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RESUMEN 

 

El uso de las técnicas de reproducción asistida (TRA) ha aumentado mucho en años recientes 

ya que permiten encontrar una solución a los muchos casos de parejas con infertilidad. No 

obstante, existen muchos estudios que indican que las TRA no son inocuas, y se asocian a 

varias alteraciones observadas en la descendencia. El objetivo de este estudio es evaluar el 

efecto de la transferencia embrionaria sobre la paternidad de la descendencia obtenida 

utilizando inseminación artificial con mezcla heterospérmica y la calidad embrionaria 

determinada mediante la expresión de mRNA de genes pluripotentes (OCT4, Sox2 y Nanog). 

Para llevar a cabo el estudio se realizaron tres sesiones de inseminaciones artificiales con 

mezcla heterospérmica de 4 machos y se recuperaron los embriones a las 24 horas de la 

misma. Los embriones recuperados se transfirieron a una hembra receptora y se volvieron 

a recuperar 6 días después de la inseminación. Para determinar la paternidad de la 

descendencia se llevó a cabo una amplificación y secuenciación de 5 microsatélites que 

permitieron obtener el parentesco de los embriones. Para evaluar la calidad embrionaria se 

analizaron los niveles de expresión de los genes pluripotentes Oct4, Sox2 y Nanog mediante  

una amplificación a tiempo real. 

Los resultados del estudio no mostraron variaciones en la paternidad de la descendencia 

obtenida de una inseminación con mezcla heterospérmica. No obstante, sí se observó un 

descenso en la calidad embrionaria en términos de una disminución significativa en los 

niveles de expresión del gen Sox2. 
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Title: 

Effect of the early embryo manipulation on offspring. 

ABSTRACT 

 

The use of assisted reproduction techniques (ART) has increased a lot in recent years as they 

allow finding a solution to the many cases of infertile couples. However, there are many 

studies that indicate that ART are not innocuous, and are associated with several alterations 

observed in offspring. The objective of this study is to evaluate the effect of embryo transfer 

on the paternity of offspring obtained using artificial insemination with heterospermic 

mixture and embryo quality determined by the expression of pluripotent gene mRNA (OCT4, 

Sox2 and Nanog). 

To carry out the study, three sessions of artificial inseminations with heterospermic mixture 

of 4 males were carried out and the embryos were recovered 24 hours later. The recovered 

embryos were transferred to a recipient female and recovered again 6 days after the 

insemination. To determine the paternity of the offspring, an amplification and sequencing 

of 5 microsatellites was carried out to obtain the kinship of the embryos. To evaluate the 

embryo quality, the levels of expression of the pluripotent genes Oct4, Sox2 and Nanog were 

analyzed by real time amplification 

The results of the study showed no variation in the paternity of the offspring obtained from 

an insemination with heterospermic mixture. However, a decrease in embryo quality was 

observed in terms of a significant decrease in the expression levels of the Sox2 gene. 

KEYWORDS 

Rabbit; embryo; blastocyst; gene expression; embryo manipulation; embryonic 

development; paternity; assisted reproduction techniques; embryo transfer; microsatellite 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

1.1 . Infertilidad 

 

La infertilidad, según la OMS, se define como la incapacidad de concebir un embarazo 

clínico tras 12 meses de relaciones sexuales regulares sin protección (Zegers-Hochschild et al., 

2009). Se trata de una patología que afecta aproximadamente al 10-15% de las parejas en la 

edad reproductiva (15-44 años), de tal forma que, solamente en Estados Unidos, ha llevado a un 

12% de las parejas a buscar asistencia médica para lograr el embarazo (Luke, 2017).   

La edad es uno de los factores más importantes por los que cada vez más parejas 

infértiles acuden a clínicas de reproducción asistida, afectando especialmente a las mujeres 

(George y Kamath, 2010). En su nacimiento, una mujer tiene alrededor de 5 millones de folículos 

primordiales, cifra que desciende a 500.000 en la menarquía, 25.000 alrededor de los 37 años y 

1000 al aproximarse a la menopausia (Faddy et al., 1992). Es por ello que se ha asociado una  

reducción en la fertilidad en las mujeres asociada a la edad, empezando alrededor de los 32 años 

y con una caída notable a los 37 (Spandorferl et al., 1998). Aunque clásicamente no se ha 

asociado la edad paterna a la fertilidad, se ha observado que una avanzada edad aumenta la 

tasa de fragmentación del ADN espermático, por lo que la edad paterna también puede afectar 

a las tasas de embarazo (Albani et al., 2019). De forma conjunta, se ha asociado una avanzada 

edad de ambos parentales con abortos espontáneos, anomalías congénitas o desórdenes 

genéticos, tales como síndrome de Down (De La Rochebrochard y Thonneau, 2002; Zhu et al., 

2005). Por otro lado, factores como el sobrepeso y la obesidad se han relacionado con la 

infertilidad en mujeres, debido a alteraciones del ciclo menstrual, disfunciones ovulatorias y 

alteraciones funcionales del endometrio (ASRM, 2015), resultando en un descenso de la tasa de 

embarazos y un aumento en la tasa de abortos (Provost et al., 2016). Respecto  a los hombres 

existe controversia, pues mientras algunos estudios describen efectos negativos sobre la 

capacidad fecundante en individuos con obesidad (Campbell et al., 2015), otros no encuentran 

una relación directa (Bandel et al., 2015). En mamíferos, el sobrepeso en machos se ha asociado 

con una menor concentración de espermatozoides en el eyaculado, así como con una reducción 

significativa en la capacidad fecundante (Marco-Jiménez y Vicente, 2017). 

El factor genético ha sido asociado con el 50% de los casos de infertilidad. Si bien para 

una gran cantidad de pacientes no es posible encontrar una causa genética, debido 

principalmente a que solo se conocen unos pocos genes o defectos génicos asociados a la 

enfermedad (Zorrilla y Yatsenko, 2013).  Las anormalidades cromosómicas son la mayor causa 

de infertilidad masculina, presentes en aproximadamente el 15% de los pacientes 

azoospérmicos. En este grupo se encuentran aneuploidias, definidas como la presencia de un 

número anormal de copias cromosómicas, ya sean más o menos que el estado normal euploide 

(Flannigan y Schlegel, 2017). Las aneuploidías más comunes afectan a los cromosomas sexuales 

X e Y, así como los cromosomas 13, 18 y 21 (Piomboni et al., 2014). Algunos de los casos más 
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comunes son el síndrome de Klinefelter (47, XXY), el síndrome XYY o la disgenesia gonadal mixta 

(45,X/46,XY) (Flannigan et al., 2014; Walsh et al., 2009). La infertilidad femenina también se 

debe en muchos casos a anormalidades en el número de copias de los cromosomas, destacando 

el síndrome de Turner o monosomía de X (45,X) y la trisomía de X (47,XXX), que se han 

relacionado con el fallo ovárico y con la insuficiencia ovárica prematura (Simpson y Rajkovic, 

1999; Tartaglia et al., 2010). El segundo gran grupo de anormalidades cromosómicas 

relacionadas con infertilidad  masculina son las anormalidades estructurales, que incluyen 

microdeleciones del cromosoma Y con genes responsables de la espermatogénesis (Reijo et al., 

1995), translocaciones robertsonianas, consistentes en la formación de un aparente cromosoma 

derivado de la unión de dos cromosomas acrocéntricos (Scriven et al., 2001), translocaciones 

recíprocas o balanceadas, que involucran un intercambio de material genético entre dos o más 

cromosomas (Flannigan y Schlegel, 2017). 

