriones en los estadios 4-células y pronucleares fueron obtenidos a las 55 h y 18 h post tratamiento
superovulatorio, en cada caso. Los embriones colectados fueron vitrificados en sus correspondientes mezclas de DMSO,
etilen glicol y sucrosa, y conservados en nitrógeno líquido hasta su uso. Post descongelación fue evaluada la supervivencia in
vitro e in vivo en cada grupo experimental y se determinaron los principales daños citoestructurales que sufrieron los
embriones. En el primer grupo experimental, los embriones vitrificados en estadio de 4-células, se logró una alta tasa de
supervivencia embrionaria post descongelación en las cuatro líneas transgénicas (rango 91,5% a 100%). En el caso del
desarrollo in vivo, no se observaron diferencias significativas en los porcentajes de crías nacidas viables entre las líneas
transgénicas Ataxia 49,5%, Transferrina 47%, Receptor CD46 24,4% vs control vitrificado 38,3% (p<0,05),
respectivamente). Como principales daños citoestructurales se observó la ruptura de la zona pelúcida y lisis de blastómeros,
con porcentajes que difieren entre grupos. En el caso de los embriones pronucleares se obtuvo una tasa de desarrollo in vivo
de 19,9% de crías viables (n=52 crías nacidas/ 266 embriones transferidos). De éstas un 25% de las crías obtenidas fueron
transgénicas (n=13/52), para una eficiencia general por lentitransgénesis utilizando embriones pronucleares vitrificados de
4,5% (n=13/266). Los resultados obtenidos corroboran la efectividad de la vitrificación de embriones con fines de protección
de genofondos y la generación de ratones modificados genéticamente por lentitransgénesis.

vitrificación de embriones, ratones transgénicos, criobancos.

Vitrification of embryos and gametes is a novel alternative for ex situ preservation and production of
transgenic mice. The first objective of this research was to demonstrate the effectiveness of vitrifying 4-cell embryos for the
preservation of genetic lines from four transgenic mouse models: 1) Ataxia, 2) Human transferrin, 3) CD46 receptor, and 4)
transgenic mice expressing green fluorescent protein (GFP). A second objective was to produce transgenic offspring from
vitrified pronuclear embryos that had been genetically modified via lentiviral transgenesis. The embryos obtained from non-
transgenic mice served as the control group. Those embryos at the 4-cell and pronuclear stages were collected 55 hours and
18 hours, respectively, after superovulatory treatment. The embryos collected were vitrified using specific mixtures of
DMSO, ethylene glycol and sucrose; and they were subsequently stored in liquid nitrogen until needed. In vitro and in vivo
survival was evaluated in each experimental group, as well as the principal cytostructural damage suffered by the embryos
after thawing. In the first experiment, a high embryonic survival rate was reached in all four transgenic lines after the
vitrification of embryos at the 4-cell stage, ranging from 91,5 % to 100 %. In the case of in vivo development, no significant
differences were observed in the percentages of viable offspring born among the transgenic lines Ataxia (49,5 %), Transferrin
(47 %) and CD46 receptor (24,4 %), compared to the vitrified control group (38,3 %) (p>0,05). The main cytostructural
damages observed were the rupture of the zona pellucida and lysis of blastomeres, with percentages differing among groups.
In the case of pronuclear embryos, a 19,9 % viable offspring rate was obtained (n=52 live births/266 embryos transferred). Of
these, 25 % (n=13/52) of the offspring obtained were transgenic, resulting in an overall efficiency of 4,5 % (n=13/266) for
lentiviral transgenesis using vitrified pronuclear embryos. The results obtained demonstrate that embryo vitrification is an
effective method for preserving mouse lines and producing transgenic mice through lentiviral transgenesis.

embryo vitrification, transgenic mice, mouse embryo cryobanking.

https://cu-id.com/2248/v46e13

RESUMEN: 

Palabras clave: 

ABSTRACT: 

