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1. INTRODUCCIÓN GENERAL 

La producción in vitro de embriones (PIV) mediante técnicas de maduración, 

fertilización y cultivo in vitro, permite la obtención en el laboratorio de un gran 

número de embriones que pueden utilizarse tanto para estudios científicos 

como para su aplicación con fines comerciales. 

La necesidad de multiplicar animales con características productivas y 

reproductivas superiores ha sido el generador del desarrollo e implementación a 

nivel comercial de tecnologías reproductivas como la inseminación artificial y la 

transferencia de embriones fundamentada en la inducción de ovulaciones 

múltiples. Un cambio reciente, en diversos países desarrollados son los 

esfuerzos para proponer metodologías sobre la producción de embriones bajo 

condiciones de laboratorio (PIVE). La PIVE se ha llevado a cabo en bovinos, 

ovinos, caprinos y cerdos, inicialmente con fines de investigación pero al mismo 

tiempo con posibilidades de aplicación en explotaciones comerciales. La PIVE 

presenta una baja eficiencia, ya que del total de ovocitos que inician el proceso 

80 a 90% maduran, 70 a 80% son fertilizados y sólo el 30 a 40% se desarrollan 

hasta la fase de blastocisto (Cortés, 2011). Este desarrollo depende de un 

adecuado sistema de cultivo in vitro para obtener la mayor cantidad de 

embriones posible de la población original de ovocitos inmaduros. 

Existe una enorme diversidad de medios de cultivo, cada uno diseñado para 

apoyar la división y diferenciación de la célula (Hasler, 1998), sin embargo, aún 

no existe un medio exclusivo que garantice los mejores resultados. 

Produciéndose un gran interés en la investigación de los procedimientos in vitro 

relacionados con la maduración, fecundación y el cultivo de embriones.  

Los medios de desarrollo embrionario continuos, conservan una formulación 

única y estimulan el desarrollo embrionario de la etapa de cigoto a blastocisto: 

TALP (Wani, 2002), KSOM (Nedambale et al., 2004), CR1 (Wan et al., 2009) y 

SOF (Tervit et al., 1972; Wang et al., 1998). Estos medios mantienen las 

concentraciones de los componentes durante todo el período de cultivo. Sin 
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embargo, en condiciones in vivo la composición de los fluidos del aparato 

reproductor femenino cambian a lo largo del estado de división embrionaria 

(Gandhi et al., 2000; Garcia-Garcia et al., 2007), indicando que el embrión no se 

desarrolla en un ambiente constante, y por lo tanto un solo medio durante toda 

la fase de cultivo no provee las condiciones óptimas para el desarrollo 

embrionario. 

Con la finalidad de optimizar las condiciones in vitro en que se realiza el 

desarrollo embrionario se han formulado medios secuenciales (Gardner y Lane, 

1997), los cuales intentan imitar el cambio en el entorno materno que 

experimenta el embrión durante el desarrollo in vivo. Existen diferentes medios 

secuenciales, no obstante, el potencial de cada uno para impulsar el desarrollo 

embrionario hasta el estadio de blastocisto oscila entre 15 a 40% (Macklon et 

al., 2002; Lane et al., 2003; Morton et al., 2005; Cortés, 2011). 

Existen varias posibilidades de elevar la eficiencia de la PIV algunas de ellas 

son: la suplementación de los medios de cultivo para proveer las condiciones 

fisiológicas y bioquímicas durante el desarrollo embrionario, o bien realizar el 

cambio de medio de cultivo en el momento apropiado. En el presente proyecto 

de investigación se desarrollaron metodologías sobre la maduración, 

fertilización y cultivo de embriones de ovino bajo condiciones de laboratorio, 

realizando el cambio de cultivo a tres tiempos con el objetivo de estimar el 

tiempo óptimo para el cambio de cultivo en un medio secuencial. 
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2. REVISIÓN DE LITERATURA 

2.1 Proceso de fertilización in vitro 

El término fertilización in vitro significa la fecundación fuera del cuerpo, sin 

embargo, debido al origen latino la fertilización in vitro (FIV) significa fertilización 

en vidrio, este término ha sido adoptado como una frase genérica que incluye 

los procesos de maduración (IVM), fertilización (IVF) y cultivo in vitro (IVC) 

(Hasler, 1998). La FIV permite la obtención en el laboratorio de un gran número 

de embriones a partir de ovocitos inmaduros que pueden ser utilizados tanto 

para investigación como para su aplicación con fines comerciales.  

2.2 Maduración del ovocito 

2.2.1 Ovogénesis y Foliculogénesis 

Durante el desarrollo fetal, las células germinales del ovario experimentan un 

proceso de diferenciación, se transforman en ovogonias por sucesivas 

divisiones mitóticas, las cuales dan lugar a los ovocitos primarios al iniciarse la 

primera división meiótica (Pliego, 2005). La meiosis es un tipo de división 

celular exclusiva de las células germinales y sus objetivos son: reducción a un 

número haploide de cromosomas y recombinación de la información genética 

(Polanski y Kubiak, 1999). Las ovogonias se bloquean en el diploteno de la 

profase de la primera división meiótica y se denominan ovocitos (Van Den Hurk 

et al., 1997). Posteriormente, los ovocitos se rodean de una capa de células 

planas, constituyendo así un folículo primordial, localizado en posición cortical 

dentro del ovario, el cual permanece inactivo hasta la pubertad (Tsafriri y Dekel, 

2011). 

Con la activación e inicio de la foliculogénesis, en el folículo primordial se forma 

una capa cuboidal de células de la granulosa, denominándose folículo 

intermedio, para luego transformarse en folículo primario. Esta transformación y 

posterior crecimiento del folículo puede ocurrir en cualquier momento de la vida 
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de la hembra en los mamíferos, en el período fetal, durante la pubertad, 

gestación o hasta finalizar el período reproductivo (Gordon, 1994).  

El proceso de foliculogénesis es controlado por factores de crecimiento 

producidos por el ovocito, como el factor de crecimiento de diferenciación 9 

(GDF9) y la proteína morfogenética ósea 15 (BMP15) (Hosoe et al., 2011), 

ambos son necesarios para el desarrollo folicular temprano (Dong et al., 1996) y 

son los principales reguladores de la diferenciación de las células de la 

granulosa (Paulini y Melo, 2011) y de las células del cúmulo (CC) (Gilchrist et 

al., 2008). El GDF9 también es necesario para optimizar el microambiente del 

ovocito, el crecimiento folicular y la atresia, la ovulación, la fertilización y la 

reproducción normal (Orisaka et al., 2009). Así mismo Juengel et al. (2002), 

encontraron que la inmunización contra las secuencias de péptidos de GDF9 y 

BMP15 provoca un comportamiento estral anormal y la detención del desarrollo 

folicular en ovejas. 

El crecimiento de los ovocitos se produce en los folículos preantrales que tienen 

una estructura de dos o más capas de células foliculares que rodean al ovocito, 

el cual comienza a secretar la zona pelúcida (Gilchrist et al., 2008). Posterior a 

la formación del antro folicular, las células de la granulosa se diferencian en dos 

líneas anatómica y funcionalmente distintas. Las líneas mencionadas son: las 

células de la granulosa mural que recubren la pared del folículo y tienen 

principalmente una función androgénica, y las CC que forman una asociación 

íntima con el ovocito. Las CC poseen proyecciones altamente especializadas 

que penetran a través de la zona pelúcida y forman uniones de comunicación 

con el ovocito, formando una elaborada estructura llamada complejo-cúmulo-

ovocitos (COCs) (Albertini et al., 2001). 

2.2.2 Proceso de maduración 

La maduración de los ovocitos de mamíferos se define como la reanudación y 

finalización de la primera división meiótica, hasta el arresto en metafase de la 

segunda división meiótica (Nath et al., 2012). La maduración in vivo es 
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controlada por el eje hipófisis-ovario y por reguladores locales autocrinos y 

paracrinos que operan a nivel folicular (Sofi et al., 2012). El proceso de 

maduración del ovocito inicia por efecto de la hormona folículo estimulante 

(FSH) y hormona luteinizante (LH) (Uribe et al., 2009). La FSH y LH estimulan 

la proliferación y diferenciación del folículo, adquiriendo su capacidad 

esteroidogénica y cambios en el COCs (Moor et al., 1990). La respuesta 

inmediata de las células de la granulosa al estímulo de la LH es la activación de 

la adenilato ciclasa y la generación de AMPc.  

En condiciones in vitro la suplementación del medio de maduración con 

gonadotropinas exógenas incrementa el número de ovocitos que alcanzan la 

metafase II y la producción total de embriones viables (Galli y Moor, 1991). El 

efecto positivo de las gonadotropinas ha sido asociado a una alteración del 

metabolismo de las células del cúmulo, además inducen la reanudación de la 

meiosis en los ovocitos (Salustri y Siracusa, 1983). En estas condiciones, el 

flujo de AMPc de las células del cúmulo hacia el ovocito desciende por debajo 

del umbral requerido para inhibir la activación del factor promotor de la 

maduración (o de la metafase) y el ovocito reanuda la meiosis (Dekel, 1999). 

Durante su crecimiento, el ovocito experimenta cambios morfológicos, 

ultraestructurales y moleculares conocidos como maduración ovocitaria y le 

permiten completar la meiosis (Sato et al., 1990). Sin embargo, para asegurar la 

fecundación y desarrollo embrionario in vitro es necesario que se presente la 

maduración nuclear y la maduración citoplasmática (Sofi et al., 2012). 

2.2.2.1 Maduración nuclear 

Los eventos de la maduración nuclear se asocian con el inicio de la ruptura de 

la vesícula germinal y la finalización de la primera división meiótica (Talukder et 

al., 2011). 