Actualmente, se han identificado diversos genes relacionados con la infertilidad. Entre ellos 

se ha descrito el  NOS3, sintasa relacionada con la regulación del estrés oxidativo en el tejido 

testicular cuya mutación puede provocar fenotipos oligoastenozoospérmicos (Vučić et al., 

2017). El gen HSF2, factor de transcripción relacionado con la embriogénesis y espermatogénesis 

y cuya mutación y disrupción provoca azoospermia y letalidad embrionaria (Mou et al., 2013; 

Wang et al., 2003). Polimorfismos en el gen ESR1, receptor de estrógenos en mujeres, también 

están relacionado con casos de infertilidad (Swaminathan et al., 2016). Otros genes autosómicos 

mutados asociados con el fallo ovárico prematuro han sido el RABL2B (Hosseini et al., 2017) y el 

NOBOX (Qin et al., 2007). 

 

1.2 . Técnicas de reproducción asistida (TRA) 

Actualmente, existen tres posibles estrategias para abordar la infertilidad, incluyendo 

tratamientos farmacológicos, tratamientos quirúrgicos y las técnicas de reproducción asistida 

(TRA). Las TRA incluyen técnicas de fecundación del ovocito con semen in vitro, como la 

fecundación in vitro (FIV) o la inyección intracitoplasmática de espermatozoides (ICSI), y técnicas 

como la inseminación artificial (IA), inseminación intrauterina o la inducción de la ovulación 

(Luke, 2017). Las TRA han supuesto un gran avance en el tratamiento de la infertilidad desde el 

nacimiento de Louise Brown en 1978 (conocido como el niño probeta) y que han permitido el 

nacimiento de cientos de miles de niños en todo el mundo (Szamatowicz, 2017). Entre el 1 y el 

4% de niños nacidos en los países desarrollados han sido tras la aplicación de estas TRAs, y las 

tasas de éxito han ido aumentando gracias a la introducción de otras técnicas como son la 

criopreservación o la ICSI (Cabañas et al., 2009; Canovas et al., 2017). En Europa, en 2010 se 

realizaron un total de 237.120 ciclos de tratamientos de reproducción asistida en 14 países 

distintos. En 2012, la cifra fue de 369.081 ciclos en 18 países, y en 2014, un total de 291.235 

tratamientos en 16 países. Esto corresponde a 1.221 ciclos de TRA por millón de habitantes en 

2010, 1252 en 2012 y 1925 en 2014 (Kupka et al., 2014; Calhaz-Jorge et al., 2016; De Geyter et 

al., 2018). En Estados Unidos, en 2014 se realizaron 169.568 tratamientos de reproducción 

asistida con más de 56.000 niños nacidos. Esta cifra aumentó en 2015 hasta los 182.111 
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tratamientos, y en 2016 hasta los 197.706 y 76.892 niños nacidos. En 2016, por cada millón de 

mujeres en edad reproductiva (15-44 años), 3.075 se sometieron a procedimientos de TRA, 

mientras que en 2015 y 2014 las cifras fueron de 2.832 y 2.647, respectivamente. En 2016 el 

número de embriones transferidos por ciclo de tratamiento aumentó con la edad, siendo una 

media de 1,5 embriones en mujeres menores de 35 años, 1,7 en mujeres de 35-37 años, y 2,2 

en mujeres mayores de 37 años, cifras ligeramente menores que en 2015. En general, el 

porcentaje de partos dobles ha disminuido del 33,9% al 30,4%, y el porcentaje de trillizos o más 

ha disminuido del 1,4% al 1,1% entre 2015 y 2016, respectivamente. Estos datos suponen un 

1,8% de los nacimientos en Estados Unidos en 2016, cifra que ha triplicado el número de 

tratamientos y nacimientos desde 1996, año en que 20.597 niños nacieron mediante TRA 

(Sunderam et al., 2017:2018:2019). Estos datos evidencian un incremento masivo en la 

popularidad de las técnicas de reproducción asistida y el aumento en la dificultad de las parejas 

de lograr el embarazo con los años. 

 

1.3 . Efectos de las técnicas de reproducción asistida 

Pese el creciente éxito de las TRA, los resultados distan de ser óptimos, y el número de 

embarazos que se ven interrumpidos en fases tempranas o tardías de gestación sigue siendo 

superior a la de los embarazos concebidos naturalmente (Hu et al., 2018). Durante un 

tratamiento con TRAs, desde la estimulación ovárica, la recuperación de gametos, FIV o ICSI y el 

paso final de la transferencia del embrión (incluyendo de forma ocasional la biopsia 

embrionaria), las células se encuentran en condiciones ambientales diferentes a las de su medio 

natural, de manera que se genera una situación estresante que “parece” desencadenar cambios 

(Duranthon y Chavatte-Palmer, 2018). Es por ello que los efectos y la inocuidad sobre los 

embriones son algunos puntos más cruciales en el desarrollo y la aplicación de las TRA 

(Simopoulou et al., 2018). Por ejemplo, los medios de cultivo en que se mantienen los embriones 

durante un tratamiento de TRA, y que trata de mimetizar el medio natural en el que se mantiene, 

afectan a su desarrollo, de modo que el uso de diferentes medios influye directamente en la 

capacidad de desarrollo y la tasa de implantación de los embriones (Ayres et al., 2002; Friedler 

et al., 2007). Estudios recientes demuestran que el medio de cultivo podría tener efectos en la 

salud y el desarrollo de humanos a largo plazo (Bouillon et al., 2016). La temperatura, la 

humedad, o la calidad del aire han sido también descritos como factores a tener en cuenta 

durante el cultivo de embriones in vitro (Simopoulou et al., 2018). La temperatura a la que los 

gametos y los embriones tempranos desarrollan su la actividad metabólica es menor a la del 

resto del cuerpo, de modo que trabajar a temperaturas más altas podría tener efectos sobre el 

metabolismo embrionario temprano (Leese et al., 2008). Por otro lado, la concentración de 

oxígeno a la que se desarrollan los embriones in vivo, especialmente en el periodo 

preimplantacional, es menor a la concentración atmosférica, en la que el nivel de oxígeno es del 

20% (Fischer y Bavister, 1993). Así, se ha observado que en embriones de ratón, el patrón de 

expresión génica en un ambiente con menor cantidad de oxígeno (5%) in vitro es más similar al 

patrón in vivo (Takahashi, 2012). Del mismo modo, altos niveles de oxígeno han sido 

relacionados directamente con la aparición de especies reactivas de oxígeno peligrosas para el 
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embrión (Takahashi, 2012).  La exposición a la luz ha demostrado tener efectos negativos en el 

potencial de implantación de embriones de ratón, probablemente debido a daños en el ADN. El 

uso de un filtro óptico rojo parece reducir de forma significativa los efectos dañinos provocados 

por la luz blanca sobre el ADN y las capacidades de implantación (Bognar et al., 2019). 

Por otro lado, las TRA que implican una manipulación directa de gametos y embriones, 

como la vitrificación, pueden provocar daños en los mismos debido al estrés al que se someten 

las células a causa de la brusca bajada de temperatura, de modo que se puede alterar la 

permeabilidad de membrana o dañar orgánulos, además de la formación de hielo por las 

grandes cantidades de agua presentes en las células, especialmente en ovocitos (Iussig et al., 

2019). Para evitar los daños por la formación de cristales de hielo, se emplean crioprotectores, 

pero altas concentraciones de los mismos pueden tener efectos tóxicos sobre las células (Best, 

2015). En el caso de embriones, se ha observado cómo la vitrificación reduce su viabilidad al 

aumentar la cantidad de blastómeros dañados en comparación con un embrión fresco 

(Oikonomou et al., 2017). La vitrificación no es la única técnica que puede causar daños, sino 

que otras como la capacitación de los espermatozoides mediante gradientes de densidad podría 

provocar daños en el ADN espermático (Albani et al., 2019), mientras que la fertilización 

mediante ICSI resulta invasiva para la célula, además de requerir una decumulación enzimática 

y mecánica previa, y una selección arbitraria del espermatozoide que puede afectar 

negativamente al desarrollo y maduración del embrión (Neri et al., 2015). 