Key words: 

Boris  Ramos Serrano,  Revista de Salud Animal, Vol. 46, enero-diciembre  2024, E-ISSN: 2224-4700, https://cu-id.com/2248/v46e13

_______________________________
*Correspondencia a: José Ernesto Hernández-Pichardo. E-mail: ehernan@correo.xoc.uam.mx.
Recibido: 05/04/2024
Aceptado: 28/07/2024

 1

https://orcid.org/0000-0003-4628-1007
https://orcid.org/0000-0002-1469-1856
https://orcid.org/0009-0006-6333-3322
https://orcid.org/0000-0001-5010-4930
https://orcid.org/0000-0002-3294-4917
https://cu-id.com/2248/v46e13
https://cu-id.com/2248/v46e13
https://cu-id.com/2248/v46e13


INTRODUCCIÓN
La criobiología es la ciencia que estudia la

respuesta de las células vivas a los eventos
físico-químicos de la congelación. Los principios
de congelación han permitido la conservación de
una gran diversidad de tejidos, células somáticas
y reproductivas de numerosas especies del reino
animal y vegetal (1, 2). Por esta vía es posible
conservar indefinidamente los genofondos genéticos
de las principales especies animales de interés
productivo y científico. Particularmente, en el área
de las investigaciones, la crioconservación de óvulos,
espermatozoides, embriones y fragmentos de gónadas
(3-5) han facilitado la protección de numerosos
biomodelos experimentales, especialmente los ratones
de laboratorio (Mus musculus) (6-8).

Con este propósito se han utilizado diferentes
técnicas para la crioconservación de embriones
preimplantatorios, técnicas que en su mayoría son
de compleja ejecución y requieren equipamiento
sofisticado (9, 10). Sin embargo, nuevos métodos de
crioconservación sobresalen por su simple ejecución y
bajos costos de implementación como la congelación
ultrarrápida (11, 12) y la técnica de vitrificación
(13, 14).

La vitrificación se ha empleado con una alta
efectividad para la crioconservación de células y
tejidos reproductivos (15, 16). En ratones se han
obtenido crías viables a partir de la vitrificación de
embriones en todos los estadios preimplantatorios
(11, 17, 18). Generalmente son seleccionados
estadios embrionarios avanzados para crioconservar
genofondos, ya que estos cuentan con un mayor
número de blastómeros y capacidad de supervivencia
post descongelación (14, 19, 20). Sin embargo,
dicha opción limita la implementación de otras
biotecnologías reproductivas. Técnicas como la
microinyección pronuclear para la generación de
animales transgénicos (21-23), las técnicas de edición
génica y la clonación somática (24), así como
la obtención de células madres (25, 26), que
requieren de estadios embrionarios tempranos para su
implementación (27).

Por ello resulta de gran interés la vitrificación de
embriones en estadios tempranos y crear reservas
suficientes para usos posteriores. Desde el punto
de vista práctico esta opción permitiría simplificar
el número de pasos en un día de trabajo, también
los operadores tendrían una mayor flexibilidad en
los horarios para ejecutar las técnicas, y no menos
importante, una reducción de animales por concepto
de fallos experimentales. Sin dudas, el dominio de
esta biotecnología incrementaría la efectividad de
los técnicos de laboratorio y en consecuencia los
resultados esperados serían superiores.

Teniendo en cuenta los elementos descritos, en
el presente trabajo el primer objetivo fue demostrar
la efectividad de la vitrificación de embriones en 4-
células con el propósito de conservar el genofondo de

cuatro líneas de ratones transgénicos; y el segundo
objetivo, fue obtener crías transgénicas a partir de
embriones pronucleares vitrificados y modificados
genéticamente por lentitransgénesis.