La maduración nuclear comienza una vez reanudada la meiosis, el paso de 

vesícula germinal (VG) a metafase II (MII) implica: la disolución de la membrana 

nuclear conocida como “ruptura de la vesícula germinal”, la formación del huso 
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meiótico y la condensación de la cromatina en cromosomas homólogos que se 

alinean en el huso meiótico, alcanzando entonces el estadio de metafase I, para 

continuar con la segregación de los dos grupos de cromosomas homólogos, 

dando lugar a la extrusión del primer cuerpo polar (CP) y al paso del ovocito al 

estadio de MII (Trounson et at., 2001). La maduración nuclear finaliza cuando el 

ovocito completa la primera división meiótica con la formación del primer CP, 

alcanzando el estadio de MII, posteriormente se produce la segunda detención 

de la meiosis (Trounson et al., 2001). Cuando el ovocito maduro es fertilizado 

se completa la segunda meiosis y se expulsa el segundo cuerpo polar, 

convirtiéndose en una célula haploide (Tsafriri y Dekel, 2011). En condiciones in 

vitro, el reinicio de la meiosis se presenta espontáneamente al remover el 

ovocito del ambiente folicular, así como por la ruptura de las uniones 

intercelulares (Tosca et al., 2007). 

2.2.2.2 Maduración citoplasmática 

La maduración citoplasmática consiste en cambios del citoplasma que le 

confieren al ovocito maduro la habilidad para experimentar una correcta 

descondensación de la cromatina del espermatozoide y la formación de los 

pronúcleos, posterior a la penetración espermática. El ovocito adquiere la 

capacidad para soportar el desarrollo embrionario temprano (Mermillod et al., 

1999; Xue et al., 2013). 

Durante la maduración citoplasmática se llevan a cabo procesos celulares como 

acumulación de proteínas, ARNm, sustratos y nutrientes (Watson, 2007), 

desarrollo de mecanismos reguladores de calcio, cambios en la actividad del 

factor promotor de la maduración, proteína cinasa mitogénica activada y 

reorganización de organelos (Fan y Sun, 2004). En general dichos cambios 

preparan al ovocito para la fecundación y el desarrollo embrionario posterior 

(Abeydeera, 2002). Además en el citoplasma del ovocito se redistribuyen las 

mitocondrias y los gránulos corticales, y las gotas de lípidos aumentan en 

número y migran a la periferia del citoplasma (Wani, 2002). Esta redistribución 

de organelos está relacionada con el inicio de la maduración citoplasmática, 
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necesaria para que el ovocito pueda llegar a la etapa de metafase II (Máximo et 

al., 2012). La migración de los organelos citoplasmáticos a la periferia, también 

puede estar relacionada con la señal de cambio entre el ovocito y CC, lo que 

puede ocurrir a través de las uniones gap (Lucidi et al., 2003). 

Los gránulos corticales migran hacia la periferia del ovocito, aumentan de 

número al final del período de maduración (Cran, 1985) y se sitúan debajo de la 

membrana plasmática formando una monocapa (Cran y Cheng, 1986) que 

bloquea la polispermia (Conner et al., 2002). Los procesos referidos regulan la 

maduración nuclear y citoplasmática. Las gotas de lípidos y mitocondrias 

proveen la energía necesaria para la maduración, fertilización y desarrollo 

embrionario temprano (Ambruosi et al., 2009). 

2.2.2.3 Estructura y composición de las células del cúmulo 

El ovocito al momento de la ovulación está rodeado por una población de hasta 

20000 células del cúmulo, compuesta por dos grupos de células: 1) células de 

la granulosa del cúmulo que encierran al ovocito y forman una cubierta de dos o 

tres capas de células, y 2) células de la granulosa mural que recubren la pared 

folicular (Cortvrindt y Smitz, 2001). En general forman las células del cúmulo, 

las cuales están contenidas en una matriz gelatinosa (Florman y Ducibella, 

2006). Las células del cúmulo juegan un papel importante en la regulación del 

crecimiento de los ovocitos y la inducción de la maduración, proveen al ovocito 

de nutrientes (Van Soom et al., 2002), factores de crecimiento (Ho et al., 2003) 

y lo conectan con el mundo externo a través de conexiones gap. 

El componente principal de las CC es el ácido hialurónico (β 1, Ácido 4-

glucurónico: 1,3 β-N-acetilglucosamina) (Suárez, 2006). Los componentes 

proteicos incluyen colágeno, laminina, fibronectina y tenascina-C (Familiari et 

al., 1996). El ácido hialurónico está fusionado a las proteínas de unión CD44 y 

posiblemente a la fibronectina asociada a las integrinas de superficie en las CC. 

Las proteínas de unión CD44 y las integrinas pueden iniciar el proceso de 

traducción de señales por la unión y activación de una amplia gama de 
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regulaciones intracelulares o proteínas de andamio (Florman y Diucibella, 

2006). La expansión de las células del cúmulo es acompañada por la secreción 

de ácido hialurónico seguido por hidratación (Suárez, 2006).  

2.2.2.4 Estructura y composición de la zona pelúcida  

La zona pelúcida (ZP) es una matriz extracelular que es sintetizada y secretada 

por el ovocito en crecimiento (Wassarman et al., 2001), y está compuesta de 

tres a cuatro glicoproteínas denominadas ZP1 a ZP4 (Joo y Sutousky, 2011). 

Todas las glicoproteínas tienen modificaciones postraduccionales de 

glucosilación de serina/treonina (en las uniones-O) y de asparagina (en las 

uniones-N), que rodean al ovocito (Florman y Dicubella, 2006). En el ratón 

están ensambladas de tal manera que las fibras heterodiméricas (ZP2-ZP3) se 

unen con la ZP1, y la ZP3 tiene la función de ser el receptor primario para la 

unión del espermatozoide (Senger, 2003). 

2.2.3 Proceso de fertilización 

La fertilización es el proceso fisiológico por el cual el espermatozoide y el óvulo 

se unen en la región itsmo-ampular del oviducto para producir un nuevo 

organismo genéticamente único. Después de que los espermatozoides son 

depositados en la vagina en ovejas, bovinos y primates o directamente dentro 

del útero en porcinos y caballos (Brevini y Pennarossa, 2013), entran en 

contacto con el moco cervical, el cual filtra espermatozoides con baja movilidad 

y morfología anormal. Solamente los espermatozoides con buena movilidad y 

morfología normal pasan el cérvix y útero, y llegan al oviducto en donde se 

almacenan transitoriamente por varias horas o incluso días (Brevini y 

Pennarossa, 2013). Los espermatozoides que llegan al sitio de fertilización 

están capacitados e hiperactivados (Joo y Sutousky, 2011). Los 

espermatozoides se mueven hacia el ovocito por una combinación de 

quimiotaxis y termotaxis, además de contracciones de la túnica muscular del 

tracto reproductivo de la hembra y a los cambios inducidos por los estrógenos 

en el moco cervical, resultando en la formación de canales que facilitan el 

movimiento de los espermatozoides (Hunter, 2012; Brevini y Pennarossa, 
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2013). Durante la fertilización el espermatozoide interactúa con el ovocito a tres 

niveles: 1) células del cúmulo, 2) zona pelúcida y 3) membrana plasmática 

(Evans, 2002). La capacitación del espermatozoide es un proceso fundamental 

para que se lleve a cabo la fertilización del ovocito. 

2.2.3.1 Capacitación 

La capacitación espermática consiste en una serie de cambios en los 

espermatozoides durante su paso a través del tracto genital femenino, y son: 

desestabilización de la membrana plasmática, hiperactivación espermática y 

reacción acrosomal (Florman y Ducibella, 2006). 

La capacitación conduce a la hiperactivación de los espermatozoides 

(caracterizada por el movimiento de latigazo) y posteriormente a la reacción del 

acrosoma (Toshimori, 2009). Los espermatozoides en la cola del epidídimo aún 

no han completado el proceso de maduración y permanecen limitados en su 

capacidad funcional (Florman y Ducibella, 2006). El proceso de capacitación 

inicia en el sitio del aparato reproductor de la hembra donde se depositan los 

espermatozoides y se completa en el oviducto (Bedford, 2004).  

La capacitación involucra dos aspectos: 1) la modificación en la membrana 

plasmática de la cola del espermatozoide, y 2) la habilidad para llevar a cabo la 

reacción acrosomal (Bedford, 2004). 

La modificación en la membrana plasmática de la cola del espermatozoide le 

confiere la característica de presentar hiperactivación (Moore, 2001), debido a 

que se presenta una reducción del colesterol de la membrana, resultando en un 

aumento en su permeabilidad permitiendo la entrada de iones de Ca2+, lo que 

ayuda al progreso de los espermatozoides a través del útero y oviducto. 

La habilidad para llevar acabo la reacción acrosomal está asociada a cambios 

en las propiedades de la membrana (Bedford, 2004), así como en la 

composición de los lípidos, asimetría de los fosfolípidos, y la distribución lateral 
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de los lípidos (Toshimori, 2009) y proteínas (Florman y Ducibella, 2006; Cohen 

et al., 2000).  

El espermatozoide capacitado presenta hiperactivación (Florman y Ducibella, 

2006). El inicio de la hiperactivación es ocasionada por el flujo de iones H+ 

incrementando el pH intracelular (Parrish et al., 1989). Esta alcalinización 

intracitoplasmática provoca la apertura de los canales de Ca2+ y su entrada 

masiva al citoplasma (Töpfer-Petersen et al., 2000), evento esencial para el 

inicio de la reacción acrosomal. El incremento en el pH intracelular junto con el 

calcio, inducen cambios en el espermatozoide que alteran el metabolismo de 

los ácidos nucleicos y la fosforilación de proteínas (Florman y Ducibella, 2006). 

2.2.3.2 Interacción del espermatozoide con las células del cúmulo 

Los ovocitos recién ovulados están rodeados por la ZP y las CC, las cuales 

deben ser atravesadas por el espermatozoide antes de penetrar al ovocito (Van 

Soom et al., 2002). En la mayoría de los mamíferos las CC rodean al ovocito al 

momento de la fertilización, sin embargo, en algunos mamíferos (marsupiales) 

el ovocito se desprende de las CC antes de la ovulación (Van Soom et al., 

2002), por lo que el espermatozoide sólo debe atravesar la zona pelúcida 

(Yanagimachi y Noda, 1970). Las células del cúmulo son únicas en los ovocitos 

de mamíferos (Bedford y Kim, 1993), se componen de una masa de células de 

la granulosa, y una matriz extracelular cuyo principal componente es el ácido 

hialurónico (Talbot y DiCarlantonio, 1984). 

