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NOTA CORTA [SHORT NOTE]

. EVALUACION DE DOS MEDIOS DE MADURACION in vitro PARA LA
Troplcal and PRODUCCION DE EMBRIONES OVINOS

[EVALUATION OF TWO in vitro MATURATION MEDIUM FOR EMBRYO

Subtropical PRODUCTION IN SHEEP]

Agroecosystems J.M. Robledo Verduzco', J. Herrera-Camacho®, M. Cajero-Juarez’,
M.C. Navarro-Maldonado® and A. Garcia-Valladares*

YInstituto Tecnoldgico del Valle de Morelia.

%Instituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales UMNSH. Posta Zootécnica
km 9.5 Carretera Morelia-Zinapécuaro. CP 58880. Tarimbaro Michoacan, México.
E-mail: josheca@hotmail.com
Universidad Auténoma Metropolitana-Unidad Iztapalapa.
* Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.
*Corresponding author

RESUMEN La tasa de FIV fue diferente (P<0.05) entre
tratamientos, observando una mejor respuesta de los

Se evaluo la tasa de maduracion (MIV), de ovocitos madurados en HECM-9 respecto a los
fertilizacion (FIV) y el desarrollo embrionario (DIV) madurados en TCM-199 (474 vs 28.6%,
in vitro a partir de ovocitos de oveja madurados en dos respectivamente). La tasa de DIV fue mayor con los
medios de cultivo. Los complejos cumulo-ovocitos ovocitos madurados en HECM-9 respecto a los
(COC) se obtuvieron, por puncioén/aspiracion de madurados en TCM-199 (263 vs 7.9%,
foliculos de 2-6 mm de diametro de ovarios de ovejas respectivamente). El medio HECM-9 favorecid Ia
sacrificadas en rastro. Un total de 120 COC de calidad tasas de fertilizacion y desarrollo embrionario in vitro
1 y 2 fueron distribuidos aleatoriamente en dos medios de ovocitos de ovinos en comparaciéon con el medio
de maduracion; 57 de los cuales fueron colocados en TCM-199.
medio de cultivo para embriones de hamster 9
(HECM-9, por sus siglas en inglés: Hamster Embryo Palabras clave: Maduracién, fertilizacion, ovocitos,
Culture Medium) y 63 en el medio de cultivo de embriones, ovinos
tejidos 199 (TCM-199, por sus siglas en inglés: Tissue
Culture Medium), ambos medios suplementados con SUMMARY
hormona foliculo estimulante (FSH), luteinizante (LH)
y factor de crecimiento epidérmico (EGF); los COC The aim of this work was to evaluate the effect of
fueron colocados en 450 pL de medio de maduracién e HECM-9 and TCM-199 as maturation media on
incubaron por 24 h. Para la FIV, cada grupo de COC maturation (MR), in vitro fertilization (IVF) and
fueron transferidos a 450 puL de medio de fertilizacion embryo development (ED) rate of oocytes from hair
(SOFm + Oaa) donde se adicionaron 0.5 x 10° sheep collected from slaughter house ovaries.
espermatozoides moviles y fueron incubados durante Cumulus-oocyte-complexes (COC) were obtained by
24 h; semen fresco obtenido mediante vagina artificial, manual aspiration, from 2-6mm diameter follicles.
fue utilizado. Los cigotos fueron transferidos a 450 pL Groups of 10-20 COC, quality 1 and 2 were placed
de medio de cultivo (SOFm+Oaa+Glucosa). Las into 450uL of HECM-9 or TCM-199 and incubated
condiciones ambientales, en todas las etapas se 24h at 38.5 °C and 5% CO,. For IVF, COC were
desarrollaron, bajo una atmoésfera saturada de transferred to 450puL of SOFm+Oaa, 0.5 x 10° motile
humedad, a 38.5° C y 5 % de CO, en el aire. El spermatozoa were added and then incubated at 38.5 °C
desarrollo y morfologia de embriones fue evaluado a and 5% CO, Alleged zygotes were transferred to
2,4, 5y 6 dias de iniciado el cultivo, retirandose de las 450uL of SOFm+QOaa+glucose. Embryo development
cajas de cultivo los ovocitos no fertilizados y cigotos and morphology were evaluated at 2, 4, 5 and 6 days
no desarrollados, a partir del dia 2; la tasa final de of culture, not developed zygotes were removed on
produccion embrionaria se determind al dia 8 post- day 2 and the final rate of embryo production was
FIV. La tasa de MIV no mostr6 diferencias determined on day 8 of culture. Oocyte MR showed no
significativas (P>0.05) entre los dos tratamientos (73.3 significant differences (P>0.05) between treatments
vs 71.4 % en HECM-9 y TCM-199, respectivamente). (733 vs. 714 % HECM-9 and TCM-199,
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respectively). Fertilization rate was different (P<0.05)
between treatments, observing a better response from
oocytes matured in HECM-9 than those matured in
TCM-199 (47.4 vs. 28.6%, respectively). Embryo
development was greater (P<0.05) in oocytes matured
in HECM-9 than those matured in TCM-199 (26.3 vs.