MATERIALES Y MÉTODOS
Condiciones de manejo y alojamiento de los
ratones

Los ratones de las líneas transgénicos y no
transgénicos fueron mantenidos bajos condiciones
controladas (CENPALAB, La Habana, Cuba, 2007).
Las hembras donantes de embriones se alojaron
en cajas convencionales de polisulfonato PSU
TIII (Modelo 1290D, Tecniplast) a razón de
10 hembras por caja (≈ 50 cm2/animal), y los
machos individualmente en cajas TII (Modelo 1264C,
Tecniplast). Como encamado se utilizó el bagazo de
caña de azúcar desmeollado manualmente (AZCUBA,
Cuba). Fueron alimentados con concentrado
suministrado a voluntad (Formulación EAO1004,
CENPALAB, Cuba) y agua tratada. Sin excepción,
todos los materiales en contacto con los animales
fueron esterilizados por autoclave (121 °C/20 min).
Las salas de manejo poseen un ambiente controlado
automáticamente, con una temperatura de 22 ±
2 °C, Humedad Relativa de 65% a 80% y un ciclo
de 12 h luz.

Donantes de embriones
Los embriones transgénicos en estadios 4-

células fueron obtenidos del apareamiento de
machos transgénicos homocigotos con hembras no
transgénicas de la línea B6D2/F1Cenp, y como
grupo control se utilizaron hembras y machos
no transgénicas de la línea B6D2/F1Cenp. Fueron
seleccionadas cuatro líneas transgénicas: i) Ataxia
humana (SCA2) (28), ii) Transferrina humana (29),
iii) Receptor CD46 humano (Biomodelo no publicado)
y iv) ratones transgénicos expresando el gen reportero
PVF (Biomodelo no publicado). En el caso de los
embriones pronucleares se obtuvieron de hembras y
machos no transgénicos de la línea B6D2/F1Cenp.
Las hembras donantes se escogieron con una edad
entre 4 y 5 semanas de edad, vírgenes y un peso
corporal entre 14 g y 16 g. Para la superovulación
se aplicó una dosis inicial de 10 UI/i.p. de PSMG
(Folligon®, Intervet, Viena, Austria), seguido de
una segunda inyección a las 48 horas de 5 UI/
i.p. de hCG (Chorulon®, Intervet, Viena, Austria)
e inmediatamente fueron apareadas con los machos
fértiles. A la mañana siguiente se determinó el tapón
vaginal, y fueron sacrificadas (inhalación vapores de
éter) según el estadio embrionario a colectar, a las
18 h ó 55 h post hCG en el caso de los embriones
pronucleares y en 4-células, respectivamente. Los
embriones fueron colectados por vía quirúrgica en
ambos casos (30).
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Cultivo in vitro de los embriones preimplantatorios
de ratón

El cultivo in vitro de los embriones se realizó
por el sistema de microgotas (9 gotas/20 µL) en
placas Petri (Ø 35 mm, Greiner bio-one) cubiertas
con 2.5 mL de aceite mineral. Como medio de cultivo
fue empleado el M-16 suplementado con 0.1 mM de
EDTA, 1 mM de glutamina y 4 mg/mL de BSA. Una
vez distribuidos los embriones en cada gota (n = 20)
fueron cultivados a 37 °C en una mezcla de 5% de
CO2 en aire y 100% de humedad relativa.

Método de vitrificación y desvitrificación para
embriones en estadio de 4-células

La solución de vitrificación (SV) consistió en una
mezcla de 4,5 mol/L de DMSO y 0,25 mol/L de
sucrosa disueltos en medio M-2 (11). Los embriones
se depositaron en grupos de 10 a 20 en 1 mL de
SV por 3 min, e inmediatamente fueron cargados
en las pajuelas de congelación (Minitub, 0,25 mL)
y sumergidos en el nitrógeno líquido (N2L). Para la
desvitrificación, las pajuelas se extrajeron del N2L y
se mantuvieron suspendidas en el aire 10 s, luego
se introdujeron en un baño a 37 °C hasta su total
descongelación. Seguido, el contenido de la pajuela
se descargó en 1 mL de medio de descongelación
(0,25 mol/L sucrosa) y se incubó en este por 15 min.
Posteriormente, los embriones se lavaron tres veces
en medio M-2, y se evaluó la integridad morfológica.
El desarrollo in vivo se evaluó transfiriendo los
embriones en hembras receptoras adultas de la
línea B6D2/F1 (≥8 semanas de edad), con un peso
corporal mayor de 25 g y con 0,5 días poscoito de
seudogestación.