Los espermatozoides deben estar capacitados, hiperactivados y con el 

acrosoma intacto para poder atravesar las CC (Virji et al., 1990). En cerdos, 

ratones, primates y humanos (Myles y Primakoff, 1997) se ha observado que 

los espermatozoides no capacitados y los que ya han sufrido la reacción 

acrosomal, aunque pueden unirse a la superficie de las células del cúmulo, no 

pueden atravesarla. Esto es debido a que los espermatozoides liberan la 

enzima hialuronidasa contenida en el acrosoma, la cual es necesaria para 
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romper la matriz compuesta de ácido hialurónico y que los espermatozoides 

puedan penetrar las CC y unirse a la zona pelúcida (Virji et al., 1990).  

El contacto de los espermatozoides con las CC incrementa la movilidad, 

promueven la reacción acrosomal, y regulan el acceso a la zona pelúcida 

evitando la entrada de espermatozoides anormales. Las CC son importantes 

para el bloqueo de la polispermia, además están relacionadas con la 

quimioatracción del espermatozoide (Van Soom et al., 2002). 

2.2.3.3 Interacción del espermatozoide con la zona pelúcida 

La ZP es una estructura multilaminar que rodea al ovocito y al embrión, y está 

compuesta de glicoproteínas altamente glicosiladas que son sintetizadas, 

secretadas y ensambladas en una estructura tridimensional de filamentos 

durante la foliculogénesis (Wassarman, 2008). La ZP es el receptor primario del 

espermatozoide, induce la reacción acrosomal, protege al ovocito y al embrión 

temprano (Bogliolo et al., 2012), realiza el reconocimiento espermático especie-

específico y previene la polispermia (Kim et al., 2008). 

Las glicoproteínas de la ZP participan en varias fases de la fertilización, la 

función de la ZP1 es solamente estructural, mientras que la ZP2 y ZP3 son los 

receptores de los espermatozoides. La ZP3 tiene afinidad por la membrana 

plasmática que recubre la membrana acrosomal externa, mientras que la ZP2 

se une preferentemente a la membrana acrosomal interna (Kim et al., 2008). 

Una vez que el espermatozoide ha penetrado la ZP, se fusiona con la 

membrana plasmática del ovocito (Wassarman et al., 2001).  

2.2.3.4 Interacción del espermatozoide con la membrana plasmática 

Después de que el espermatozoide atraviesa la ZP llega al espacio perivitelino, 

la membrana plasmática localizada en el segmento ecuatorial del 

espermatozoide se adhiere y fusiona con la membrana plasmática del ovocito y 

posteriormente la cabeza es cubierta con filamentos de actina (Wassarman, 

1999). 
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Durante la unión del espermatozoide con la membrana plasmática, las 

proteínas de reconocimiento que se encuentran en la membrana acrosomal 

interna específicamente las fertilinas α, β y ciristetina, interactúan con las 

integrinas α6β1 y αvβ1 que se encuentran en el ovocito (Kaji y Kudo, 2004). La 

fertilina β participa en la unión del espermatozoide con el ovocito a través de su 

dominio integrina, y la fertilina α induce la fusión del espermatozoide con el 

ovocito (Joo y Sutousky, 2011). Sin embargo, la importancia de la interacción 

fertilina-integrina no ha sido confirmada por estudios moleculares, y la unión 

espermatozoide-ovocito puede fallar debido a que el espermatozoide es infértil 

o a un problema en el transporte de los espermatozoides a través del tracto 

reproductivo de la hembra. Consecuentemente nuevos candidatos han surgido, 

incluyendo miembros de la familia tetrastorinas CD9 y CD81, inicialmente 

considerados como receptores potenciales del espermatozoide con la 

membrana plasmática del ovocito, ya que se ha propuesto que las tetrastorinas 

CD9 forman una asociación con la integrina α6β1 (Joo y Sutousky, 2011). 

2.2.3.5 Reacción cortical y bloqueo de polispermia 

La activación del ovocito provoca la liberación hacia el espacio perivitelino del 

contenido de los gránulos corticales, que se originan a partir del aparato de 

Golgi, aumentan en número y al final del período de maduración se sitúan en 

posición periférica bajo la membrana plasmática del ovocito. La exocitosis de 

los gránulos corticales se produce como consecuencia de la movilización del 

Ca2+ intracelular. Los GC contienen enzimas hidrolíticas (proteasas y 

peroxidasas) que modifican la ZP induciendo la reacción cortical (Hyttel et al., 

1988), y junto con las glicoproteínas liberadas alteran las propiedades 

fisicoquímicas de la ZP. Los GC inactivan los principales receptores para la 

unión de los espermatozoides en la ZP, impidiendo la polispermia (Florman y 

Ducibella, 2006). La polispermia se relaciona con anomalías en la liberación y 

dispersión del contenido de los gránulos corticales. Se ha estimado una alta 

incidencia, 20% de polispermia durante la fertilización in vitro, en comparación 

con la fertilización in vivo, 1-2% (Gardner y Evans, 2006; Coy y Avilés, 2010). 
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La polispermia podría deberse al retraso en la migración periférica de los 

gránulos corticales durante la maduración in vitro (Hyttel et al., 1989; Ducibella, 

1996). 

En condiciones in vivo, las secreciones del oviducto contribuyen a la regulación 

de la polispermia mediante la secreción de la glicoproteína oviductual específica 

(OVGP1), provocando que la ZP sea más resistente a la digestión de las 

proteasas y a la penetración espermática (Coy y Avilés, 2010).  

La fusión de las membranas del espermatozoide y del ovocito provoca la 

despolarización de la membrana plasmática del ovocito (Kim et al., 2008), 

posteriormente, vía inositol trifosfato (Sun et al., 1994) se activa la liberación de 

Ca2+ en el ovocito penetrando en forma de oscilaciones repetitivas, lo que 

induce el mecanismo de activación del ovocito (Hunter, 1999). Esto provoca la 

liberación de los contenidos (proteasas y peroxidasas) de los gránulos 

corticales, los cuales cambian la cubierta glucoproteica de la ZP, con la finalidad 

de prevenir la unión de espermatozoides mediante la hidrolización de 

oligosacáridos de la ZP3 y por la división proteolítica de la ZP2 (Ducibella et al., 

1990). 

2.2.4 Desarrollo embrionario temprano 

La segmentación es considerada la primera fase de la embriogénesis desde la 

etapa de cigoto hasta el estadio de blastocisto, donde el cigoto se divide por 

mitosis (Landström, 1975) en células más pequeñas denominadas blastómeros 

hasta formar una mórula, continuando la diferenciación celular hasta formar un 

blastocisto. El desarrollo exitoso del embrión depende de la capacidad que 

tenga de iniciar y regular la expresión génica, necesaria para que el embrión 

pueda continuar su desarrollo. En ovinos la expresión génica se presenta 

cuando el embrión se desarrolla de 8 a 16 células (Beaujean et al., 2004; 

Telford et al., 1990). En los mamíferos el proceso de segmentación está 

regulado por ARNm y proteínas almacenadas en el ovocito durante la 

maduración citoplasmática (De Sousa et al., 1998), y por cambios en la 
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composición del fluido oviductual inducida por estímulos endocrinos y por 

señales autocrinas y paracrinas (Walker et al., 1996).  

La segmentación presenta un ciclo de división celular que consta de una fase 

de mitosis (fase M) y una fase de síntesis (fase S), así como dos fases 

intermedias de crecimiento, G1 y G2 (Burns y Matzuk, 2006). La segmentación 

cambia tanto las características como el comportamiento de las células 

conforme avanza el estadio de desarrollo. Al principio de la segmentación el 

ciclo celular es corto y altamente sincrónico con la aparición de 2, 4 y 8 células. 

A medida que se incrementa el número de blastómeros, el ciclo celular se 

alarga y desaparece la sincronía sin afectar el potencial de desarrollo del 

embrión (Kraeussling et al., 2011). 

Los blastómeros en los embriones de 2, 4 y 8 células son totipotentes (Sudheer 

y Adjaye, 2007), ya que cada uno de ellos es capaz de diferenciarse en 

cualquier tipo de células somáticas, así como cualquier tejido embrionario o 

extraembrionario (Wu et al., 2013). Posteriormente el embrión se compacta y 

sus blastómeros se polarizan dejando de ser totipotenciales (Sudheer y Adjaye, 

2007). La compactación incluye eventos celulares como el desarrollo de las 

células adherentes dependientes de calcio, la generación de uniones 

comunicantes y la aparición de uniones estrechas focales que dividen a la 

membrana plasmática de los blastómeros en regiones apicales y basolaterales 

(Watson y Barcroft, 2001). Durante la polarización se forman dos grupos de 

células (masa celular interna y trofoblasto) que continúan diferenciándose hasta 

formar el blastocisto.  

La transición de mórula a blastocisto es un proceso dinámico entre los 

blastómeros, el cual inicia con la acumulación de líquido originando el 

blastocele (Gasperowicz y Natale, 2011), debido al incremento en la actividad 

de la bomba Na+/K+ ATPasa, la cual conduce al transporte de sodio hacia el 

interior del embrión seguido del paso de agua por ósmosis (Thompson, 2000). 

Un blastocisto está constituido por dos grupos celulares, las células del 

trofoblasto y las células de la masa celular interna o embrioblasto. Las células 
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del trofoblasto dan origen a la placenta y las células de la masa celular interna 

dan origen al embrión (Schrode et al., 2013). El trofoblasto comprende la capa 

exterior del blastocisto, además adquiere la capacidad de iniciar y regular los 

eventos que facilitan el transporte y retención de líquidos, necesarios para la 

formación del blastocele (Rossant y Tam, 2009). 