A nivel genético, las TRA no han demostrado provocar anormalidades notables en el 

cariotipo de los embriones, aunque la cantidad de muestras analizadas y estudios realizados 

sigue siendo insuficiente como para obtener una conclusión estadística definitiva (Li et al., 2018). 

Uno de los aspectos más estudiados de las consecuencias de la aplicación de las TRA son las 

modificaciones epigenéticas provocadas sobre los embriones, destacado la metilación del ADN. 

La metilación del ADN es una modificación covalente consistente en la transferencia de un grupo 

metilo en la posición C5 de una citosina para formar 5-metilcitosina. La metilación es un sistema 

de regulación de la transcripción, de modo que el grupo metilo es capaz de reclutar proteínas 

que repriman la expresión génica o impedir la unión de los factores de transcripción (Moore et 

al., 2013). El patrón de metilación del ADN es diferente según el tipo celular, según el sexo del 

individuo o el ambiente. Además, es variable durante el desarrollo de un individuo, siendo sus 

primeras fases del desarrollo embrionario un punto clave en su formación. Tras la fertilización, 

en un estado de célula germinal primordial preimplantacional, la información epigenética, 

especialmente el patrón de metilación, es borrada a un estado basal, para ser restaurada más 

tarde, en el estadio de blastocisto (Canovas et al., 2017). Existen diversos factores que pueden 

alterar el patrón de metilación normal durante estas fases, y uno de ellos son las TRA. Existen 

estudios que sugieren que el manejo de embriones en medios de cultivo, su criopreservación, 

las técnicas de fecundación in vitro o ICSI pueden alterar el establecimiento y conservación de 

la impronta genética de los embriones (Hiura et al., 2014; Uyar y Seli, 2014). Estas alteraciones 

de impronta genética se han relacionado, en combinación con otros defectos en diferentes loci, 

con diversos desórdenes, como el síndrome de Beckwith-Wiedemann, el síndrome de Prader-

Willi o el síndrome de Silver-Russel. También se asocian estas alteraciones con algunos fenotipos 

como diabetes, malformaciones del corazón o deficiencia mental, aunque la normalidad se suele 
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traducir en individuos sanos (Hattori et al., 2019). También se han relacionado con abortos 

espontáneos durante el primer y principios del segundo semestre de embarazo (Ono et al., 

2006). Las ADN metiltransferasas (DNMTs) son las proteínas responsables de la regulación de la 

metilación del ADN y por tanto de diversas funciones como la inactivación del cromosoma X o 

el mantenimiento de la impronta genética. Un mal funcionamiento de DNMTs puede provocar 

la letalidad embrionaria, y la presencia de SNPs en los genes de estas proteínas podría provocar 

un perfil de metilación adverso para el desarrollo y causante de abortos espontáneos (Liu et al., 

2017). 

Recientemente, se están describiendo cuestiones epidemiológicas y patológicas tras la 

aplicación de TRA. Así, se ha descrito un aumento de hasta el 60% en casos de leucemia y linfoma 

de Hodgkin en niños nacidos entre 1984 y 2011 (Reigstad et al., 2016), además de un aumento 

en casos de malformaciones congénitas en poblaciones como Teherán (Farhangniya et al., 

2013). También se ha asociado un incremento (1.71 veces) los casos de preeclampsia en mujeres 

nacidas mediante TRA (Almasi-hashiani et al., 2019). En ciertos estudios, además, se ha asociado 

el uso de las TRA con problemas cardiovasculares (Scherrer et al., 2015). No obstante, existen 

otros trabajos en los que no se han encontrado diferencias significativas entre hombres nacidos 

mediante TRA y concebidos naturalmente de la misma población en términos de problemas 

cardiovasculares, de crecimiento o respiratorios (Halliday et al., 2019). Otros defectos 

congénitos que se han asociado a las TRA son la tetralogía de Fallot o la hipospadia, las cuales 

se ven afectadas por la subfertilidad y los nacimientos múltiples. Estos dos hechos explican hasta 

el 36% del efecto relativo de las TRA sobre enfermedades congénitas no cromosómicas 

(Liberman et al., 2018). Aunque en humanos es difícil determinar si estos efectos son realmente 

causados por los TRAs en sí mismos o se originan a partir de anomalías genéticas o factores de 

riesgo intrínsecos a los pacientes infértiles (Chen y Heilbronn, 2017), los modelos animales 

parecen demostrar que los procedimientos asociados con las TRA afectan al desarrollo a corto 

y largo plazo con efectos postnatales en los fenotipos resultantes (Duranthon y Chavatte-

Palmer, 2018). Las modificaciones fenotípicas más observadas son aquellas que más preocupan 

a los profesionales, es decir, el peso al nacer y las trayectorias de crecimiento, la salud 

metabólica y los problemas cardiovasculares, como la presión arterial elevada, las alteraciones 

epigenéticas, la aparición de algunos defectos relacionados con el comportamiento y el 

desarrollo infantil (Bouillon et al., 2016). 

Las TRA también han sido asociadas a cambios en los niveles de expresión génica de los 

embriones (Saenz-de-Juano et al., 2016), y estos cambios pueden estar relacionados con la 

calidad y supervivencia embrionaria (Cánepa et al., 2014). En concreto, los genes octamer-

binding transcription factor (Oct4), NANOG homeobox (Nanog) y sex determining region Y-box 

2 (Sox2) son factores de transcripción de gran importancia en la regulación y el mantenimiento 

de la pluripotencialidad en el estado embrionario (Chambers y Tomlinson, 2009), de modo que 

su correcta expresión se ha relacionado directamente con la calidad de los embriones 

(Gendelman y  Roth, 2012; Mitsui et al., 2003; Zhang, 2014).  
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1.4 . La transferencia embrionaria 

Los embriones resultantes tras un tratamiento de TRA han de ser transferidos a una 

receptora para su implantación y desarrollo en el útero materno, siendo este paso uno de los 

más críticos del proceso (ASRM, 2017). La transferencia se suele llevar a cabo durante los días 

2-3 de división del embrión tras la fecundación o una vez alcanzado el estado de blastocisto en 

días 5-6, y aunque existe cierta controversia entre la comunidad en cuanto al momento óptimo 

para transferir un embrión, son diversos los estudios cuyos resultados apuntan a que el estado 

blastocisto proporciona mayores tasas de embarazos exitosos (Glujovsky et al., 2007). La 

transferencia de blastocistos parece dar mejores resultados por varias razones. En primer lugar, 

la exposición de embriones tempranos al útero puede ser fisiológicamente prematura, 

especialmente tras un tratamiento de superovulación y exposición a altos niveles de estrógenos 

(Valbuena et al., 2002). El embrión en concepción natural alcanza el útero en un estado de 

mórula (16 células), lo cual implica en humanos un día 4 de desarrollo in vitro. El útero 

proporciona un ambiente diferente al embrión al que proporciona el oviducto, lo cual provoca 

estrés en los embriones tempranos que puede traducirse en un descenso en las tasas de 

implantación (Gardner et al., 1998). En segundo lugar, permitir a los embriones madurar in vitro 

durante unos días más hasta alcanzar el estado de blastocisto provoca un efecto de 

autoselección tras la activación del genoma embrionario, de modo que es teóricamente posible 

seleccionar los embriones más viables para implantación mediante la identificación de aquellos 

capaces de alcanzar el estado de blastocisto (De Placido, 2002; MacHtinger y Racowsky, 2013). 

Por otra parte, y a pesar de los avances en el desarrollo de medios de cultivo como las 

técnicas de co-cultivo o el cultivo secuencial, en que los embriones en día 3 son transferidos de 

un medio de baja concentración de glucosa y uno o más aminoácidos a uno de mayor 

concentración de glucosa y mayor rango de aminoácidos (Gardner et al., 1998), logrando 

aumentar la tasa de implantación en un 60%, los medios de cultivo para embriones in vitro no 

son capaces de replicar perfectamente las condiciones de desarrollo in vivo (Bouillon et al., 

2016). De este modo, una desventaja teórica es que embriones que no llegan a alcanzar 

correctamente el estadio de blastocisto in vitro quizá podrían haberlo hecho in vivo de haberse 

transferido en una etapa más temprana de desarrollo (Sjöblom et al., 2006), aunque esto no 

está demostrado.  