Método de vitrificación y desvitrificación para
embriones pronucleares

Se utilizaron dos soluciones de vitrificación,
SV1 (2,68 mol/L etilenglicol, 0,6 mol/L DMSO)
y SV2 (4,47 mol/L etilenglicol, 1,2 mol/L DMSO
mol/L, 0,25 mol/L sucrosa), ambas soluciones fueron
preparadas con medio M-2. Los embriones se
vitrificaron en grupos de 20, primeramente, fueron
incubados en la SV1 por 1 min; luego, incubados 30 s
en la SV2 e inmediatamente, cargados en las pajuelas
de congelación (Minitub, 0,25 mL) y sumergidos
en el N2L. La desvitrificación se realizó en dos
pasos, primero las pajuelas se extrajeron del N2L,
se expusieron 5 s al aire y 10 s a 37 °C. Luego
el contenido de la pajuela se descargó en 1 mL del
primer medio de descongelación (0,25 mM sucrosa)
y equilibró por 15 min. Se realizó un segundo lavado
en medio con sucrosa al 0,125 mol/mL por 10 min.
Finalmente, los embriones se lavaron tres veces en
medio M-2 y se evaluó la viabilidad e integridad
morfológica.

Producción del vector lentiviral (LvPVF) y
microinyección de los embriones pronucleares en
el espacio perivitelino

Para la producción del vector lentiviral se utilizó el
sistema de expresión comercializado por Invitrogen-
Life Technologies (Cat. No. K49500-00) compuesto
por la línea celular 293-FT y el sistema de vectores
ViraPower™. Brevemente, las células 293-FT fueron
sembradas a una densidad de 1,7 x 106 células/
frasco de cultivo (25 cm2, Greiner-bione), a las 18 h
de cultivo la monocapa de células se transfectaron
con los vectores lentivilares y mantuvieron en
cultivo de 16 a 20 h. A las 48 h posterior a
transfección del lentivirus recombinante, éste fue
cosechado del sobrenadante, ultra centrifugado y
separado en alícuotas hasta su microinyección en
los embriones (31). La microinyección del vector
lentiviral se realizó en el espacio perivitelino de los
embriones pronucleares vitrificados o no vitrificados
(grupo control). Para ello se utilizaron microagujas
de cristal con puntas de 1-2 µm de diámetro de
grosor. Las microagujas fueron previamente cargadas
con la solución que contenía el vector lentiviral
(3-5 µL), esta solución fue microinyectada en el
espacio perivitelino a través de la zona pelúcida.

Técnica de transferencia de embriones por vía
quirúrgica

Las hembras receptoras fueron preanestesiadas con
una combinación de diazepán/atropina (3:1, 100 µL/
i.p./animal), luego se les administró una segunda
inyección (20 µL/animal) de Ketamina (50 mg/mL/
i.p.). Para acceder a la cavidad abdominal se
realizó una incisión sobre la fosa del ijar izquierdo
aproximadamente de 0,5 cm de largo, seccionando por
plano de tejidos hasta llegar al interior de la cavidad.
El ovario izquierdo junto con el oviducto y parte del
cuerno uterino se extrajeron por el panículo adiposo.
Identificado la entrada del infundíbulo y con la ayuda
de pinzas de disección los embriones son depositados
en la primera porción del infundíbulo. Finalizado este
paso se reintrodujo el tracto reproductivo a la cavidad
abdominal y la herida fue suturada por planos. Las
hembras transferidas retornaron a su local de crianza
y durante una semana se les aplicó tratamientos post
operatorios y de analgesia.