2.2.4.1 Factores que afectan el desarrollo embrionario 

El desarrollo embrionario es un paso crítico en el proceso de FIV, debido a que 

el desarrollo de los embriones ovinos se obstruye con frecuencia en el estadio 

de 8-16 células, tiempo que corresponde con la activación del genoma 

embrionario (Telford et al., 1990), bloqueo que puede ser parcialmente 

superado con la adición de sustancias embriotrópicas a los medios de cultivo 

(Lim y Hansel, 2000). Los medios de cultivo más sencillos son los análogos de 

fluido oviductual, los cuales tratan de semejar los entornos naturales de 

oviducto, sin embargo, son diferentes en casi todos los componentes (Biggers, 

2001). A pesar de estas diferencias en los medios de cultivo disponibles, las 

fórmulas están diseñadas con componentes básicos para el desarrollo 

embrionario como: fuentes de energía (Vajta et al., 2010), aminoácidos 

(Steeves y Gardner, 1999) y proteínas (Walker et al., 1992). Así mismo se ha 

observado que los embriones producidos in vitro presentan menor desarrollo 

que los embriones generados in vivo (Yuan y Krisher, 2010), lo cual sugiere la 

presencia de factores que limitan el desarrollo embrionario o la ausencia de 

componentes promotores del desarrollo embrionario en condiciones de 

laboratorio. 

Fuente de energía 

El proceso de producción de adenosin trifosfato (ATP) es un regulador clave 

para el desarrollo in vitro de los embriones (Thompson, 2000). En las etapas 

previas a la compactación, el embrión utiliza piruvato como fuente primaria de 

energía, y consume glucosa una vez que el embrión ha superado el estadio de 

8 células (Leese y Barton, 1984). Durante la compactación y blastulación se 
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produce un incremento en la producción de ATP mediante glucólisis, 

aumentando significativamente la utilización de glucosa (Thompson et al., 

2000). La glucosa inhibe el desarrollo embrionario en etapas tempranas 

(Conaghan et al., 1993), se puede reducir su concentración hasta 0.5 mmol/L u 

omitirse (Pool, 2002). Sin embargo, el uso de medios de cultivo sin glucosa 

podría ser perjudicial para el embrión debido a que juega una papel importante 

en la síntesis de ribosa, pentosa esencial para el desarrollo embrionario 

temprano (Thompson, 2000). Además se ha demostrado que el uso de glucosa 

y/o glutamina como fuentes únicas de energía, pueden soportar el desarrollo in 

vitro de cigotos obtenidos in vivo hasta blastocisto, lo que indica que las rutas 

de utilización de la glucosa están activas durante todo el desarrollo (Petters et 

al., 1990). Por otra parte, Abeydeera (2002) propuso la utilización de un cultivo 

secuencial, donde utiliza el piruvato y lactato como sustratos energéticos 

durante las primeras 72 h de cultivo, y glucosa posteriormente. 

Aminoácidos 

La inclusión de aminoácidos en la formulación de medios para cultivo 

embrionario mejora el desarrollo embrionario in vitro en mamíferos (Edwards et 

al., 1998). Estudios con embriones de ovejas (Gardner et al., 1994), vacas 

(Steeves y Gardner, 1999) y humanos (Devreker et al., 2001) han demostrado 

que la inclusión de aminoácidos en el medio de cultivo incrementa tanto el 

desarrollo embrionario hasta la etapa de blastocisto como su viabilidad 

posterior. Los aminoácidos desempeñan un papel muy importante en el control 

de la osmolaridad (Biggers et al., 1993), regulan el pH intracelular (Abeydeera 

et al., 1999), funcionan como quelantes de metales pesados y como sustratos 

de energía (Rose-Hellekant et al., 1998), y también como precursores de 

proteínas y ácidos nucleicos (Hong et al., 2004). Adicionalmente, Hong et al. 

(2004) encontraron que el efecto de los aminoácidos es más benéfico cuando 

los medios de maduración se suplementan con gonadotropinas y factor de 

crecimiento epidermal (EGF). 
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La utilización de aminoácidos cambia durante el desarrollo embrionario (Lane y 

Gardner, 2007). Los aminoácidos no esenciales (alanina, tirosina, cisteína, 

glicina, prolina, serina) y la glutamina estimulan las divisiones en etapas 

tempranas de desarrollo hasta el estadio de 8 células y consecuentemente 

promueven la formación del blastocisto y su eclosión de la ZP (Gardner y Lane, 

1993; Lane y Gardner, 1997; Steeves y Gardner, 1999). Por otro lado, los 

aminoácidos esenciales (Isoleucina, leucina, lisina, metionina, treonina, 

triptófano, valina, histidina y fenilalanina) son necesarios para el desarrollo de la 

masa celular interna (Lane y Gardner, 2007). 

Amonio 

La utilización de aminoácidos en los medios de cultivo trae como consecuencia 

la generación de amonio (Gardner et al., 1994). Los medios de cultivo cuando 

son mantenidos a 37 °C y son suplementados con glutamina, ésta se degrada 

espontáneamente produciendo amonio (Lane y Gardner, 2007), el cual es 

toxico para los embriones ovinos (Gardner et al., 1994). La toxicidad del amonio 

ha demostrado que reduce significativamente la capacidad de implantación de 

los embriones incrementando la incidencia de reabsorciones embrionarias 

(Lane y Gardner, 2007). 

El amonio en el medio de cultivo puede afectar al desarrollo embrionario de dos 

formas: disminuyendo la producción de ATP (Gardner y Lane, 1993) y elevando 

el pH intracelular, ya que es una base débil (Baltz et al., 1991), contra lo cual el 

embrión no cuenta con ningún mecanismo de regulación. El deterioro de la 

calidad de un medio de cultivo ha sido asociado con un incremento de pH 

durante su almacenamiento, probablemente debido a una disminución de las 

concentraciones de H2CO3 y CO2 (Gordon, 1994). 

Los efectos perjudiciales del amonio se pueden eliminar sustituyendo la 

glutamina con dipéptidos estables como la alanil glutamina o glicil glutamina 

(Biggers et al., 2004a), los cuales proveen el efecto benéfico de la glutamina y 

no son tóxicos (Biggers et al., 2004b; Zander et al., 2006). 
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Macromoléculas 

Los medios de cultivo generalmente son suplementados con fuentes proteicas, 

como el suero y la albúmina sérica bovina (BSA). Las fuentes proteicas son 

importantes ya que: (1) reducen la embriotoxicidad de algunos suplementos del 

medio y productos del metabolismo embrionario, (2) son una fuente de 

nutrientes para los embriones en estadios de desarrollo tempranos, y (3) 

proporcionan factores de crecimiento que estimulan el desarrollo embrionario 

(Eckert y Niemann, 1995). Además pueden atrapar los iones de metales 

pesados u otros componentes tóxicos. Adicionalmente, los sueros tienen un 

efecto bifásico sobre el desarrollo de los embriones, ya que por un lado inhiben 

el desarrollo embrionario temprano, y por otro estimulan el desarrollo hasta 

blastocisto (Pinyopummintr y Bavister, 1991; Van Langendonckt et al., 1997). 

Por otra parte el suero en el medio de cultivo reduce significativamente la 

capacidad del embrión para implantarse (Anckaert et al., 2013). Además, en 

ovinos y bovinos frecuentemente induce el síndrome de descendencia grande 

(LOS). El LOS se caracteriza por el crecimiento excesivo y desarrollo anormal 

del feto, incrementando el peso de las crías al nacimiento, provocando 

distocias. La suplementación de los medios con suero también puede inducir 

alteraciones en la expresión génica (Young et al., 2001), perturbar el 

metabolismo de la energía (Thompson et al., 1995), ocasionar daños 

ultraestructurales en las mitocondrias (Abe et al., 2002) y una elevada 

acumulación de lípidos (Abe et al., 1999).  

2.2.4.2 Activación del genoma embrionario (EGA) y control de la 

embriogénesis  

El desarrollo temprano del embrión es un proceso complejo que incluye una 

serie de acontecimientos importantes del desarrollo, se divide en: maduración 

final de los ovocitos, formación del cigoto, activación del genoma embrionario e 

inicio de la diferenciación celular (Hamamah et al., 2012). Durante este proceso 

el control de la embriogénesis es realizado por información materna, el genoma 

embrionario y factores epigenéticos (Izquierdo, 1996). Se cree que las 



19 

modificaciones epigenéticas como la desmetilación del ADN y la remodelación 

de la cromatina son los pasos iniciales de la EGA, los cuales son seguidos por 

la activación de ARN polimerasa II (pol II) y una gama de factores de 

transcripción (Latham, 1999).  

Durante la ovogénesis, los ARNm y las proteínas utilizadas durante el primer 

período de desarrollo del embrión han sido sintetizados previamente en el 

ovocito durante su fase de crecimiento, por lo que el control o desarrollo de esta 

etapa es realizado por material de origen materno (Nath et al., 2012). El 

subsiguiente desarrollo embrionario es ya dependiente de la activación 

transcripcional del genoma embrionario (Nath et al., 2012) que pasará a 

controlar el desarrollo del embrión (Schultz, 1993). El control de la 

embriogénesis por parte del embrión se caracteriza por una serie de cambios 

importantes, tanto cuantitativos como cualitativos en el patrón de síntesis 

proteica (Crosby et al., 1988). 

El momento del cambio del control de la embriogénesis de las moléculas de 

origen materno al de moléculas transcritas a partir del genoma embrionario es 

distinto entre especies. En caprinos la activación del genoma embrionario se 

inicia en el estadio de 2 células y se completa en el de 8, hecho que se 

comprobó por la observación de que en los embriones caprinos de 2-4 células 

se activa la transcripción del ARNm (Chartrain et al., 1987), para otros autores 

la activación del genoma ocurre en el estadio de 8-16 células (Li et al., 2011). 