En producción animal, la transferencia embrionaria es considerada como una técnica de 

gran interés por tres grandes razones. La primera de ellas es un aumento notable en la cantidad 

de crías que una hembra puede engendrar en un tiempo mucho menor al de un ciclo 

reproductivo normal. En segundo lugar, la posibilidad de almacenamiento de los embriones para 

un posterior desarrollo (Bradford y Kennedy, 1980). En tercer lugar, la transferencia embrionaria 

supone un proceso de selección para la mejora genética de la descendencia, en aplicación junto 

con técnicas de ovulación múltiple. La variación vendría proporcionada por un menor intervalo 

de tiempo entre generaciones, un mayor grado de selección entre las hembras, o ambas. De 

este modo, el uso de transferencias embrionarias en programas de selección para estudiar la 
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variación genética entre generaciones de ovejas ofrece resultados de aumento en el ratio de 

variación de entre el 60 y 80% mayores que en las generaciones naturales (Smith, 1986). 

Asimismo, en un programa de selección en ganado vacuno para la tasa de crecimiento, se podría 

lograr una grado de respuesta sustancialmente mayor mediante la introducción de técnicas de 

superovulación y transferencia embrionaria que en un programa convencional (Land y Hill, 

1975). Por otro lado, Pomp et al. (1989) encontraron evidencias en ratones de que el genotipo 

de la madre receptora tenía un importante impacto en la supervivencia y desarrollo de los 

embriones transferidos. Aquellos transferidos a una receptora de una línea de mayor tamaño 

alcanzaban un mayor peso corporal y una cola más larga que aquellos transferidos a una 

receptora de una línea de menor tamaño. Sin embargo, a pesar de las diferencias significativas 

en el peso corporal entre los genotipos de las receptoras, los factores relacionados con el peso 

corporal no se relacionaron con el efecto uterino sobre la supervivencia prenatal, mientras que 

se propuso que los mecanismos responsables de los efectos observados pueden operar en 

procesos de implantación y mortalidad post-implantación de camadas enteras, y podrían incluir 

perfiles hormonales maternos y fetales, flujo sanguíneo útero-placentario y otras interacciones 

materno-fetales (Pomp et al., 1989). 
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2. OBJETIVOS 

 

El objetivo de este trabajo final de grado es estudiar el efecto de la transferencia 

embrionaria sobre (i) la paternidad de la descendencia obtenida utilizando inseminación 

artificial con mezcla heterospérmica y (ii) la calidad embrionaria determinada mediante la 

expresión de mRNA de genes pluripotentes (OCT4, Sox2 y Nanog). 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1. Animales 

Los animales utilizados en este estudio fueron proporcionados por las granjas cunícolas 

de la Universitat Politècnica de València. En concreto, se trabajó con una línea de conejo 

sintética de la especie Oryctolagus cuniculus con origen California seleccionada por tamaño de 

camada (Figura 1). Todos los conejos empleados fueron alojados en jaulas individuales en 

condiciones ambientales controladas, con 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad diarias, 

temperatura media diaria de 17,5ºC y máxima de 25,5ºC. Los animales fueron alimentados con 

un pienso comercial y disponían de acceso a agua filtrada de forma libre. El manejo animal se 

produjo de acuerdo con los procedimientos aprobados por la Generalitat Valenciana para la 

instalación cunícola número ES462500001091 y procedimientos con número de registro 

250V091. También han sido aprobados por el Comité de Ética de Experimentación Animal de la 

Universidad Politécnica de València (código 2018/VSC/PEA/0116), en conformidad con la 

Directiva 2010/63 de la normativa europea sobre experimentación con animales, y atendiendo 

a la legislación sobre experimentación animal del Real Decreto 53/2013 (BOE, 2013). 

 

Figura 1. Fotografía de conejos de la UPV con origen California. 

 

3.2. Obtención de embriones 

Los conejos seleccionados se dividieron en tres grupos, un primer grupo de 9 hembras 

nulíparas superovuladas donantes, un segundo grupo de 10 hembras multíparas receptoras y 

un tercer grupo de 7 hembras nulíparas superovuladas control. 
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3.2.1. Tratamiento de superovulación 

Para el tratamiento de superovulación se empleó una hormona corifolitropina alfa 

recombinante comercial (rFSH-CTP; Elonva) (Merck Sharp y Dohme, SA, Kenilworth, NJ, EEUU), 

administrando de manera subcutánea una dosis de 0,75 μg por cada kg de peso (Viudes-de-

Castro et al., 2019).  

 

3.2.2. Inseminación de las hembras 

Tras 72 horas del tratamiento de superovulación, se procedió a la inseminación 

heterospérmica de todas las hembras. Para ello, se extrajo un eyaculado de los cuatro machos 

que participaron en el experimento mediante el empleo de una vagina artificial siguiendo el 

método descrito por Vicente et al. (2011). Se utilizó una alícuota de cada eyaculado para realizar 

un análisis de las características macroscópicas y microscópicas del semen según los criterios 

descritos por Marco-Jiménez et al. (2010). Para llevar a cabo el espermiograma se realizó un 

análisis macroscópico (color y volumen) y microscópico (motilidad, concentración y 

morfoanomalías) para, por un lado determinar la calidad de los eyaculados, y por otro ajustar la 

concentración de espermatozoides de cada uno de los machos a 4 millones (dosis total de 16 

millones). Para llevar a cabo la valoración microscópica se obtuvo una muestra diluida (1:20) con 

una solución Tris-Cítrico-Glucosa determinando la motilidad y viabilidad, y otra muestra diluida 

(1:20) con una solución de glutaraldehído (0.25%) para las determinaciones de la concentración 

y morfoanomalías.  

 

Motilidad 

La motilidad se determinó mediante un sistema computarizado de motilidad espermática 

(ISAS). Para ello se empleó una cámara Makler en un microscopio de contraste de fase negativa 

con una platina atemperada (37ºC). Los parámetros determinados fueron: 

 Velocidad curvilínea (VCL) (µm/s): es la velocidad media medida punto a punto 

sobre el recorrido de la cabeza espermática. La distancia total que la cabeza del 

espermatozoide cubre en el período de observación. Es siempre el mayor de los tres 

parámetros de velocidad (VCL, VAP, VSL). 

 Velocidad media (VAP) (µm/s): velocidad media del recorrido del espermatozoide. 

Es la distancia que el espermatozoide ha recorrido en su trayectoria durante el 

período de observación. 

 Velocidad rectilínea (VSL) (µm/s): distancia en línea recta entre el primero y el 

último punto de la trayectoria recorrida. Resulta en el espacio recorrido por el 

espermatozoide en el período de observación. 

 Índice de rectitud (STR) (%): estima la proximidad del recorrido seguido por los 

espermatozoides a una línea recta. Se calcula como el cociente entre la VSL y VAP, 

cuyo resultado se multiplica por 100. (VSL/VAP) x 100. 

 Índice de linealidad (LIN) (%): estima la proximidad de las trayectorias de los 

espermatozoides a una línea recta. Es el cociente entre VSL y VCL, cuyo resultado se 

multiplica por 100. (VSL/VCL) x 100. 
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 Índice de oscilación (WOB) (%): estima la relación entre la trayectoria recorrida por 

el espermatozoide y la oscilación de la cabeza espermática. Se calcula como el 

cociente entre VAP y VCL, cuyo resultado se multiplica por 100. (VAP/VCL) x 100. 