Análisis estadísticos

Para los análisis estadísticos fue utilizada la prueba
de Chi-cuadradro (X 2) con un nivel de significación
de p<0,05, empleando el programa GraphPad Prism
version 6.00 para Windows (GraphPad Software, La
Jolla California USA, www.graphpad.com).
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN
La vitrificación es la solidificación de una solución

a bajas temperaturas sin la formación de micro-
cristales de hielo dando la apariencia de un cristal
transparente (15), donde se alcanzan velocidades de
congelación en un rango entre los 2000 a 20,000 ℃/
min; velocidad, que dependerá en gran medida del
volumen de crioprotectores donde son congeladas las
muestras biológicas (32). Esta tecnología ha tenido
un impacto transcendental en la protección de miles
de líneas de ratones generadas alrededor del mundo
(6, 7, 33).

Para considerar un programa de conservación de
genofondo o la producción de ratones transgénicos,
es necesario obtener de forma regular suficientes
embriones de alta calidad y en los estadios
apropiados. En este trabajo, un alto porcentaje de las
hembras respondieron al tratamiento superovulatorio,
confirmándose el apareamiento del 76,9% (n = 40/52)
y 76,0% (n = 95/125) en las donantes de embriones
en estadios 4-células y pronucleares, respectivamente.
Considerando las cuatro líneas transgénicas, se obtuvo
promedio 13 embriones (4-células) por hembra
superovulada (n = 526 embriones/40 donantes) y en el
caso de los embriones pronucleares fueron producidos
un promedio de 10 embriones /hembra superovulada
(n = 1005 embriones/95 donantes).

En el momento prefijado para el sacrificio de las
hembras donantes (18 h y 55 h post hCG), el 87,7%
(n = 1005/1146) y 87,5% (n = 526/601) de los
embriones se encontraban en los estadios pronucleares
y 4-células, respectivamente. Los porcentajes de
fragmentación, en el caso de los embriones obtenidos
en los estadios pronucleares no superaron el 7,4% (n =
85/1146), y en los embriones en estadio de 4-células el
5,1% (n = 31/601).

La superovulación de ratones, mediante la
administración de las gonadotropinas PMSG y hCG,
es una vía simple y económicamente viable, que
permite obtener suficientes embriones y óvulos de alta
calidad a partir de un reducido grupo de hembras (34).
Sin embargo, la respuesta superovulatoria puede variar
por múltiples factores, situación que exige que cada
laboratorio ajuste los protocolos a utilizar (34, 35).
En nuestras condiciones se observó que un alto
porcentaje de las hembras superovuladas respondieron
al tratamiento hormonal, y produjeron suficientes
embriones por hembra. Si bien, la respuesta obtenida
coincide con resultados de otros autores (34, 36),
es deseable obtener respuestas superovulatorias
superiores (37). Los resultados obtenidos sugieren
que, en nuestras condiciones, sería necesario contar
con un promedio de 30 a 50 hembras donantes, para
obtener entre 300 y 500 embriones necesarios para
proteger una línea de ratón.

Post descongelación de los embriones en 4-células
se lograron altas tasas de recuperación (Figura 1A)
con un valor de 88,6% en el grupo control vitrificado;

y valores de un 90,4%, 91,3%, 98,4% y 98,9%, en los
transgénicos de ataxia humana, transferrina humana,
receptor CD46 humano y ratones transgénicos PVF,
respectivamente. El porcentaje de embriones vivos
post descongelación superó en todos los casos el 90%
de eficiencia (Figura 1A), y se observaron valores de
integridad de 72,5%, 77 %, 71,9%, 91,9% y 86,8%
para el grupo control vitrificado, y los transgénicos
de ataxia humana, transferrina humana, receptor
CD46 humano y PVF, respectivamente. En ninguno
de los criterios evaluados se observaron diferencias
significativas.