En cerdos el inicio de la síntesis de ARNm se presenta en el estadio de 4 

células (Freitag et al., 1988), mientras que en bovinos, ovinos y conejos se ha 

observado que la transición del genoma maternal al embrionario se produce en 

los estadios de 8 a 16 células (Cotton et al., 1980; Crosby et al., 1988; Telford et 

al., 1990; Jones y First, 1990). Según Crosby et al. (1988) la duración del primer 

ciclo mitótico en embriones ovinos es de 24 h, mientras que del 2o al 4o ciclo 

mitótico son más cortos aproximadamente de 12 h, en el 5º ciclo vuelve a ser 

de 24 h. La transición del genoma maternal al embrionario ocurre alrededor del 

cuarto ciclo celular (Crosby et al., 1988; Smith y Wilmut, 1989), coincidiendo con 
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la llegada del embrión al útero (Harper, 1982; Johnson y Everitt, 2007) y con el 

inicio de la compactación del embrión (Sakkas et al., 1989), cuando se produce 

el inicio de la mayor transcripción del ARNr de origen embrionario (Pivko et al., 

1995). 

La transición del control materno al embrionario parece ser especialmente 

sensible a condiciones adversas, el ARNm contenido en los ovocitos es 

afectado por la nutrición del animal (Pisani et al., 2008), edad de la hembra 

(Hamatani et al., 2004), diámetro del folículo (Caixeta et al., 2009), medio de 

cultivo (Saadeldin et al., 2011; Salhab et al., 2011), condiciones de cultivo in 

vivo o in vitro (Wells y Patrizio, 2008), apoptosis (Li et al., 2009) y la presencia 

de células del cúmulo (Adriaenssens et al., 2010). Además la composición de 

los medios es importante en la activación del genoma embrionario, el cual 

coincide con un incremento en la actividad metabólica (Rieger et al., 1992; 

Walker et al., 1996), síntesis de proteína (Frei et al., 1989), consumo de 

oxígeno y captación de carbohidratos (Thompson et al., 1996; Garcia-Garcia et 

al., 2007). Cuando las condiciones de cultivo no son las óptimas para que se 

inicie la transcripción del genoma embrionario se produce un bloqueo en el 

desarrollo (Barnes y Eyestone, 1990; Barnes y First, 1991; Van Soom et al., 

1992). En el ovino (Crosby et al., 1988) el bloqueo del desarrollo parece 

producirse en torno al estadio de 8-16 células. Las causas fundamentales de 

esta interrupción todavía no son del todo conocidas pero están asociadas a 

deficiencias en la transcripción del genoma embrionario y en la subsiguiente 

síntesis proteica, posiblemente debido a que el medio de cultivo utilizado no 

cuenta con los substratos necesarios para la síntesis de proteínas esenciales 

para el desarrollo del embrión (First y Parrish, 1987) y a un ambiente 

inadecuado para la transcripción asociado a los efectos tóxicos de los radicales 

de oxígeno intracelulares (Betteridge y Rieger, 1993). 

Ouhibi et al. (1990) señalan que la regulación del desarrollo de embriones 

preimplatacionales podría incluso depender de factores paracrinos que se 
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originan en el tracto reproductivo y estar influenciada por algunos factores 

autocrinos secretados por los propios embriones. 
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3. MOMENTO DEL CAMBIO DE CULTIVO EN UN MEDIO 

SECUENCIAL Y EL DESARROLLO TEMPRANO DE 

EMBRIONES OVINOS IN VITRO 

3.1 Resumen 

La eficiencia de la producción de embriones in vitro es baja. Probablemente uno 
de los factores en esta baja eficiencia es el tiempo al cual se realiza el cambio 
de cultivo en un medio secuencial. El objetivo de este estudio fue estimar el 
tiempo óptimo para el cambio de cultivo en un medio secuencial. Un total de 
1352 ovocitos calidad uno obtenidos de ovarios de ovejas sacrificadas en rastro 
fueron asignados aleatoriamente a uno de tres tratamientos: T1 (n=414) medio 
Cleavage durante las primeras 48 h y medio Blastocyst 120 h de cultivo; T2 
(n=421) medio Cleavage las primeras 60 h y Blastocyst las 108 h restantes; T3 
(n=517) medio Cleavage las primeras 72 h y Blastocyst las siguientes 96 h. El 
diseño experimental fue un completamente al azar donde la unidad 
experimental fue el embrión. Los ovocitos fueron madurados en medio TCM-
199 y fertilizados en medio Talp-Hepes. Las variables evaluadas fueron 
desarrollo, tamaño y calidad embrionaria. Los resultados fueron analizados 
mediante un análisis de varianza o regresión logística, según tipo de variable. El 
porcentaje de mórulas fue diferente (P=0.0005) entre tratamientos (60.63, 73.39 
y 66.92%) para T1, T2, T3, respectivamente), mientras que el porcentaje de 
blastocistos fue mayor (P=0.0001) en el T2 (32.54%) vs (13.77 y 16.63%, para 
T1, y T3, respectivamente). El tamaño de los embriones determinado en fase de 
mórula compacta fue diferente (P=0.016) entre T2 y T3 (149.60 ± 8.5 vs 145.56 
± 7.8 µm) y T1 (146.8 ± 6.1 µm) fue similar a T2 y T3. No se observaron 
diferencias entre tratamientos (P=0.89) en la calidad morfológica de los 
embriones. En conclusión el tiempo óptimo para realizar el cambio de cultivo en 
el medio secuencial usado bajo las condiciones de este estudio es a las 60 h. 
 

Palabras clave: embrión, fertilización in vitro, oveja. 
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TIME OF CHANGE IN A SEQUENTIAL CULTURE MEDIA AND 

EARLY SHEEP EMBRYO DEVELOPMENT IN VITRO  

3.2  Summary 

The efficiency of in vitro embryo production is low. A factor involve in this low 
efficiency is the time at which the change is performed in a sequential media. 
The aim of this study was estimate the optimal time to change culture in 
sequential media. One thousand three hundred and fifty two quality one oocytes 
obtained from slaughtered ewe ovaries were used and randomly assigned to 
one of three treatments: T1 (n=414) Cleavage medium during the first 48 hours 
and Blastocyst medium 120 h of culture; T2 (n=421) Cleavage medium the first 
60 h and Blastocyst the remaining 108 h, and T3 (n=517) Cleavage medium the 
first 72 h and Blastocyst the following 96 h. The experimental design was a 
completely randomized where the experimental unit was the embryo. The 
oocytes were matured in TCM-199 medium and fertilized in Talp-Hepes. The 
variables evaluated were development, size and embryo quality. The results 
were analyzed by analysis of variance or logistic regression, as it was required. 
The percentage of morulae was different (P=0.0005) between treatments 
(60.63, 73.39 and 66.92% for T1, T2, T3, respectively), while the blastocysts 
percentage was higher (P=0.0001) in T2 (32.5%) vs (13.8 and 16.6% for T1 and 
T3, respectively). The size of the embryos determined at compact morulae stage 
was different (P=0.016) between T2 and T3 (149.60 ± 145.56 vs 8.5 ± 7.8 µm) 
and T1 (146.8 ± 6.1 µm) was similar to T2 and T3. No differences between 
treatments (P=0.89) were observed in the morphological quality of the embryos. 
In conclusion, the optimum time to change culture in sequential media under the 
conditions used in this study is at 60 h. 

Keywords: embryo, in vitro fertilization, ewe. 
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3.3 Introducción 

La producción de embriones in vitro (PIV) es una de las biotecnologías 

reproductivas más importantes en la actualidad, sin embargo, su eficiencia es 

baja, probablemente debido a deficientes condiciones para el desarrollo 

embrionario resultando en embriones con alteraciones morfológicas y de 

expresión génica. A pesar de la baja eficiencia, la PIV se ha aplicado con éxito, 

logrando un aumento significativo en la población de animales genéticamente 

superiores (Wang et al., 2007). 

La PIV se ha utilizado como como herramienta para el estudio del desarrollo 

embrionario temprano (Bavister, 1995). Durante los primeros días de vida 

embrionaria ocurren cambios fundamentales que son determinantes para su 

posterior desarrollo (Bavister, 2000). Estos cambios incluyen la primera división 

mitótica (Lonergan et al., 1999), combinación de los genomas parentales 

(Bavister, 2000), activación del genoma embrionario, compactación, 

blastulación (Memili y First, 2000), alteraciones de las vías de generación de 

energía, activación de los mecanismos homeostáticos intracelulares, 

reorganización del citoplasma y organelos celulares (Bavister, 2000). Además, 

se presentan varios cambios morfológicos que deben incluir la expresión de 

genes derivados de genomas tanto de la madre como del embrión para permitir 

la compactación, la cavitación y la expansión del blastocele (Kidder, 1992).  

El medio de cultivo es fundamental para el óptimo desarrollo (Lonergan et al., 

2006; Lim et al., 2007) y posterior implantación (Wrenzycki et al., 2004) del 

embrión. Las condiciones de cultivo subóptimas in vitro pueden ocasionar el 

desarrollo de embriones incapaces de soportar el establecimiento de 

gestaciones o la criopreservación (Bavister, 2000). El objetivo de este estudio 

fue estimar el tiempo óptimo para el cambio de cultivo en un medio secuencial. 



38 
 

3.4 Materiales y métodos 

3.4.1 Localización 

La presente investigación se llevó a cabo en el Laboratorio de Reproducción 

Animal del Departamento de Zootecnia de la Universidad Autónoma Chapingo. 

Ubicado a 19° 32’ de Latitud Norte y 98° 53’ de Longitud Oeste, con respecto al 

meridiano de Greenwich, a una altitud de 2250 msnm. El clima es C(w)b(i´)g 

que corresponde a un clima templado, el más seco de los subhúmedos con 

lluvias en verano, poca oscilación térmica y temperatura media anual de 15 °C, 

con una distribución tipo Ganges y una precipitación promedio anual de 644.8 

mm (García, 1988). 