INTRODUCCION

Uno de los principales factores que limitan Ia
eficiencia de la produccion de embriones in vitro
(PELV), es la maduracion in vitro (MIV), ya que aun
después de la seleccion cuidadosa de una poblacion
homogénea de complejos cumulo-ovocito (COC), solo
poco mas de la tercera parte alcanzan la maduracion
citoplasmica completa y poseen la capacidad de
producir blastocitos viables para su transferencia, lo
que ocasiona que ésta técnica de reproduccion asistida
sea menos eficiente, comparada con la produccion de
embriones in vivo (De Wit et al., 2000, Rizos et al.,
2002); probablemente debido a la incapacidad del
medio de cultivo utilizado durante la MIV para
reproducir las complejas sefiales y comunicacion entre
los ovocitos y las células somaticas circundantes, que
ocurren de manera natural dentro del foliculo
ovulatorio (Eppig et al., 1996), afectando la tasa de
fertilizacion in vitro y su desarrollo embrionario
(Cognié et al., 2003, Korhonen et al., 2005).

Los medios comerciales cominmente utilizados para
la M1V, tal como el TCM-199 suplementado con suero
de origen animal o derivados de éste, son complejos y
quimicamente no definidos, se han obtenido resultados
aceptables; sin embargo, para algunos autores, el uso
de tales medios presenta algunos inconvenientes. Al
respecto, el TCM-199, originalmente disefiado para el
cultivo de células somadticas (Pinyopummintr y
Bavister, 1991) y uno de los medios base mas
comunmente usado en la PEIV en animales (Sutton et
al., 2003), contiene algunos componentes, como la
hipoxantina (Bavister et al., 1992), la glucosa y
fosfatos (Pinyopummintr y Bavister, 1991) que han
sido asociados con el bloqueo o inhibicion del
desarrollo embrionario temprano en bovinos y en
hamsteres, respectivamente. Adicionalmente,
anormalidades tales como una gestacion prolongada y
un mayor peso al nacimiento en ovinos han sido
atribuidas al uso de sueros o sus derivados en los
medios de MIV, FIV, DIV, representando ademas, una
potencial via de introduccion de agentes patdgenos o
toxinas (Thompson, 2000).