Figura 1. Principales daños mecánicos observados en los
embriones en 4-células de ratón post descongelación: Eficiencia

de recuperación (1A) y daños mecánicos (1B). Control
Vitrificado (Embriones no transgénicos vitrificados). Prueba
de Chi-cuadrado (p<0,05). / Mechanical damages observed

in 4-cell mouse embryos post-thawing. Embryo recovery
efficiency (1A) and mechanical damages (1B). Vitrified Control
(Vitrified non-transgenic embryos). Chi-square test (p<0,05).

 
Como principales daños mecánicos post

vitrificación, se consideraron la ruptura de la zona
pelúcida y la lisis de blastómeros. En el primer
caso, los porcentajes de ruptura de la zona pelúcida
difieren significativamente sólo en el grupo de ratones
transgénicos PVF y el grupo control vitrificado, 8,2%
vs 1,9%, respectivamente (p<0,0310). En el caso
de las lisis de blastómeros, fue significativamente
superiores en los grupos de transferrina humana,
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control vitrificado y ataxia humana en comparación
con el grupo transgénico de PVF, de un 20,4% 17%
12,4% vs 1,6%, respectivamente (Figura 1B). Se
conoce que la pérdida de blastómeros puede afectar
la capacidad de desarrollo in vitro e in vivo de
los embriones, sin embargo, los blastómeros de los
embriones en 4-células tienen capacidad totipotente,
y es posible obtener crías viables a partir de la
transferencia de embriones con más de un 50% de
blastómeros dañados (24).

En el caso del desarrollo in vivo, no se observaron
diferencias significativas en los porcentajes de
nacimientos de crías viables post transferencia
entre los embriones vitrificados de las tres líneas
transgénicas y el control vitrificado (Ataxia 49,5%,
Transferrina 47%, Receptor CD46 24,4% y control
vitrificado 38,3%, respectivamente) (Tabla 1). En
nuestro caso fueron transferidos solamente embriones
íntegros, lográndose altos porcentajes de nacimientos
en todos los grupos estudiados. Además, se observa en
todos los grupos una proporción de hembras y machos
suficientes para iniciar un núcleo genético.

En el caso de la generación de crías transgénicas
a partir de embriones pronucleares previamente
vitrificados y microinyectados con el vector
lentiviral, en la tabla 2 se observa que no hubo
diferencias significativas en la supervivencia a
la microinyección entre los grupos de embriones
pronucleares vitrificados y no vitrificados (Control
fresco), de 80,4% vs 71,6% (p<0,05), respectivamente.
Sin embargo, post cultivo in vitro se observó un
porcentaje significativamente mayor de embriones
verdes fluorescentes en el grupo de embriones
no vitrificados en comparación con los embriones
vitrificados (44,7% vs 17,7%; p<0,003; Tabla 2).

Los embriones pronucleares son el estadio de
preferencia para la introducción de fragmentos de

ADN recombinante en ratones (38). La obtención de
este estadio embrionario requiere de una coordinación
precisa, y sólo se cuenta con un lapso de tiempo muy
breve para la visualización y microinyección de los
pronúcleos. En términos prácticos para ejecutar una
sesión de microinyección de embriones pronucleares
se requiere de embriones frescos obtenidos a partir
de las hembras superovuladas y, además es necesario
preparar las hembras nodrizas que recibirán los
embriones modificados. Un fallo en la respuesta
de las hembras superovuladas cancelaría la sesión
de microinyección y la pérdida de las hembras
nodrizas. En términos de tiempo significarían dos
semanas de trabajo perdidos. Por ello, resulta de gran
interés práctico contar con una fuente alternativa de
embriones pronucleares previamente criopreservados,
que garantice una disponibilidad rápida y confiable de
este estadio en caso necesario (11, 22).