3.4.2 Tratamientos y diseño experimental 

El tratamiento a evaluar fue el efecto del momento en el cambio de cultivo sobre 

el desarrollo embrionario. Se estableció como tiempo de evaluación a partir de 

la fertilización de los ovocitos hasta 168 h después, tiempo de cultivo requerido 

para alcanzar el estadio de blastocisto. Los cigotos se asignaron aleatoriamente 

a uno de tres tratamientos evaluados. En el T1 los cigotos se cultivaron en 

medio Cleavage (Cook IVF, Brisbane, Australia) durante las primeras 48 h y 

posteriormente en medio Blastocyst (Cook IVF, Brisbane, Australia) las últimas 

120 h de cultivo. En el T2 los cigotos se cultivaron en medio Cleavage las 

primeras 60 h, posteriormente los embriones fueron cambiados al medio 

Blastocyst donde se incubaron durante las 108 h restantes. En el T3 los cigotos 

se cultivaron en medio Cleavage las primeras 72 h y posteriormente en medio 

Blastocyst para las siguientes 96 h. El diseño experimental fue un 

completamente al azar con 414, 421 y 517 repeticiones para los tratamiento 1, 2 

y 3, respectivamente en donde la unidad experimental fue el embrión. 
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3.4.3 Colección de ovarios 

Los ovarios se obtuvieron de ovejas inmediatamente después de haber sido 

sacrificadas en rastro. Después de separarlos del tracto reproductivo, los 

ovarios fueron colocados en solución salina fisiológica (NaCl al 0.9%) 

suplementada con 50 µg mL-1 de sulfato de gentamicina (Manokaran et al., 

2012; Wani et al., 2012) a una temperatura de 30 a 35 °C (Shirazi et al., 2012), 

y transportados al laboratorio en un período de tiempo menor a cuatro horas 

después de su obtención. En el laboratorio los ovarios se lavaron tres veces con 

solución salina fisiológica. 

3.4.4 Obtención de ovocitos  

Los ovocitos fueron obtenidos mediante punción y aspiración de folículos de 2 a 

6 mm de diámetro (Wang et al., 2012), utilizando una jeringa hipodérmica estéril 

de 12 mL con una aguja calibre 18 (18 X 38 mm). Se colocó en la jeringa 1 mL 

de medio de maduración (TCM 199, Anexo 1) suplementado con 50 µg mL-1 de 

sulfato de gentamicina (Özdas et al., 2013) y 50 UI de heparina/mL (Shirazi y 

Motaghi, 2013). Posteriormente, se realizó la búsqueda y evaluación de 

ovocitos con un microscopio estereoscópico (Leica S8APO). Se seleccionaron 

ovocitos con citoplasma homogéneo y rodeados de por lo menos tres capas de 

células de granulosa (Larocca et al., 2012; Wani et al., 2012), los cuales fueron 

lavados tres veces (Wang et al., 2012) en un medio para cultivo de tejidos 

(TCM-199; In Vitro, S. A.). 

3.4.5 Maduración in vitro (MIV) 

En una caja de 4 celdas (Nunc, Roskilde, Dinamarca) se depositaron de 20 a 30 

ovocitos por celda con 500 µL de medio para cultivo de tejidos TCM 199 

suplementado con: 10% de suero fetal bovino (SFB) (Biowest, Maymex), 5 µg 

mL-1 de FSH (Folltropin-V, Bioniche), 5 UI mL-1 de hCG (Chorulon, Intervet) (Bai 

et al., 2008) y 1 µg mL-1 de 17-β estradiol (Sigma, Méx.), el cual fue cubierto 

con 200 µL de aceite mineral (Sigma, Méx.). La incubación se realizó a 38.5 °C, 
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en atmosfera de 5% de CO2 y humedad a saturación, durante 24 h (García et 

al., 2009). 

Después de la MIV los ovocitos fueron colocados en una caja de Petri y 

desnudados utilizando una pipeta pasteur adelgazada (Larocca et al., 2012). 

Los ovocitos en metafase II fueron los que presentaron el primer cuerpo polar 

observados en un microscopio invertido (Nikon Eclipse TS100, Japan) a una 

magnificación de 400X (Álvarez et al., 2013). 

3.4.6 Fertilización in vitro (FIV) 

Posterior a la maduración, los ovocitos fueron lavados tres veces en gotas de 

50 µL de medio de fertilización TALP-Hepes, se formaron grupos de 30 a 40 

ovocitos y cada grupo fue colocado en 500 µL de medio de fertilización cubierto 

con 200 µL de aceite mineral (Morton et al., 2006) en cajas de cuatro celdas. En 

seguida, los ovocitos fueron incubados en una atmosfera de 5% de CO2 a 38.5 

°C y humedad a saturación, hasta la inseminación (Garcia-Garcia et al., 2007). 

La fertilización de los ovocitos se realizó con semen fresco y capacitado de un 

macho de fertilidad conocida. La capacitación del semen se llevó a cabo con 

una modificación mínima del método descrito por Ptak et al. (1999). El semen 

se mantuvo a temperatura ambiente en la obscuridad por 80 min después de su 

colección, se diluyó 1:1 con medio de fertilización y fue lavado dos veces por 

centrifugación a 500 g por tres minutos (Cortés, 2011). En seguida, el 

sedimento celular fue diluido en medio de fertilización, ajustando la 

concentración a 55 x 106 espermatozoides mL-1, adicionando 4.5 µL a cada 

pozo con los ovocitos. Los gametos se incubaron por 18 h, a 38.5 °C, 5% de 

CO2 y humedad a saturación (Wan et al., 2009). 

Los cigotos fueron evaluados 18 h después de la inseminación utilizando 

microscopía óptica de contraste de fases (Leica MD750) a magnificación de 

400X, considerando fertilizados los cigotos que presentaron la formación de dos 

pronúcleos y dos cuerpos polares (Masudul et al., 2011; Choi y He, 2013; 

Álvarez et al., 2013). 
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3.4.7 Cultivo embrionario in vitro (CIV) 

Después de la fertilización, a los cigotos resultantes se les removió con una 

pipeta Pasteur adelgazada los residuos de células de la granulosa y 

espermatozoides (Larocca et al., 2012).  

Para el CIV de los cigotos, se utilizaron cajas de cuatro celdas con 500 µL de 

medio Cleavage (Cook IVF, Brisbane, Australia) o medio Blastocyst (Cook IVF, 

Brisbane, Australia) cubiertos con 200 µL de aceite mineral (Accardo et al., 

2004). En el cuarto día (0 día de la fertilización) se suplementó el medio con 

10% de suero fetal bovino (Cocero et al., 2011; Shirazi et al., 2012).  

3.4.8 Variables respuesta  

Las variables respuesta fueron desarrollo embrionario, calidad y tamaño de los 

embriones. 

El desarrollo embrionario fue evaluado utilizando un microscopio invertido 

(Nikon Eclipse TS100, Japan) a las 24, 48, 72, 96 y 168 h después de la 

fertilización. En cada uno de los cinco periodos de observación se determinó el 

número de embriones en estadio de 2, 4, 8 y 16 blastómeros, mórula y 

blastocisto, y se calculó el porcentaje en cada uno de los estadios.  

La calidad de los embriones se determinó con base en los siguientes criterios 

(Stringfellow y Seidel, 1990): 

Calidad 1. Excelente. No existen defectos visibles, embrión compacto y 

esférico. Los blastómeros son claramente visibles, de color y estructura 

uniforme, y zona pelúcida intacta. 

Calidad 2. Bueno. El embrión tiene muy pocos blastómeros desprendidos de la 

masa celular, su forma es ligeramente irregular, presencia de pocas vesículas y 

pocos desechos celulares. 
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Calidad 3. Regular. El embrión presenta vesículas celulares, forma irregular, de 

color muy obscuro o muy claro, ligero agrietamiento de la zona pelúcida, 

blastómeros extruidos y desechos celulares. 

Calidad 4. Malo o no transferible. Embrión con una degeneración muy marcada, 

presenta rupturas de la zona pelúcida, forma muy asimétrica, color obscuro, 

descompactación, blastómeros extruidos, presencia de vesículas y clara 

degeneración. 

El tamaño de los embriones se midió utilizando un microscopio óptico de 

contraste de fases (Leica MD750) equipado con una cámara fotográfica. Para 

ello se utilizaron 52, 80 y 38 embriones del T1, T2 y T3 respectivamente y 

fueron medidos a las 120 h de cultivo, a una magnificación de 100X. 

3.4.9 Análisis estadístico 

Los datos de las variables categóricas, desarrollo y calidad morfológica de los 

embriones, fueron analizados mediante regresión logística, procedimiento 

CATMOD de SAS (SAS, 2013). El modelo utilizado fue el siguiente: 

    
             

               
 

 

Donde: 

  = Probabilidad de ocurrencia de un evento en relación a su ausencia. 

  = Base de los logaritmos naturales. 

βj = Coeficiente de regresión parcial, j = 0, 1 y 2. 

k = Efecto del k-ésimo tratamiento, k =1, 2 y 3. 

 

El análisis del tamaño de los embriones consistió en dos fases, primero se 

comprobó la existencia de normalidad de la información mediante la prueba de 

Shapiro-Wilk. La información se analizó a través de análisis de varianza de una 
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sola vía ajustando un modelo lineal con el efecto del tratamiento como único 

criterio de clasificación y con diferente número de repeticiones por tratamiento, 

empleando el procedimiento estadístico GLM de SAS (2013). Las medias de 

tratamientos se compararon con la prueba de Tukey. El modelo usado fue: 

 

                

Donde: 

   = El tamaño del embrión en el i-ésimo tratamiento y j-ésima 
repetición. 

 = La media poblacional. 

  = Efecto del i-ésimo tiempo de cambio del medio de cultivo 
(tratamiento), i = 48 h, 60 h y 72 h. 

   = Efecto residual (    
 ). 

