https://doi.org/10.22319/rmcp.v11i1.4757

Articulo

Produccion in vitro de embriones porcinos con el uso de un sistema de medios
de cultivo quimicamente semi-definidos

David Urban Duarte @
Horacio Alvarez Gallardo 2
Sandra Pérez Reynozo ?

José Fernando De la Torre Sanchez

2 Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), Centro
Nacional de Recursos Genéticos. Blvd. de la Biodiversidad N° 400, Tepatitlan de Morelos, Jalisco.
CP 47600, México.

b INIFAP, oficinas centrales. Ciudad de México, México.

* Autor de correspondencia: delatorre.fernando@inifap.gob.mx

Resumen:

El objetivo del estudio fue determinar el efecto de un sistema de medios de cultivo desarrollado en
laboratorio, denominado Sistema de Medios para Cerdo (PMS por sus siglas en inglés), sobre la
produccion in vitro de embriones porcinos. En el primer ensayo, los complejos ovocito-células del
cumulo (COCs) fueron madurados, fertilizados y cultivados en PMS suplementado con albdmina
sérica bovina (en inglés, BSA), y en un medio desarrollado por la Universidad de Carolina del
Norte-23 (NCSU-23 por sus siglas en inglés) suplementado con fluido folicular hasta la evaluacion
de blastocisto. En el segundo ensayo, la maduracion y cultivo fueron realizadas en PMS con BSA
o0 alcohol polivinil (PVA en inglés) en un arreglo factorial 2x2 (PMS-BSA/BSA, PMS-BSA/PVA,
PMS-PVA/PVA, PMS-PVA/BSA). EI PMS tuvo un efecto positivo sobre el nimero de células
totales (58.04) y la disminucién de lipidos totales (49.4 %) con respecto al medio NCSU-23 (37.98
y 59.2% respectivamente; P<0.05). el porcentaje de fertilizacion monoespérmica fue
significativamente mas baja (42.3 %; P<0.05) cuando los ovocitos fueron madurados en PMS-BSA
comparado con PMS-PVA (52.6 %). La suplementacion de BSA en el PMS para cultivo
embrionario, incremento el desarrollo hasta blastocisto y el nimero de células del blastocisto, y
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disminuyd los lipidos totales (36.8 %, 46.9 y 49.6 % respectivamente; P<0.05), en comparacion
con la suplementacion de PVA en el PMS para cultivo embrionario. Estos resultados sugieren que
el sistema de medios de cultivo desarrollados por el Centro Nacional de Recursos Genéeticos
(CNRG), tienen un efecto favorable sobre el nimero de células totales y disminuyen los lipidos
totales de blastocistos porcinos producidos in vitro.
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Introduccion

Durante muchos afios, la produccion in vitro de embriones porcinos ha sido objeto de estudio de
multiples investigaciones, y si bien actualmente varios grupos de investigadores estan trabajando
en esta técnica, la tasa de éxito sigue siendo baja, especialmente en comparacion con otras
especies®. Ello dificulta los avances en la implementacion de esta técnica en las unidades de
produccién, lo cual limita su uso a los fines de investigacion.

La baja tasa de desarrollo de embriones porcinos producidos in vitro puede deberse a condiciones
de cultivo inadecuadas y a la elevada incidencia de la poliespermiat*?®). Actualmente, el medio
estandar para producir embriones in vitro es el de la Universidad de Carolina del Norte (NCSU)-
23 0 el NCSU-27, suplementado con liquido folicular para la maduracién (medio quimicamente
indefinido)®.

Un medio de cultivo definido o semi-definido elimina los factores desconocidos presentes en los
materiales bioldgicos, tales como el liquido folicular, el suero bovino fetal o la albimina sérica, y
el uso de estos medios para la produccion in vitro de embriones han logrado avances importantes.
Ademas, el uso de medios definidos y semi-definidos facilita la evaluacion fisioldgica de sustancias
en la maduracion, la fertilizacion y el desarrollo embrionario; incrementa la confiabilidad de los
medios y permite una alta repetibilidad y reproducibilidad de los resultados®. Algunos sustratos
pueden remplazar los materiales bioldgicos en los medios de cultivo; ejemplos de estos son el
alcohol polivinil (PVA), el acido hialurénico, la albumina sérica bovina (BSA) libre de acidos
grasos, la albimina recombinante y el suero sintético.