 Amplitud media del desplazamiento lateral de la cabeza del espermatozoide (ALH): 

es el desplazamiento medio realizado por la cabeza del espermatozoide en su 

recorrido curvilíneo de un lado a otro de la trayectoria media o lineal.    

 Frecuencia de batido de la cabeza (BCF) (Hz): frecuencia con que la trayectoria 

curvilínea atraviesa la trayectoria lineal media en función del tiempo. 

 

Concentración espermática 

 La concentración espermática fue determinada mediante el empleo de una cámara 

cuentaglóbulos Thoma-Zeiss (Marienfield, Alemania. Figura 2). 

 

 

Figura 2. Cámara Thoma-Zeiss empleada para determinar la concentración espermática. 

 

 

Morfología espermática 

La valoración morfológica se determinó a 400 aumentos mediante microscopía de 

contraste de fases, evaluando el porcentaje de espermatozoides anormales (cabeza, pieza 

intermedia y cola) en cada una de las muestras. 

Tras la preparación de la dosis con una concentración de 16 millones (4 

millones/macho), la inseminación vaginal se realizó mediante el uso de una cánula. Tras 

depositar la dosis en el fondo de la vagina, la inducción de la ovulación se realizó mediante una 

inyección intramuscular de 1 µg de acetato de buserelina (Suprefact; Hoechst Marion Roussel, 

Höchst, Alemania), un análogo sintético de la GnRH. 
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3.2.3. Recuperación de embriones de donante y transferencia a hembras 

receptoras. 

24 horas después de la inseminación, las hembras superovuladas fueron eutanasiadas 

mediante la administración de un tiobarbitúrico, obteniendo el tracto reproductivo y 

trasladándolo al laboratorio donde se procesaron a temperatura ambiente. Para ello se hizo una 

perfusión de oviducto y útero (Figura 3) con 10 mL de tampón fosfato alcalino (DPBS, Dulbecco´s 

phosphate buffer serum) suplementado con 0,2% (v/w) de BSA (Bovine Serum Albumin, Sigma, 

St. Luis, MO, EEUU) 0,132 g/L de CaCl2 y antibiótico (Penicilina G sódica 300.000 UI, penicilina G 

procaica 700.000 UI y sulfato de dihidrostreptomicina 1250 mg/L, Penivet, DIvasa Farmavic, 

Barcelona, España) para recuperar los embriones (Figura 4).  

 

 

 

Figura 3. Fotografías del proceso de perfundir el tracto reproductivo. 
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Figura 4. Embriones recuperados a las 24 horas en estado de pronúcleos. 

 

Se llevó a cabo el recuento de embriones y se obtuvo la tasa de recuperación (TR). 

También se obtuvo la tasa de ovulación (TO) mediante el recuento de cuerpos lúteos presentes 

en ambos ovarios (Figura 5), obteniéndose también el peso de los mismos. 

 

 

Figura 5. Ovario de hembra de conejo superovulada extraído a las 24 horas de inducir la ovulación en la 

que se pueden apreciar los cuerpos lúteos empleados para obtener la TO. 

 

Tras la recuperación de los embriones se llevó a cabo la transferencia embrionaria vía 

oviductal a hembras receptoras. Se realizaron tres sesiones con un total de 418 embriones, 

distribuidos en 103, 231 y 84 en la primera, segunda y tercera sesión, respectivamente.  La 
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trasferencia embrionaria se llevó a cabo acorde a la metodología descrita por García-Domínguez 

et al. (2019). Brevemente,  la transferencia embrionaria se llevó a cabo mediante una 

laparoscopía. Para ello, se rasuró el abdomen de las conejas receptoras y se mantuvieron 

sedadas mediante una inyección intramuscular de 16 mg de xylazina (Rompún, Bayer AG, 

Leverkusen, Alemania) seguida de otra inyección intravenosa de 16-20 mg de ketamina 

hidroclorada (Imalgène, Merial S.A., Lyon, France). Para llevar a cabo la trasferencia se colocaron 

las hembras receptoras sobre una mesa de operaciones con una inclinación de 45º en posición 

cabeza abajo. Se le introdujo CO2 en la cavidad abdominal con una aguja de Verres para 

distender el abdomen y facilitar el acceso del trócar y el endoscopio. Una vez distendido, se 

retiró la aguja de Verres y se le instaló un trócar de 5 mm para introducir el laparoscopio (Figura 

6). Mediante la observación laparoscópica se introdujo una aguja epidural cerca de los ovarios  

a través de la región inguinal, se retiró el fiador y se introdujo el catéter contenedor de los 

embriones a transferir en uno de los oviductos. Los embriones fueron depositados en la zona 

ampular del oviducto. El proceso fue repetido para el segundo oviducto operando en el otro 

lado de la hembra (Figura 7). 

 

 

Figura 6. Fotografía del proceso de transferencia mediante laparoscopia. 
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Figura 7. Deposición de los embriones en el oviducto mediante laparoscopia. 

 

3.2.4. Recuperación de blastocistos en día 6 

Pasados 6 días desde la inseminación,  se realizó la recuperación de los embriones tanto 

de las hembras receptoras de los embriones superovuladas, como de las hembras control (Figura 

8). El procedimiento empleado es el descrito anteriormente para los embriones de 24 horas, 

pero en este caso la perfusión completa del útero.  

Los embriones recuperados en la primera y segunda sesión fueron tratados 

individualmente, almacenándolos en 10 μL de tampón de lisis (15 mg/ml de proteinasa K, 

100mM Tris-HCl (pH 8.3), 100mM KCl, 0.02% gelatina, 0.45% Tween 20 y 60 mg/ml yeast tRNA 

(Ambionn, Sakurai et al., 2014). Parte de los embriones de la segunda sesión y todos los 

obtenidos en la tercera sesión fueron almacenados en grupos de 8-10 para el análisis de mRNA.  

 

Figura 8. Blastocistos de conejo recuperados a día 6. 

 

Tal y como se describió anteriormente, los ovarios de las hembras control fueron 

igualmente recuperados para determinar la TO y el peso.  
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3.3. Análisis de parentesco 

 3.3.1. Extracción del ADN 

Para el establecimiento de parentesco entre los embriones y uno de los cuatro machos 

seleccionados para la mezcla heterospérmica se realizó un estudio de genotipado mediante 

microsatélites. La extracción y purificación del ADN se realizó, con 0,5 ml de sangre, con un kit 

comercial (Molecular Biology EZ-10 Spin Column Genomic DNA Minipreps Kit,  BioBasic, 

Markham, On, Canadá) siguiendo el protocolo recomendado, excepto que se emplearon 50 µl 

de proteinasa K y que esta se dejó actuar durante una incubación de 2 horas a 50ºC. La calidad 

de la extracción se determinó mediante la absorbancia de las muestras a una longitud de onda 

de 260 nm empleando el espectrofotómetro Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Ma, 

EEUU). Finalmente, las muestras fueron almacenadas a -20ºC para su uso posterior. 

Las muestras de sangre se obtuvieron a los 3 meses de edad, bajo sedación mediante la 

administración intramuscular de una mezcla de xilacina y ketamina. Para ello se extrajo la sangre 

de la arteria central de la oreja mediante un catéter G22 (Intran Certo G22 0,9x25 mm) en un 

tubo con EDTA para evitar su coagulación. 

Tras la extracción del ADN, se comprobó la concentración y la calidad de las muestras 

mediante la medida de absorbancia de las mismas a una longitud de onda 260 nm con un equipo 

de espectrofotometría Nanodrop 2000 de la empresa Thermo Fisher Scientific (Whaltham, Ma, 

EEUU). Las muestras fueron almacenadas a -20ºC hasta su utilización. 