La eficiencia de transgénesis microinyectando
vectores lentivirales en embriones pronucleares
frescos de ratón es variable, con porcentajes que
pueden oscilar en un mismo laboratorio, entre un 2,9%
a 85,7% (39) y de un 12,5% a 100% en la producción
de crías transgénicas (40). En nuestro caso, no se
observaron diferencias significativas el desarrollo
in vivo en ninguno de los criterios evaluados (Tabla 3),
lográndose un 25% de ratones transgénicos por crías
nacidas (n=13/52), y un 4,9% de eficiencia general de
transgénesis (n=13/266).

Es importante mencionar que fue necesario
transferir más de 20 embriones vitrificados y
microinyectados con el vector lentiviral por nodriza
para conseguir gestaciones a término, ya que un
número inferior de embriones transferidos no se
lograron obtener gestaciones y por consiguiente crías
(Resultados no publicados).

Tabla 1. Desarrollo in vivo post desvitrificación y transferencia de embriones transgénicos y no transgénicos en estadio 4-células. /
In vivo development after vitrification and transfer of transgenic and non-transgenic embryos at the 4-cell stage.

Grupo Embriones
Transferidos

Hembras Crías Relación
Hembras/MachosTransferidas Gestación Nacidas Destetadas

Control Fresco 120 8 6 (75%) 50 (41,6%) 40 (80%) 0.90
Control vitrificado 146 16 10 (62,5%) 56 (38,3%) 48 (85,7%) 1.52
Ataxia Humana vitrificados 95 7 7 (100%) 47 (49,5%) 41 (87,2%) 1.15
Transferrina Humana
vitrificados 100 7 6 (85,7%) 47 (47%) 14 (29,8%)† 1.33

Receptor CD46 vitrificados 45 3 3 (100%) 11 (24,4%) 11 (100%) 1.2

Control Fresco (Embriones no transgénicos no vitrificados); Control Vitrificado (Embriones no transgénicos vitrificados);
† 33 muertes de crías por canibalismo y muerte perinatal de madres nodrizas. Prueba de Chi-cuadrado (p<0,05).

† 33 deaths of pups due to cannibalism and perinatal death of nursing mothers. Chi-square test (p<0,05).
 

Tabla 2. Comportamiento in vitro de los embriones pronucleares vitrificados y no vitrificados microinyectados con el vector lentiviral. /
In vitro behavior of vitrified and non-vitrified pronuclear embryos microinjected with the lentiviral vector.

Pronucleares Réplicas
Microinyección Lentiviral Cultivo in vitro
n Supervivencia N Fluorescentes PVF

Vitrificados 7 582 468 (80,4%) 130 23 (17,7%)a

No vitrificados (Control fresco) 14 1302 933 (71,6%) 170 76 (44,7%)b

Efecto del tratamiento: a,b p<0,001. Prueba de Chi-cuadradro. Effect of the treatment: a, b p<0,001. Chi-square test.
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Hasta la fecha sólo se han generado
ratones transgénicos por lentitransgénesis utilizando
embriones frescos (40-43). En esta investigación
se reporta, por primera vez, el nacimiento de
ratones transgénicos generados por lentitransgénesis
utilizando embriones pronucleares vitrificados
(Foto 1). Por sus implicaciones prácticas
consideramos estos resultados pueden servir de base
para su aplicación en otras especies de mayor interés
económico.

Foto 1. Crías de ratones transgénicos que expresan la
proteína verde fluorescente obtenidos a partir de embriones
pronucleares vitrificados y microinyectados con el vector

lentiviral Lv-PVF. / Offspring of transgenic mice expressing
green fluorescent protein obtained from vitrified pronuclear

embryos microinjected with the lentiviral vector Lv-PVF.
 

CONCLUSIÓN

Los resultados obtenidos corroboran la efectividad
de la vitrificación de embriones con fines de
protección de genofondos y la generación de ratones
modificados genéticamente por lentitransgénesis.
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