Alternativamente, se han desarrollado medios de
cultivo simples, quimicamente definidos y libres de
proteina, tales como el fluido oviductal sintético
(SOF), utilizado para la MIV de COC en bovinos (Ali
y Sirard, 2002, Oyamada et al., 2004) y en ovinos
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7.9%, respectively). We conclude that HECM-9
increased in vitro fertilization rate and embryo
development in ovine oocytes.
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(Walker et al., 1996), con resultados satisfactorios.
Variantes subsecuentes del medio de cultivo para
embriones de hamster o HECM, debido a cambios en
sustratos de energia, aminoacidos y vitaminas, se han
utilizado para la producciéon de embriones en diversas
especies. Al respecto, el HECM-6, se ha utilizado para
la. MIV en bovinos soportando igual tasa de
maduracién (66-78 %) y desarrollo embrionario (21 y
25 %) comparado con los COC madurados en TCM-
199 (Rose-Hellekant et al., 1998). De igual forma,
Navarro et al. (2006), obtuvieron una tasa de
maduracion del 65 %, utilizando el HECM-9 como
medio de MIV en ovinos.; sin embargo, no existen
reportes de la obtencion de embriones de ovino, a
partir de ovocitos madurados en este medio, por lo que
el objetivo del estudio fue la evaluacion de dos medios
de maduracion in vitro sobre la tasa de maduracion,
fertilizacion y desarrollo embrionario, con ovocitos
inmaduros, colectados de ovarios de ovejas de pelo. La
justificacion del trabajo radica en la necesidad de
desarrollar un sistema simple de cultivo que confiera
al ovocito la capacidad de maduracién y que permita
una buena tasa de fertilizacion y desarrollo
embrionario. La hipotesis a probar es que, utilizando el
HECM-9 como medio de maduracién en comparacion
con el TCM-199, se obtienen mayores tasas de
fertilizacion y desarrollo embrionario in vitro.

MATERIALES Y METODOS
Area de estudio

El trabajo se realizé en la Fac. Med. Vet. y Zoot. —
Univ. Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, ubicada
en el Km. 9.5 de la Carretera Morelia-Zinapécuaro, en
el municipio de Tarimbaro, Michoacan, México.

Obtencién de ovarios

Los ovarios fueron obtenidos de ovejas de razas de
pelo sacrificadas en rastro y transportados al
laboratorio dentro de las 2 h siguientes, en solucion
salina al 0.9%, a una temperatura de 25-30° C
(Goswamii et al., 2004).

Coleccion, evaluacion y seleccion de complejos
cumulo-ovocitos (COC)

Los COC fueron obtenidos por puncion/aspiracion
manual de foliculos de 2-6 mm de diametro, utilizando
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una aguja hipodérmica de calibre 18 y una jeringa de
5-10 cc; empleandose como soporte el medio TCM-
199-Hepes-amortiguador (M-199, bicarbonato de
sodio, Hepes y alcohol polivinilico o PVA 0.1%),
suplementado con 100 Ul/ml de heparina. Los COC
colectados fueron evaluados y clasificados, con base
en la morfologia del citoplasma y capas celulares,
tomado los criterios descritos por Ward et al. (2000).
Dado que todos los COC fueron colectados en
previamente los COC se lavaron en 3 ocasiones
consecutivas en el medio de maduracion
correspondiente.

Maduracion in vitro (MIV)

De un total de 375 COC colectados, 120 de ellos
clasificados como grados 1 y 2, fueron seleccionados
para su cultivo in vitro, distribuyéndose aleatoriamente
en los dos medios de maduracion a evaluar: 57 COC
fueron colocados en HECM-9 y 63 en TCM-199;
lavandose previamente, en el medio de maduracion
correspondiente en 3 ocasiones consecutivas. Para su
manejo, se colocaron grupos de 10-15 COC en 450 puL
de medio por cada pozo, cubriéndose con aceite
mineral, incubandose durante 24 h, a 38.5°Cy 5 % de
CO,, en aire saturado de humedad. E1 TCM-199 fue
suplementado con bicarbonato de sodio, piruvato de
sodio 0.91mM, D-glucosa 3.05mM y cisteina 0.57mM.
El HECM-9, fue elaborado con medio basico-3 o BM-
3 (NaCl 113.6 Mm, KCI 3.0 Mm, MgCl,-6H,0 0.46
Mm, NaHCOj3; 25.0 Mm, DL Lactato de sodio 4.5 Mm,
HCI 0.0014 Mm, CaCl-2H,0 1.9 Mm), suplementado
con 11 aminoacidos (L-Acido Aspartico 0.01 Mm, L-
Acido Glutamico 0.01 Mm, L-Asparangina 0.01 Mm,
L-Cisteina 0.01 Mm, L-Glicina 0.01 Mm, L-
Glutamina 0.2 Mm, L-Histidina 0.01 Mm, L-Lisina
0.01 Mm, L-Prolina 0.01 Mm, L-Serina 0.01
Mm,Taurina 0.5 Mm) y pantotenato 3.0 Mm
(McKiernan and Bavister 2000). Ambos medios de
maduracion fueron enriquecidos con 0.5nug/ml de FSH,
0.5pg/ml de LH, 10ng/ml de EGF, 75pg/ml de
penicilina y 50ug/ml de estreptomicina, ajustandose el
pHa7.0-7.2.