Se seleccionaron 3 hembras control superovuladas y tres hembras donantes para el 

análisis de parentesco. Para extraer el ADN de los embriones depositados en el tampón de 

descrito anteriormente se realizó una disrupción celular mediante un proceso de 

homogeneización por congelación con nitrógeno líquido (2 repeticiones) y posteriormente se 

añadió 400 µg/ml de proteinasa K y se incubó durante 60 minutos a 65ºC, seguido de otra etapa 

de 10 minutos a 95ºC (Sakurai et al., 2014). Además, se utilizó el kit comercial ‘’Molecular Biology 

Kit EZ-10 Spin Column Genomic DNA Minipreps Kit (Blood)’’ de la empresa BioBasic (Markham, 

On, Canadá), adaptando el protocolo tras la incubación de la muestra en proteinasa K, para 

obtener una muestra más limpia de ADN y mejorar la calidad de los resultados. Se emplearon 

15 embriones por cada hembra control utilizada y 11-23 embriones transferidos para establecer 

las relaciones de parentesco. 

 

3.3.2. Amplificación del ADN mediante PCR y secuenciación de los 

microsatélites 

El ADN de los parentales y la descendencia se analizó mediante genotipado empleando 

microsatélites seleccionados. Para ello, el ADN de todas las muestras se amplificó mediante PCR 

utilizando los cebadores correspondientes a los microsatélites (Tabla 1). Para llevar a cabo la 

amplificación se empleó una solución Taq PCR Master Mix de la empresa Qiagen (Venlo, 
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Holanda) que contiene todo lo necesario para llevar a cabo la reacción. El proceso se llevó a cabo 

en una máquina GeneAmp PCR System 9700 thermocycler (Applied Biosystems, Foster city, CA, 

EEUU). El programa de tiempos y las condiciones requeridas para cada cebador se recogen en la 

tabla 2. 

Tabla 1. Datos bibliográficos sobre los microsatélites empleados. 

 

 

Tabla 2. Condiciones de amplificación para los diferentes microsatélites. 

 

 

Posteriormente, las muestras amplificadas fueron sometidas a un proceso de 

secuenciación de los microsatélites de interés en un secuenciador CEQ 8000 (Beckman Coulter, 

Brea, CA, EEUU) mediante electroforesis capilar con marcaje de fluorescencia siguiendo el 

protocolo descrito por el fabricante. 

 

Referencia 

bibliográfica

239-247

175-183

118-124

190-214

Chantry-

Darmon et 

al., 2005

170-194

AJ87398

AJ874497

AJ874430

AJ87397

Nombre Secuencia cebadores (5'-3')
Tamaño 

amplificado
Nº accesión

AJ874477
Fw: TACATTGAAAGGAAGCGAAGG

Rv: ATGGACGACATTTGTCCCATA
INRACCDDV0137

INRACCDDV0036
Fw: CGCACAGACTCAACATCCAG

Rv: CCCTACAGGCAGAGGCTTAAT

Fw: AACCACCAGGGTCAGCTTC

Rv: AGAGTGAGCGAGCGAGAGAC

INRACCDDV0157

INRACCDDV0087

INRACCDDV0035

Fw: AACACTTGCCCCTCTTTTCAT

Rv: CAGGTTGTGGGAGTTCTTGTC

Fw: GATCTGGGACTCCAGAGTGTC

Rv: GAACACCGGTCTGGATGG

T (ºC) Mix137 Mix36 Mix157 Mix87 Mix35

94 3 min 3 min 3 min 3 min 3 min

95 30 s 30 s 30 s 30 s 30 s

60 60 s 60 s 30 s 30 s 30 s

72 30 s 30 s 30 s 30 s 30 s

72 10 min 10 min 10 min 10 min 10 min

Intervalos de tiempo

Proceso

Activación ADN polimerasa

Desnaturalización

Hibridación

Extensión

Elongación final
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3.3.3. Establecimiento de parentescos de la descendencia 

Tras la secuenciación, se llevó a cabo el estudio del perfil de picos (figura 9) de los 

parentales para poder establecer el genotipo y, de este modo, establecer los alelos presentes 

en la población para los loci de interés. A continuación, se llevó a cabo la secuenciación del ADN 

proveniente de los blastocistos del grupo control y transferidos para conocer su genotipo y se 

realizó un estudio para determinar el parentesco de los mismos mediante el programa 

informático de asignación de paternidades Cervus (Field Genetics, London, Reino Unido). 

 

Figura 9. Ejemplo de perfil heterocigoto obtenido para el microsatélite INRACCDDV0087. 
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3.4. Análisis de la expresión génica para genes de pluripotencialidad 

3.4.1. Extracción del ARNm de las muestras y retrotranscripción 

Algunos de los embriones recuperados de la segunda y tercera extracción fueron 

destinados a un análisis de expresión génica. Para ello, se realizó una extracción del ARNm de 

los blastocistos. Sin embargo, y debido a la sensibilidad del mismo, la extracción se realizó en 6 

grupos de 8-10 embriones y no individualmente, con el objetivo de obtener una mayor cantidad 

y calidad de la molécula. Para la extracción se empleó el kit comercial RNeasy® Plus Mini Kit de  

la empresa Qiagen (Venlo, Holanda) siguiendo las instrucciones del fabricante. El ARN fue 

almacenado a una temperatura de -80ºC. 

Se realizó, posteriormente, un tratamiento con enzimas DNasas (Roche, España) 

siguiendo las instrucciones del fabricante, para eliminar posibles restos de ADN, y se verificó la 

concentración y la integridad de ARNm con un equipo de espectrofotometría Nanodrop 2000 

de la empresa Thermo Fisher Scientific (Whaltham, Ma, EEUU). El ADNc se obtuvo a partir de la 

muestra de ARNm empleando el qScriptTM Synthesis Kit (Quanta BiosciencesTM) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Para poder llevar a cabo la amplificación a tiempo real se diluyeron 

todas las muestras para que la concentración de todas ellas fuese la misma (500 ng), y así poder 

compararlas entre ellas. Para ello se realizó una dilución con la cantidad de ARNm necesaria para 

obtener 500 ng de material génico y agua libre de DNasas (Sigma-Aldrich, Alemania) hasta un 

volumen de 15 µL.  La dilución fue introducida en el 2070 Thermal Cycler (Applied Biosystems) 

en las condiciones especificadas en la tabla 3. El ADNc obtenido se conservó a -20ºC hasta su 

empleo en el análisis de expresión génica. 

Tabla 3. Programa de tiempos empleados durante la retrotranscripción. 

 

 

3.4.2. Cuantificación relativa mediante PCR a tiempo real (qPCR) 

Para llevar a cabo la cuantificación relativa de los genes objeto para este estudio se llevó 

a cabo un reacción en cadena de la Polimerasa a tiempo Real (RT qPCR) empleando un 

termociclador LightCycler® 96 System (Roche, Suiza) y la enzima SYBR® Green como sistema de 

detección. 

Los genes seleccionados para el estudio de expresión génica fueron los genes de 

pluripotencialidad OCT4, Sox2 y Nanog. Asimismo, se empleó el gen de referencia Housekeeping 

Tiempo T (ºC)

5 min 22

30 min 42

5 min 85

Extensión cebadores

Síntesis ADNc

Final reacción
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de la histona H2AFZ junto a un calibrador para ajustar las variaciones del ensayo y llevar a cabo 

la normalización de la expresión. La tabla 4 recoge información relevante acerca de los 

cebadores empleados en la amplificación de cada gen de interés 

 

Tabla 4. Información bibliográfica sobre los genes empleados para el análisis génico. 

 

 

Las reacciones de PCR en tiempo real se realizaron por duplicado en placas de 96 pocillos 

con un volumen final por reacción de 10 µL. Se emplearon 5 µL de una solución SYBR® Green 

Master Mix (Applied Biosystems) que contiene todo lo necesario para llevar a cabo la reacción: 

la enzima AmpliTaq Gold®, el marcador SYBR® Green y los desoxinucleótidos trifosfatos (dNTPs). 

Se añadió 1 µL de cada cebador necesario para la amplificación y 3 µL del cDNA retrotranscrito 

en una dilución 1:20. La tabla 5 recoge el programa de tiempos empleados en la amplificación a 

tiempo real. 