 

3.5 Resultados y discusión 

3.5.1 Maduración y fertilización in vitro 

Se obtuvo un 80% (195/243) de maduración, similar al 82% (Shirazi et al., 

2007), 84% (Accardo et al., 2004) y 86% (Mossa et al., 2008). El alto porcentaje 

de maduración pudiera ser atribuido a la presencia de células del cúmulo que 

rodean a la zona pelúcida, ya que en estudios previos se ha encontrado que la 

proporción de ovocitos que no maduran es debido a la ausencia de células del 

cúmulo (Das et al., 1997). Otra de las posibles causas, es la suplementación 

con suero fetal bovino del medio de maduración, favoreciendo la expansión de 

las células del cúmulo y la producción de diversos factores que promueven el 

reinicio de la meiosis (Sanbuissho y Threlfall, 1989; Lee et al., 1996). 

Por otra parte, el porcentaje elevado de maduración puede atribuirse a una 

alteración del metabolismo de las células del cúmulo y a la reanudación de la 

meiosis, mediante la interrupción de las sustancias inhibidoras a través de 

uniones gap en los ovocitos debido a la suplementación de gonadotropinas y 
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estradiol (Totey et al., 1992). Sirard et al. (1988) y Weimer et al. (1991) 

encontraron porcentajes de maduración in vitro superiores a 90% usando 

medios suplementados con SFB, FSH, LH y estradiol. 

El porcentaje de fertilización fue 88% (172/195), resultados inferiores han sido 

reportados en diversos estudios: 80% (Hollinshead et al., 2004; Wan et al., 

2009), 82% (Accardo et al., 2004; Leoni et al., 2007) y 84.1% (Shirazi y Motaghi, 

2013). Sin embargo, Wang et al. (2007) obtuvieron un 100% de fertilización con 

ovocitos de cabras, usando como medio de maduración TCM-199, 

suplementado con EGF+FSH ó SFB ó SFB+FSH, y sólo 71.6% cuando se 

suplementó solamente con FSH. Lo anterior indica que las condiciones en que 

se realiza la maduración son importantes para alcanzar altos porcentajes de 

fertilización in vitro. 

3.5.2 Desarrollo embrionario in vitro  

En general, el desarrollo embrionario obtenido hasta las etapas de dos, cuatro y 

ocho blastómeros fue 78.14, 76.13 y 73.23% respectivamente, superiores a lo 

encontrado en estudios que reportan 73.58, 58.77 y 41.22% (Sreenivas et al., 

2013) de desarrollo para dos, cuatro y ocho blastómeros respectivamente al 

utilizar el medio CR1aa suplementado con SFB. El desarrollo embrionario 

elevado obtenido en el presente trabajo puede ser debido a que el medio 

secuencial proporcionó los elementos necesarios para las diferentes etapas de 

desarrollo del embrión, que cambian de los estadios de desarrollo tempranos a 

los tardíos (Garcia-Garcia et al., 2007).  

La composición de los medios de cultivo es importante en la activación del 

genoma embrionario, que coincide con un incremento en la actividad metabólica 

(Rieger et al., 1992; Walker et al., 1996), implicando, mayor síntesis de proteína 

(Frei et al., 1989), consumo de oxígeno y aprovechamiento de carbohidratos 

(Thompson et al., 1996; Garcia-Garcia et al., 2007) por el embrión. 

El desarrollo hasta la etapa de 16 células (Cuadro 1) fue inferior (P=0.023) 

cuando se realizó el cambio de medio de cultivo a las 48 h con respecto a los 
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que no se cambiaron de medio de cultivo (64.0 vs 72.3%). El porcentaje de 

desarrollo embrionario cuando no se realizó cambio de cultivo, es similar al 

reportado por Wan et al. (2009) en ovinos, quienes indicaron que 73.6 y 72.5% 

de los ovocitos se desarrollaron hasta 16 células al utilizar los medios SOF y 

CR1, respectivamente, y es superior al 47.5% estimado a las 48 h de cultivo por 

Garcia-Garcia et al. (2007), utilizando los medios secuenciales G1.3/G2.3 para 

el desarrollo de embriones de ovino. En consecuencia, podemos especular que 

el medio de cultivo Blastocyst no proporcionó un ambiente óptimo en estadios 

de desarrollo temprano. En ovinos la activación del genoma embrionario ocurre 

cuando el embrión se desarrolla de 8-16 células (Crosby et al., 1988), así 

realizar el cambio de cultivo a las 48 h puede afectar negativamente la 

activación del genoma embrionario y su capacidad para continuar su desarrollo 

normal. 

Cuadro 1. Porcentaje de ovocitosz que se desarrollaron hasta 16 células con 
cambio del medio de cultivo a 48 h y sin cambio de medio de cultivo. 

Medio de 
Cultivo 

No de  
ovocitos 

No de cigotos en 
16 células 

Porcentaje de 

desarrollo ( ̅ ± EE) 

Con cambio 414 265 64.01±2.36ª 

Sin cambio 938 678 72.28±1.46b 

z
Medias sin una letra en común, dentro de columna, son diferentes (P<0.05). 

El desarrollo embrionario hasta mórula fue diferente (P=0.0001) entre los tres 

tratamientos (Cuadro 2). Los resultados obtenidos son similares a los 

reportados por Wan et al. (2009) durante el cultivo in vitro de embriones en 

ovejas, quienes obtuvieron 69.1 y 68.0% de mórulas al utilizar medio continuo 

SOF y CR1, respectivamente. Así mismo, Morton et al. (2005) obtuvieron 68.1% 

de mórulas en embriones ovinos realizando el cambio de cultivo a las 72 h 

utilizando los medios secuenciales Cleavage/Blastocyst. En bovinos, Cevik et 

al. (2009) al utilizar los medios secuenciales G1.3/G2.3 obtuvieron 32% de 

mórulas, realizando el cambio de cultivo a las 72 h. La variabilidad en los 

resultados muestra las distintas condiciones en que se llevaron a cabo los 
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estudios, así como el uso de diferentes medios de cultivo, por lo que es 

recomendable buscar alternativas para mejorar la eficiencia obtenida.  

Cuadro 2. Porcentaje de ovocitosz desarrollados hasta mórula a diferente 
tiempo en el cambio de medio de cultivo. 

Cambio del medio 
de cultivo (h) 

No de  
ovocitos 

No de  
mórulas 

Porcentaje de 

desarrollo ( ̅ ± EE) 

48  414 251 60.63±2.40ª 

60  421 309 73.39±2.15b 

72  517 346 66.92±2.07c 

z
Medias sin una letra en común, dentro de columna, son diferentes (P<0.05). 

El porcentaje de ovocitos que desarrollaron hasta blastocisto fue similar 

(P=0.22) cuando el cambio de cultivo se llevó a cabo a las 48 y 72 h, pero fue 

superior (P=0.0001) cuando el cambio se realizó a las 60 h (Cuadro 3). 

El porcentaje de blastocistos obtenido en este estudio es similar al estimado por 

Morton et al. (2005) en ovinos, quienes al utilizar los medios secuenciales 

Cleavage/Blastocyst obtuvieron 33.6% de ovocitos desarrollados hasta 

blastocisto, cuando se realizó el cambio de cultivo a las 72 h. Resultados 

superiores se reportaron por Hollinshead et al. (2004) en ovinos utilizando 

medios secuenciales Cleavage/Blastocyst obteniendo un 47.9% de blastocistos 

realizando el cambio de medio de cultivo a las 96 h, mientras Lane et al. (2003) 

en bovinos, utilizando los medios secuenciales G1.2/G2.2 y medio continuo 

Menezo B2 obtuvieron 21.4 y 26.7% de ovocitos que se desarrollaron hasta 

blastocisto. En forma similar Cevik et al. (2009) en bovinos, al utilizar los medios 

G1.3/G2.3 y realizando el cambio de medio de cultivo a las 72 h reportaron 17% 

de blastocistos. Garcia-Garcia et al. (2007) en ovinos al comparar el desarrollo 

embrionario en los medios secuenciales G1.3/G2.3 realizando el cambio de 

medio de cultivo a las 72 h, reportaron 21.5% de blastocistos. Sin embargo, en 

humanos al utilizar los medios G1/G2, Macklon et al. (2002) generaron 40% de 

blastocistos realizando el cambio de medio de cultivo a las 72 h, de igual forma 
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Paternot et al. (2010), al emplear los medios secuenciales Sydney IVF 

Fertilization/Sydney IVF Cleavage, obtuvieron 49% de blastocistos. 

Cuadro 3. Porcentaje de ovocitosz que se desarrollaron hasta blastocisto 
expandido a diferente tiempo en el cambio de medio de cultivo. 

Cambio del medio 
de cultivo (h) 

No de  
ovocitos 

Blastocistos 
expandidos 

Porcentaje de 

desarrollo ( ̅ ± EE) 

48 414 57 13.77±1.69ª 

60 421 137 32.54±2.28b 

72 517 86 16.63±1.64ª 

z
Medias sin una letra en común, dentro de columna, son diferentes (P<0.05). 

Los resultados del presente estudio indican que el tiempo en el que se lleva a 

cabo el cambio de medio de cultivo durante el desarrollo embrionario influye en 

la producción de blastocistos. Previamente otros autores han señalado que 

cuando las condiciones de cultivo no son las óptimas para que se inicie la 

transcripción del genoma, se produce un bloqueo en el desarrollo embrionario 

(Barnes y Eyestone, 1990; Barnes y First, 1991; Van Soom et al., 1992). La 

transcripción del genoma del embrión es una expresión de su ADN que ocurre 

durante el estadio de 8-16 células, y es considerado como un período muy 

sensible de la vida del embrión (Eyestone y First, 1991). 

En el presente estudio el período correspondiente a la transcripción del genoma 

fue superado (Cuadro 2) pues los embriones se desarrollaron hasta la fase de 

mórula. Sin embargo, la producción de blastocistos fue considerablemente baja. 

