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Introduccién

Aunque la criopreservacion de embriones
bovinos es una técnica bien conocida y ha sido
ampliamente utilizada comercialmente, todavia
sus resultados son de aproximadamente de 50%
de viabilidad. La vitrificacion podria convertirse
en una alternativa para la produccion in vitro de
embriones debido a que se obtienen en gran
numero, en el mismo momento y puede no dis-
ponerse de receptoras sincronizadas, pero aun
no se utiliza rutinariamente en la especie bovina.

La vitrificacion consiste en incubar las células
en soluciones que contienen altas concentracio-
nes de crioprotectores, seguido por un enfria-
miento ultra-rapido, resultando un estado vitreo
sin formacion de cristales de hielo. Los métodos
de vitrificacion actuales conducen a resultados
muy variables, tal vez debido a las diferencias en
la composicion de las soluciones de vitrificacion o
las técnicas utilizadas. El objetivo de este trabajo
fue estudiar el efecto de la vitrificacion de mini-
mo volumen en embriones bovinos producidos
in vitro sobre las tasas de viabilidad y prefez.

Trabajo realizado

Los ovarios bovinos se obtuvieron de un
matadero, fueron transportados al laboratorio,
los complejos ovocito-cumulus fueron recupera-
dos por aspiracion de los foliculos antrales (2 a 5
mm de diametro) y cultivados en medios de
maduracién por 22 horas.

La fecundacion in vitro se realizé con semen
congelado-descongelado de un toro Holstein de
fertilidad probada capacitado con heparina. A
las 48 hs se determiné la cantidad de ovocitos
que se dividieron en 2 células o mas (embriones).
La proporciéon de blastocistos producidos se
determind en el dia 7 luego de la fertilizacién.

Todos los blastocistos fueron vitrificados y
descongelados por el método de minimo volu-
men (Cryo Tech Lab®). Brevemente, se equilibra-
ron en una solucién que contiene etilenglicol (EG),
dimetilsulféoxido (DMSO) en MEM durante 10 a 15
minutos. Luego transferidos a la solucién de vitri-
ficacion que contiene ademas sacarosa y fueron
colocados en un delgado dispositivo de congela-
miento (cryotec) con el que ingresan directamen-
te al nitrégeno liquido. Para descongelar el dispo-
sitivo se sumerge en un medio a 37° C que con-
tiene sacarosa en MEM, luego en medios de dilu-
cién y lavado.

De la fertilizacion in vitro se obtuvieron 109
blastocistos de dia 7. La evaluacién de la viabili-
dad se realizé sobre 77 blastocistos con la técni-
ca fluorescente de FDA (diacetato de fluorescei-
na) resultando los 77 vivos con una fluorescencia
verde brillante (100% de viabilidad).

El resto de los blastocistos producidos in vitro
(n=32) fueron descongelados en la granja y
transferidos a 32 vaquillonas receptoras sincroni-
zadas de la siguiente manera: en el dia 0, se les
colocaron dispositivos intravaginales (CIDR;
Bioniche Animal Health Canada Inc., Belleville,
ON, Canadd) y 1 mg de cipionato de estradiol +
100 mg de progesterona. En el Dia 8, se retiraron
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los CIDR y las vaquillonas recibieron 25 mg de
dinoprost. 24 h después (dia 9), recibieron 0,5 mg
de ECP im considerando el dia 10 arbitrariamen-
te como el dia del estro y el dia 17 se transfirie-
ron los embriones. Se realizaron ecografias trans-
rectales para el diagnéstico de prefiez 35 dias
después, resultando 15 prefadas (46,8%). De
esas 15 preneces se obtuvieron 11 terneros sanos
(33,3%).

Conclusiones

Mediante la metodologia empleada de vitrifi-
cacion ha sido posible obtener los mismos resul-
tados que regularmente se obtienen utilizando
embriones frescos, comparando los valores a
campo citados en publicaciones internacionales.

El uso extendido de esta metodologia se tra-
ducira en grandes ventajas para el campo de la
embriologia de los animales domésticos y la
reproduccién ya que transforma la realidad actual
del 50-60% de viabilidad de embriones criopre-
servados, a una nueva realidad de embriones
100% vitales para ser transferidos a vacas recep-
toras. Esta técnica abre el camino de una amplia
aplicacion de la criopreservacion en todas las fases
del desarrollo del embriéon preimplantatorio en
los bovinos y otras especies mamiferas.
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