Tabla 5. Programa empleado para la amplificación a tiempo real. 

 

 

Rv: GGAGTGGGAGGAAGAGGT

0CT4
Fw: CGAGTGAGAGGCAACTTGG

125 pb
Mamo et al., 

2008

Wang et al., 

2007

Nombre Secuencia cebadores (5'-3')
Tamaño 

amplificado
Nº accesión

Referencia 

bibliográfica

NM_001099957

H2AFZ
Fw: AGAGCCGGCTGCCAGTTCC

85 pb AF030235
Rv: CAGTCGCGCCCACACGTCC

Nanog
Fw: CCAGGTGCCTCTTACAGACA

104 pb
ENSOCUT 

00000013777Rv: TCACTACTCTGGGACTGGGA

Rv: CGGTTACAGAACCACACACG

Sox2
Fw: AGCATGATGCAGGAGCAG

270 pb NM_003106

Mamo et al., 

2008

Alberola, 

2018

Tiempo T (ºC)

10 min 95

1 s 95

30 s 60

10 s 95

60 s 65

1 s 97

30 s 37

Melting

Preincubación

Enfriamiento

Amplificación 40 ciclos
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La cuantificación de los niveles relativos de expresión génica, técnica mediante la cual 

se obtiene la magnitud de los cambios en los niveles de expresión del gen de interés al 

compararla con uno o más genes de referencia (Pfaffl, 2004), se realizó mediante la siguiente 

ecuación, descrita previamente (Roche, 2001) (Ecuación 1). 

 

𝑅𝑎𝑡𝑖𝑜 𝑁 = 𝐸𝑓𝑡𝑎𝑟𝑔𝑒𝑡
(𝐶𝑡 𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑑𝑜𝑟−𝐶𝑡 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎)

 · 𝐸𝑓𝐻𝑜𝑢𝑠𝑒𝑘𝑒𝑒𝑝𝑖𝑛𝑔
(𝐶𝑡 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎−𝐶𝑡 𝑐𝑎𝑙𝑖𝑏𝑟𝑎𝑑𝑜𝑟)   (𝐸𝑐. 1) 

 

3.5. Análisis estadístico 

Para evaluar si la transferencia afectaba a la tasa de recuperación embrionaria en día 6 

con respecto al grupo control, así como para el análisis de parentescos, se llevó a cabo un análisis 

mediante un test chi-cuadrado con la corrección de Yate’s. Para evaluar los parámetros de 

calidad espermática se realizó un análisis de la varianza (ANOVA) empleando el macho como 

factor fijo (4 niveles). Para evaluar el efecto de la transferencia embrionaria sobre el ratio de 

expresión génica de los genes de pluripotencialidad seleccionados se utilizó un ANOVA que 

incluía como factor fijo el grupo experimental (control y transferencias). Se realizó un test de 

normalidad sobre los datos de expresión génica, normalizando los datos de la expresión de los 

genes objeto de este estudio (Sox2, Oct4 y Nanog) mediante una transformación angular. Todos 

los análisis estadísticos se llevaron a cabo mediante el software IBM SPSS Statistics Subscription 

Trial (SPSS Inc; Chicago, Illinois, USA, 2002) considerando como datos significativos aquellos con 

un P-value < 0,05. 
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3.6. Diseño experimental 

 Para una mejor comprensión del diseño experimental del estudio se muestra un 

esquema del mismo (Figura 10). 

 

Figura 10. Esquema del diseño experimental. 
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4. RESULTADOS 

4.1. Recuperación de embriones 

 La recuperación de los blastocistos se llevó a cabo 6 días después de la inseminación 

inicial de las hembras donantes y superovuladas. El número de embriones control recuperados 

fue de 300, frente a una tasa de ovulación de 365. Por otro lado, la cantidad de embriones 

transferidos en día 1 fue de 304, mientras que la cantidad de blastocistos recuperados de las 

hembras receptoras fue de 158. Esto supone una tasa de supervivencia embrionaria del 82,19% 

en el caso de los controles y un 51,97% de los embriones transferidos (Figura 11), siendo esta 

diferencia estadísticamente significativa.  
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Figura 11. Tasa de supervivencia de los embriones transferidos y control expresada en porcentaje. 

 

 

4.2. Análisis de la calidad espermática 

El análisis estadístico de los parámetros de calidad espermática no mostró diferencias 

significativas entre los distintos machos para ninguno de los parámetros evaluados (P-value > 

0,05). Los valores medios para cada parámetro y macho se muestran en la tabla 6.  
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Tabla 6. Valores obtenidos para los parámetros de calidad espermática evaluados. Valores expresados 

como media  error típico. 

 

 

4.3. Análisis de parentesco 

Para llevar a cabo el análisis genotípico de la descendencia y establecer el parentesco 

de los diferentes embriones se emplearon 5 microsatélites (Tabla 1). Sin embargo, finalmente 

sólo se analizaron 4 microsatélites de la descendencia, debido a que los cuatro parentales 

presentaron un genotipo idéntico para el microsatélite INRACCDDV0137, de modo que no 

aportaba información relevante en la asignación de paternidades. El genotipo de los parentales 

para los microsatélites estudiados se recoge en la tabla 6. 

 

Tabla 7. Genotipo de los diferentes parentales para los microsatélites estudiados. 

 

  

El análisis de parentesco se llevó a cabo sobre 70 embriones y se logró un 100% de asignación 

de la paternidad sobre los mismos. Se observaron valores similares en el número de 

descendientes asignados a cada parental, de modo que no se encontró ninguna diferencia 

estadísticamente significativa entre el grupo de embriones transferidos frente al grupo control. 

Sin embargo, sí se observó un mayor número de descendientes asociados a dos de los 

parentales. Se asignaron el 42,9% y el 35,7% a los parentales C y D, respectivamente, mientras 

que a los individuos A y B se les asignó el 11,4% y el 10% (Figura 12). 

 

P-value

0,398

0,947

0,301

0,505

0,558

0,773

0,618

0,938

0,712

0,520

C D

Macho

WOB (%)

ALH (µm)

Parámetro

Motilidad (%)

Morfoanomalías (%)

VCL (µm/s)

VSL (µm/s)

A B

87,2 ± 3,74

10,2 ± 3,35 12,5 ± 3,35 11,4 ± 3,35 9,9 ± 4,11

BCF (Hz)

88,8 ± 3,74 81,9 ± 3,74 91,3 ± 3,74

82,4 ± 6,66 87,7 ± 6,66 97,6 ± 6,66

57,1 ± 4,63 59,2 ± 4,63 65,0 ± 4,63

72,3 ± 4,41 70,4 ± 4,41 66,2 ± 4,41

2,7 ± 0,29 3,1 ± 0,29

VAP (µm/s)

LIN (%)

STR (%)

64,7 ± 4,63

50,8 ± 6,18 48,4 ± 6,18 44,5 ± 6,18 42,4 ± 6,18

99,1 ± 6,66

51,5 ± 5,10 41,8 ± 5,10 42,9 ± 5,10 41,7 ± 5,10

3,2 ± 0,29 3,0 ± 0,29

8,7 ± 0,46 8,7 ± 0,46 9,1 ± 0,46 8,1 ± 0,46

64,8 ± 4,41

69,5 ± 4,82 68,1 ± 4,82 66,9 ± 4,82 65,4 ± 4,82

240 246 183 183 121 121 196 206 170 194

240 246 176 181 119 119 205 205 170 190

240 246 176 181 119 121 196 196 190 190

240 246 181 181 119 123 205 205 170 194

0137 (239-247) 0036 (175-183)

Alelos en la población

0087 (190-214) 0035 (170-208)

176, 181, 183240, 246, 249 119, 121, 123 196, 200, 205 170, 190, 194

0157 (118-124)

A

B

C

D

Macho
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Figura 12. Número de descendientes asignados a cada parental. 