Fertilizacion in vitro (FIV)

Para la FIV se utilizd, el fluido oviductal sintético
modificado suplementado con aminodcidos (SOFm +
Oaa), independientemente del medio utilizado para la
maduracion de los COC. Una vez transcurrida la MIV,
los COC fueron lavados 2-3 veces en medio de
fertilizacion y Hepes e inmediatamente transferidos a
otra caja de cultivo, conteniendo en cada pozo 450 uL
de medio de fertilizacion, cubierto con aceite mineral.
Aproximadamente 0.5 X 10° espermatozoides moviles,
obtenidos de la fraccion superior del medio a través
del procedimiento de Swim up”, fueron depositados en
cada pozo; semen fresco obtenido mediante la técnica
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de vagina artificial, fue utilizado. Los COC vy
espermatozoides fueron subsecuentemente incubados
durante 24 h a 38.5° C en una atmdsfera humeda con 5
% de CO, en aire. El medio de fertilizacion, SOFm +
Oaa, fue preparado conforme a lo descrito por Walker
et al. (1996); este medio contiene fluido oviductal
sintético modificado (SOFm) como medio base (NaCl
107.7 Mm, KCI 7.16 mM, KH,PO,4 1.19 mM, CaCl,
1.71mM, MgCl, 049 mM, NaHCO; 25.07 mM,
Lactato de Sodio 3.30 mM, Piruvato de Sodio 0.33
mM y PVA 0.1%, en sustitucion de suero),
suplementado con 21 aminoacidos (Oaa) a
concentraciones existentes en el fluido oviductal (L-
Arginina 0.090 mM, L-Acido Aspartico 0.022 mM, L-
Aspargina 0.024 mM, L-Alanina 0.431mM, L-Cistina
0.040 mM , L-Acido Glutdmico 0.054 mM, L-
Glutamina 0.101 mM, L-Glicina 1.390 mM, L-
Histidina 0.042 mM, L-Isoleucina 0.097 mM, L-
Leucina 0.194 mM, L-Lisina 0.194 mM, L-Metionina
0.055 mM, L-Ornitina 0.019 mM, L-Fenilalanina
0.095 mM, L-Serina 0.009 mM, L-Taurina 0.049 mM,
L-Treonina 0.009 mM, L-Tirosina 0.089 mM, L-
Valina 0.264 mM).

Desarrollo embrionario in vitro (DIV)

Transcurridas 24 h de FIV, remanentes de las capas de
células del cUmulus oophorus y espermatozoides
fueron removidas mediante pipeteo  continuo.
Subsecuentemente, los ovocitos fertilizados fueron
lavados dos veces, en medio de desarrollo y
transferidos a la caja de cultivo donde cada pozo
contenia 450 pL de medio de desarrollo (SOFm + Oaa
+ glucosa + PVA), cubiertos con aceite mineral. El
cultivo se mantuvo a 38.5° C en una atmoésfera hiimeda
con 5 % de CO; en el aire. El desarrollo y morfologia
de embriones fue evaluado a 2, 4, 5 y 6 dias de
iniciado el cultivo, retirindose de las cajas de cultivo
los cigotos no desarrollados a partir del dia 2; la tasa
final de produccion embrionaria se determiné al dia 8
post-FIV.