Parece razonable suponer que las condiciones del medio de cultivo pueden 

afectar los mecanismos necesarios para activar tanto la compactación de las 

células como la formación del blastocele (Garcia-Garcia et al., 2006). Por otra 

parte, nuestros resultados indican que el medio Blastocyst suplementado con 

SFB al 10% 96 h después del inicio del cultivo, puede aumentar la producción 

de blastocistos, lo cual es consistente con Cognie (1999) en ovinos y 

Nedambale et al. (2004) en bovinos. En general los resultados muestran que la 

suplementación del medio de cultivo con SFB beneficia el desarrollo de los 
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embriones ovinos en etapas posteriores. Así mismo, Thompson et al. (1998) 

señalan que la inclusión de suero fetal bovino mejora la producción de 

blastocistos y estimula su expansión (Nedambale et al., 2004). 

En general, el desarrollo de embriones ovinos in vitro se puede lograr en 

medios secuenciales Cleavage/Blastocyst aunque se requieren algunas 

modificaciones en el sistema de cultivo para mejorar la eficiencia y calidad de 

los embriones posteriores. El desarrollo de medios específicos enfocados a 

proporcionar las condiciones en que se desarrolla el embrión in vivo de cada 

especie facilitará el éxito de la embriogénesis in vitro. 

3.5.3 Calidad morfológica embrionaria  

Los embriones de 2 y 4 blastómeros fueron excluidos para el análisis de la 

calidad embrionaria. Esto por carecer del criterio de calidad embrionaria el cual 

indica que los embriones deben tener un estadio de desarrollo relacionado con 

su edad (Stringfellow y Seidel, 1990). 

A las 120 h de cultivo la calidad de los embriones en estadio de mórula fueron 

similares (P=0.89) en los diferentes tiempos de cambio de medio de cultivo 

(Cuadro 4). En general, se observó la presencia de vesículas en el citoplasma 

de los blastómeros, característica de los embriones de calidad 3 (Stringfellow y 

Seidel, 1990). La presencia de vesículas comúnmente se incrementa en 

embriones ovinos producidos in vitro, así como también se eleva la incidencia 

de gotas de lípidos al suplementar los medios de cultivo con SFB, ello 

aparentemente se atribuye a un metabolismo insuficiente de las mitocondrias 

(Pivko et al., 2003). 
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Cuadro 4. Efecto del momento de cambio de cultivo sobre la calidad 
morfológica de mórulas de ovinos. 

Cambio de 
medio de 
cultivo (h) 

Embriones 
evaluados 

Calidad embrionaria  

1 
N, % 

2 
N, % 

 

3 
N, % 

4 
N, % 

48 56 12 (21) 11 (20) 22 (39) 11 (20) 

60 48 15 (31)   7 (15) 18 (37)   8 (17) 

72 50 12 (24)   9 (18) 17 (34) 12 (24) 

Probabilidad 0.50 0.79  0.85 0.66 

 

Algunas investigaciones se han enfocado en el estudio morfológico durante los 

tres primeros días de desarrollo embrionario (Staessen et al., 1992; Giorgetti et 

al., 1995; Ziebe et al., 1997), sin embargo, desde un punto de vista biológico, la 

valoración morfológica de embriones ovinos en este momento puede no ser 

idónea, dado que el genoma embrionario permanece inactivo hasta el estadio 

de 8 células (Crosby et al., 1988).  

Otros estudios indicaron que la calidad de los embriones afecta (p>0.05) la 

supervivencia de embriones producidos in vivo o in vitro (Farin y Farin, 1995), 

ya que la presencia de fragmentos embrionarios compromete su viabilidad 

(Giorgetti et al., 1995). Así mismo, Pomar et al. (2005) realizaron un estudio en 

diferentes especies (equino, porcino, ovino, caprino y vacuno), y observaron 

que el porcentaje de células dañadas por blastocisto fue menor en los 

embriones producidos in vivo en todas las especies, presentándose en ovinos 

solamente 2% de células dañadas en los embriones producidos in vitro. Por otro 

lado, Cui et al. (2004) señalan que la suplementación de los medios de cultivo 

con SFB reduce la viabilidad embrionaria aumentando la fragmentación del 

ADN, dando como resultado una formación reducida de blastocistos. 
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3.5.4 Tamaño de los embriones 

El tamaño de los embriones en fase de mórula compacta sólo fue diferente 

(P=0.02) entre T2 y T3 (Cuadro 5), obteniéndose el mayor diámetro cuando el 

cambio de cultivo fue a las 60 h. En otros trabajos se ha encontrado una 

diferencia significativa en el número de células a favor de los embriones con 

mayor diámetro (O'Hara et al., 2014). Una relación positiva entre el diámetro del 

embrión y el número de células ha sido demostrada en estudios previos (Mori et 

al., 2002; Hoelker et al., 2006). 

Cuadro 5. Efecto del momento de cambio de cultivoz sobre el tamaño de 
mórulas de ovinos. 

Cambio del medio 
de cultivo (h) 

Número de 
embriones 

Tamaño, µm 

( ̅ ± EE) 

48 52 146.80±0.84ab 

60 80 149.60±0.96a 

72 38 145.56±1.25b 

z
Medias sin una letra en común, dentro de columna, son diferentes (P<0.05). 

En general, el tamaño de los embriones no difirieron (P>0.05) en el diámetro 

cuando se realizó el cambio de cultivo a las 48 h vs 60 y 72 h (Cuadro 5). Esto 

se debe, posiblemente a que se utilizaron ovocitos de similar calidad (Calidad 1) 

en los diferentes tratamientos. Sin embargo, en embriones bovinos producidos 

in vivo mediante superovulación, Betteridge et al. (1980) estimaron una enorme 

variabilidad en el diámetro de los embriones (Día 14: 0.226-57 mm, Día 16: 

0.232-150 mm), aun en embriones dentro de la misma donadora (Día 14: 4-40 

mm). Similar variabilidad (2-225 mm) fue encontrada por Hawk et al. (1955) en 

el día 31 en vacas con ovulación natural. 

Según Goff (2002) el tamaño de embrión es importante para evitar la luteólisis, 

ya que embriones pequeños no producirán suficiente interferón tau (IFNτ), 

responsable del reconocimiento de la gestación en rumiantes (Bazer, 2013) y 

cuya producción está asociada a la elongación del trofoblasto. La elongación 
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rápida del trofoblasto es imprescindible para una mayor síntesis de IFNτ, ya que 

su ARNm sólo se observa en las células trofoblásticas extraembrionarias y es 

casi inexistente en otras partes del embrión (Farin et al., 1989; Guillomot et al., 

1990). 

3.6 Conclusión 

El desarrollo embrionario in vitro en el medio secuencial Cleavage y Blastocyst 

hasta el estadio de 16 células, mórula y blastocisto es superior cuando se 

realiza el cambio de medio de cultivo a las 60 h. 
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4. APÉNDICES 

Apéndice 1. Composición del medio TCM-199. 

Componente* Concentración, 
mM 

NaCl 116.35 

KCl 5.36 

CaCl2 1.80 

Lactato de calcio  8.75 

MgSO4 0.81 

NaHCO3 25.07 

NaH2 PO4  1.01 

Glucosa 3.05 

Cafeína 3.60 

Piruvato de sodio 0.90 

Penicilina G                10000 UI/100 mL 

*Lista parcial de componentes del medio TCM-199 (In vitro S.A. # de catálogo 

ME-046). 
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Apéndice 2. Composición del medio TALP-Hepes. 

Componente Concentración, 
mM 

NaCl 114.0 

KCl 3.2 

CaCl2 2.0 

MgCl2 6H2O 0.5 

NaHCO3 2.0 

NaH2 PO4 H2O 0.4 

Glucosa 5.0 

Lactato de sodio 10.0 

Piruvato de sodio 0.1 

Hepes 240 mg/100 mL 

Penicilina G 10000 UI/100 mL 

Rojo fenol 1 mg/100 ml 

BSA 3 mg/100 mL 

*In vitro S.A. # de catálogo F-15. 
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Apéndice 3. Componentes del medio Cleavage. 

Componente Concentración, 
mM 

NaCl * 

KCl 
Fosfato de potasio 
Agua purificada 
Bicarbonato de sodio 

* 
* 
* 
* 

Sulfato de magnesio 
Cloruro de magnesio 
Albumina sérica humana 

* 
* 
* 

Pantotenato de calcio * 
Lactato de calcio * 
D-Glucosa * 

Piruvato de sodio * 

Glutamina estabilizada * 

L-taurina 
L-alanina 
L-arginina 
L-treonina 
L-triptófano 
L-valina 
L-tirosina 

* 
* 
* 
* 
* 
* 
* 

L-asparagina monohidratada * 

L-ácido aspártico * 

Glicina 
L-cistina 
L-acido glutámico 
L-histidina 
L-Isoleucina 
L-lisina 
L-metionina 
L-fenilalanina 

* 
* 
* 
* 
* 
* 
* 
* 

L-prolina * 

L-serina * 

EDTA * 

Gentamicina * 

*Información no proporcionada por el fabricante (COOK MEDICAL, 
AUSTRALIA, # de catálogo K-SICM-20, G20720). 
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Apéndice 4. Componentes del medio Blastocyst. 

Componente Concentración, 
mM 

NaCl 
Lactato de calcio 
Cloruro de magnesio 
Sulfato de magnesio 
Cloruro de potasio 
Fosfato de potasio 
Agua purificada 
Bicarbonato de sodio 
Piruvato de sodio 
Pantotenato de calcio 

* 
* 
* 
* 
* 
* 
* 
* 
* 
* 

D-Glucosa * 

Glutamina estabilizada * 

L-taurina * 
L-asparagina * 
L-ácido aspártico * 

Glicina 
L-acido glutámico 
Albumina sérica humana 
L-alanina 

* 
* 
* 
* 

L-prolina * 

L-serina * 

L-arginina * 

L-cisteína * 

L-histidina * 

L-isoleucina * 

L-leucina * 

L-lisina * 

L-metionina * 

L-fenilalanina * 

L-treonina * 

L-triptófano * 

L-tirosina * 

L-valina * 

Gentamicina * 

*Información no proporcionada por el fabricante (COOK MEDICAL, 
AUSTRALIA, # de catálogo K–SIBM-20, G20722). 

 