 

 

 

 

 

4.4. Análisis expresión génica 

 
 El estudio de los niveles de expresión génica de los genes de pluripotencia Sox2, Oct4 y 

Nanog se llevó a cabo sobre 6 muestras de embriones transferidos y 5 muestras de embriones 

control. Los resultados muestran diferencias significativas en los niveles de expresión de Sox2, 

observando una menor expresión para los embriones transferidos (0,52 ± 0,249 vs 2,97 ± 1,246 

para transferidos vs control, respectivamente. P<0.05). En cuanto a los niveles de expresión de 

Oct4 y Nanog, estos fueron similares para ambos grupos experimentales 0,97 ± 0,262 vs 1,61 ± 

0,986, para OCT4 y 1,53 ± 0,437 vs 2,11 ± 0,928, para Nanog, para transferidos vs control, 

respectivamente. (P<0.05) (Figura 13). 
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Figura 13. Ratio de expresión de los genes de pluripotencia en embriones control y transferidos. 
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5. DISCUSIÓN 

Debido a la importancia de la transferencia embrionaria durante un ciclo de TRA (técnica 

imprescindible en cualquier tratamiento reproductivo) y la falta de estudios sobre los efectos de 

este procedimiento (Saenz-de-Juano et al., 2016; Luna et al., 2007), este trabajo se ha enfocado 

en evaluar las consecuencias de esta técnica sobre la paternidad de la descendencia mediante  

inseminación artificial con mezcla heterospérmica y sobre la calidad embrionaria. Nuestros 

resultados demuestran que manipular a los embriones de 24 horas (lavado oviductal, 

manipulación in vitro y transferencia a una hembra receptora) afecta al número de embriones 

recuperados y a la expresión del gen Sox2, pero no afecta a la paternidad de la descendencia.  

Este estudio confirma que las TRA no parecen inocuas (Hu et al., 2018). Así, el uso de la 

transferencia embrionaria ha sido asociada con una reducción de la supervivencia embrionaria, 

asociando este efecto a alteraciones en genes relacionados con la implantación, el desarrollo 

placentario y pérdidas gestacionales tempranas (Saenz-de-Juano et al., 2016). Los resultados de 

Luna et al. (2007) demuestran que el cultivo in vitro de embriones y su posterior transferencia 

para obtener descendencia genera un desequilibrio significativo en la proporción de sexos. En 

cambio, nuestros resultados demuestran que la técnica de transferencia embrionaria no altera 

la contribución de cada uno de los machos a la descendencia. Es conocido que la activación del 

genoma embrionario es estadio-especie dependiente (Lee et al., 2014), ocurriendo en varios 

mamíferos en el estadios de 2 células (Jansz y Torres-Padilla, 2019). Por ello, es posible que en 

un estadio de pronúcleos, momento en el que se realizó la transferencia en este estudio, no se 

causase ningún efecto sobre la descendencia y, por tanto, no se observaran variaciones en los 

patrones de parentesco. No obstante sería necesario realizar un nuevo estudio en el que se 

comparasen trasferencias en diferentes estadios.   

Sin embargo, en este estudio se observa un efecto de dominancia entre machos con 

similares características seminales. Este efecto de dominancia, basado en inseminación 

heterospérmica, ha sido descrito en varias especies (Vicente et al., 2004; Puglisi et al. 2012). 

Concretamente, Ferreira et al. (2014), observaba un rendimiento reproductivo similar en 4 

verracos mediante IA homospérmica, pero un número de descendientes significativamente 

diferente mediante inseminación heterospérmica. Nuestros resultados confirman los resultados 

obtenidos anteriormente en conejo por Vicente et al. (2004), pero con un macho más en la 

mezcla heterospérmica. Nuestros resultados vuelven a resaltar que los parámetros seminales 

determinados en un espermiograma convencional; motilidad y morfoanomalías, permiten 

descartar machos de reducida fertilidad pero son insuficientes para explicar la fertilidad 

(Ferreira et al., 2014). Han sido diferentes los factores maternos descritos en la bibliografía que 

pueden influir en el transporte selectivo de los espermatozoides por el tracto reproductivo de 

la hembra que provocan cambios en el tiempo de la primera división embrionaria (Nicol y 

McLaren, 1974) o diferencias en el tiempo de capacitación de los espermatozoides debido al 

tiempo de ovulación (Parrish y Foote, 1985), así como una interacción diferente entre proteínas 

maternas y paternas en el tracto reproductivo (Hernández-Silva y Chirinos, 2019).  

Cuando se evaluó el efecto de la transferencia embrionaria sobre la calidad embrionaria, 

los resultados revelaron una sub-expresión del gen Sox2. La expresión del gen Sox2 junto con 
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los genes Oct4 y Nanog han sido descritos como importantes factores de transcripción 

marcadores de pluripotencia embrionaria (Chambers y Tomlinson, 2009). Específicamente, en 

ratón se ha demostrado que Sox2 es un factor de transcripción de gran importancia en el 

mantenimiento de la pluripotencialidad debido especialmente a su interacción y mantenimiento 

de la expresión de Oct4 (Masui et al., 2007). En bovino, se ha demostrado que su expresión en 

la masa celular interna juega un papel esencial en la formación del blastocisto, y su deleción 

tiene efectos negativos en el desarrollo del mismo (Goissis y Cibelli, 2014). Estos estudios en 

distintas especies sugieren que, a pesar de que Sox2 no ha sido estudiado en profundidad en 

conejo, su expresión diferencial en los embriones transferidos podría estar relacionada con una 

disminución de la tasa de supervivencia. Por otro lado, y a diferencia de este estudio, Saenz-de-

Juano et al. (2016) sí observaron un descenso significativo en la expresión de Oct4 en embriones 

transferidos. Oct4 es un factor de transcripción regulador de la pluripotencia encargado de 

activar o reprimir varios genes diana involucrados en muchos casos en la diferenciación celular 

y el desarrollo embrionario temprano (Foygel et al., 2008; Smith et al., 2007), y una alteración 

es sus patrones de expresión en embriones preimplantacionales se ha asociado a embriones de 

peor calidad (Gendelman y  Roth, 2012). Esta diferencia en los resultados entre los dos estudios 

para Oct4 podría estar relacionada con la edad a la que el embrión fue manipulado para llevar a 

cabo la transferencia. Saenz-de-Juano et al. (2016) recuperaron y transfirieron los embriones en 

estadio de morula tardía – blastocisto temprano (72 horas), mientras que en este estudio la 

transferencia se llevó a cabo en estadio de pronúcleos – 2 células (24 horas). Saenz-de-Juano et 

al. (2014) demuestran que la vitrificación y la transferencia embrionaria en día 3 no provocan 

cambios en los niveles de metilación y la expresión génica de Oct4. No obstante, debido a los 

importantes mecanismos que regulan y modifican los patrones de metilación durante los 

primeros días de desarrollo en embriones preimplantacionales (Canovas et al., 2017), no es 

posible afirmar que el patrón de metilación de un embrión en estadio de pronúcleos sea 

equivalente al de una morula tardía - blastocisto temprano, y por tanto la regulación de la 

transcripción génica sea distinta (Moore et al., 2013). Así, diferencias en los niveles de expresión 

de Oct4 en embriones preimplantacionales de conejo en función del desarrollo han sido 

descritos previamente (Saenz-de-Juano et al., 2010).  
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 6. CONCLUSIONES 

De la discusión de los resultados obtenidos en el presente estudio, se puede concluir que: 

 Los embriones de 24 horas recuperados y transferidos a una hembra receptora 

presentan un descenso en la calidad embrionaria en términos de expresión del mRNA 

del gen de pluripotencialidad Sox2.  

 

 La transferencia embrionaria temprana (24 horas) no altera la paternidad de la 

descendencia obtenida utilizando inseminación artificial con mezcla heterospérmica. 
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