Anadlisis estadistico

La tasa de maduracion (MIV), de fertilizacion (FIV) y
de desarrollo embrionario (DIV), fueron consideras
como variables de respuesta. La MIV se evalu6 a 24 h
post-FIV, considerando como signos de maduracion
los ovocitos que mostraban segmentacion, asi como
aquellos ovocitos no segmentados con expulsion del
primer cuerpo polar. La FIV, fue considerada como el
porcentaje de ovocitos que a la evaluacion
microscopica mostraron segmentacion, asi como los
ovocitos en donde se observdo la formacion de
pronucleos y la presencia de dos cuerpos polares. La
DIV, fue considerada como el porcentaje de embriones
que presentaron blastdomeros y cambios en su
morfologia y estado de desarrollo durante los 8 dias
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pos-FIV. El andlisis estadistico para cada una de las un cofactor para una cantidad importante de reacciones
variables de respuesta, se realizd mediante la prueba enzimaticas incluyendo la oxidacion de los acidos
de X?, utilizando el paquete estadistico SAS (2000). grasos, piruvato, lactato y aminoécidos; nutrientes
indispensables para el cultivo de células, incluyendo
RESULTADOS Y DISCUSION los embriones (McKiernan y Bavister, 2000). Al
respecto, los mismos autores, reportan que la adicion
El porcentaje de ovocitos madurados (Tabla 1) en de pantotenato 3.0 mM al medio HECM-6 (ahora
funciéon de los COC sometidos a este proceso, no designado HECM-9) mostré un efecto positivo sobre
mostr6 diferencias significativas (P>0.05) entre los dos el desarrollo de embriones de hamster (en promedio,
tratamientos, observando una tasa de MIV de 73.3 vs 24.3 % mas blastocitos), en comparaciéon con la
714 % en el medio HECM-9 y TCM-199, adicion de otras vitaminas al medio HECM-6.
respectivamente. Una respuesta inferior a Ia
encontrada en el presente trabajo fue reportada por Este es el primer reporte de desarrollo embrionario
Navarro et al. (2006), quienes observaron una tasa de post-fertilizacion in vitro en ovinos, utilizando el
MIV de 65.0% en medio HECM-9 y de 71.0% en HECM-9 como medio de maduracién, sin
TCM-199, aunque tampoco tuvieron diferencias suplementacién de suero. Y si se compara con
significativas. resultados en bovinos, el porcentaje de blastocitos
obtenidos es similar a lo reportado por Keskintepe et
Para la variable FIV, existieron diferencias al. (1995), quienes obtuvieron el 28%, utilizando el
significativas (P<0.05) entre tratamientos, quedando TCM-199 como medio de MIV y SOFm como medio
fertilizados el 47.4 % de los ovocitos madurados en para fertilizacion y  desarrollo  embrionario.
HECM-9 contra 28.6 % de aquellos madurados en Considerando estadisticas generales respecto a la
TCM-199. Navarro et al. (2006) también reporta una eficiencia de la produccion de embriones in vitro, que
mejor tasa de fertilizacion, utilizando el HECM-9 sefialan que del total de COC utilizados en este
como medio de maduracion (25 %) contra 6 % al proceso, aproximadamente el 30-40% pueden
utilizar el TCM-199. alcanzar el estado de blastocito (Lonergan et al.,
2001), la tasa de DIV obtenida en el presente trabajo,
En lo referente al DIV, se observo una mejor respuesta utilizando un medio simple libre de proteinas de suero
(P<0.05) en los ovocitos que fueron madurados en o derivados para su maduracion (HECM-9) es
HECM-9 (26.3 %) respecto a los madurados en TCM- alentador, no obstante de no haberse evaluado su
199 (7.9 %). Esta respuesta puede ser atribuida a la viabilidad para ser transferidos a ovejas receptoras. En
presencia de pantotenato en el medio HECM-9 (no conclusion, la maduracion de ovocitos en medio
contenida en el TCM-199), vitamina hidrosoluble HECM-9 favorecid la fertilizacion y el desarrollo de
esencial para la biosintesis de coenzima A, la cual es embriones in vitro hasta la etapa de blastocito.

Tabla 1. Efecto de dos medios de cultivo sobre la maduracion, fertilizacion y desarrollo embrionario en ovinos.

Medios de cultivo Numero de COC MIV FIV DIV
No. % No. % No. %
HECM-9 57 42/57 73.6% 27/57 47.4% 15/57 26.3%
TCM-199 63 45/63 71.4% 18/63 28.6° 5/63 7.9°

Literales diferentes en la misma columna indican diferencias significativas a p<0.05.
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