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de un sistema de medios de cultivo semi-

definidos desarrollado en el Centro Nacional de Recursos Genéticos (CNRG), denominado Sistema
de Medios para Cerdos (PMS), en la produccion in vitro de embriones porcinos.
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Material y metodos

El estudio se llevé a cabo en el CNRG, en el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales
Agricolas y Pecuarias (INIFAP) ubicado en Tepatitlan de Morelos, Jalisco, México. Se desarrollo
un sistema de medios de cultivo semi-definidos llamado PMS para la produccion in vitro de
embriones porcinos que consiste en las siguientes soluciones: medio de lavado pre-maduracion de
ovocitos (H-PMS-M), medio de maduracién (PMS-M), medio de lavado pre-fertilizacion de
ovocitos (H-PMS-F), medio de fertilizacion (PMS-F), medio de pre-cultivo embrionario 1 para
lavado de cigotos (H-PMS-E1), medio de cultivo embrionario 1 (PMS-E1), medio de pre-cultivo
embrionario 2 para lavado de (H-PMS-E2) y medio de cultivo embrionario 2 (PMS-E2) (Cuadro
1). EI PMS se suplementd con 0.4% de BSA libre de &cidos grasos. Todas las sustancias quimicas
utilizadas en este estudio se adquirieron en la compafiia Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Los
medios de cultivo se prepararon utilizando agua ultra-pura. La osmolaridad de los medios fue de
entre 270 y 290 miliosmoles (mOsm), y el pH se ajust6 a 7.4.

Cuadro 1: Composicidon de los medios de cultivo PMS para la produccién in vitro de embriones

porcinos
Componente H-PMS- H-PMS- PMS-
(mM) M PMS-M  H-PMS-F  PMS-F £1 PMS-E1 H-PMS-E2 2
NaCl 100 94 97 94 100 94 100 94
KCI 10 10 10 10 10 10 10 10
KH2PO4 1.2 1.2 - - 1.2 1.2 1.2 1.2
MgSO4 7H20 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Glucosa 5.6 5.6 5.6 5.6 - - 5.6 5.6
Alanina- 1.9 1.9 1.9 1.9 1.9 1.9 1.9 1.9
Glutamina
Arginina 0.104 0.104 0.104 0.104 0.104 0.104 0.104 0.104
NaHCOs 5 25 5 25 5 25 5 25
HEPES 20 - 20 - 20 - 20 -
Piruvato de Na - - 2 2 0.33 0.33 - -
Lactato de Na - - - - 4.5 4.5 - -
Melatonina (uM)  0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
CaCl2 2H20 1.7 1.7 7 7 1.7 1.7 1.7 1.7
Cafeina - - 2 2 - - - -
Taurina 7 7 - - 7 7 7 7
Hipotaurina 5 5 - - 5 5 5 5
AANE* ml/L 10 10 10 10 10 10 10 10
AAE* ml/L - 20 - - - - 20 20
B-mercaptoetanol ~ 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
Cisteina - 0.6 - - - - - -
EGF* (ng/ml) - 10 - - - - - -
Osmolaridad 287 286 283 287 291 289 288 286

* AANE= aminoéacidos no esenciales; AAE= aminoacidos esenciales; BSA= alblimina de suero bovino; FCE= Factor de
crecimiento epidérmico.
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Recoleccion de ovocitos y su maduracion in vitro

Se obtuvieron ovocitos de ovarios recolectados de cerdas nuliparas en el rastro local y se les
transporto en una solucién salina al 0.9%, a una temperatura de 35 °C. Foliculos ovéricos de entre
3y 6 mm fueron recolectados y aspirados con una aguja de calibre 18 y una jeringa de 10 ml. Se
seleccionaron los COCs con una masa compacta de celulas del cimulo y un citoplasma
uniformemente granulado y oscuro, los cuales se lavaron en H-PSM-M. Los COCs se cultivaron
en 1 ml de medio de maduracion en una placa de Petri de cuatro depdsitos (Nunc, Roskilde,
Dinamarca) durante 22 h con 0.5 pg/ml de LH, 0.5 pg/ml de FSH y 1 milimol (mM) de dibutiril-
cAmp, y posteriormente, durante 22 h en el mismo medio, pero sin hormonas ni dibutiril-cAmp, a
una temperatura de 38.5 °C con 5% de COz en el aire.

Fertilizacion in vitro

Después de la maduracion, 30 COCs fueron colocados en 90 ul de medio de fertilizaciéon y
cubiertos con aceite mineral hasta la fertilizacion. Se descongelé semen congelado durante 30 seg
en agua a 37 °C y se centrifug6 (700 xg por 20 min) en gradiente de Percoll 45/90. El paquete
celular de espermatozoides fue resuspendido y lavado por centrifugacion (400 xg por 5 min) con
un medio de fertilizacion. Los COCs se cultivaron durante 3 h con los espermatozoides a una
concentracion final de 5x10° células/ml a una temperatura de 38.5 °C con 5% de CO; en el aire.

Cultivo embrionario

Los presuntos cigotos fueron retirados del medio de fertilizaciéon y lavados, y 10 cigotos se
colocaron en 90 ul de un medio de cultivo temprano y cultivados durante 48 h a una temperatura
de 38.5 °C con 5% de CO», 5% de O2 y 90 % de N». Posteriormente se transfirieron los embriones
a un medio de cultivo tardio, donde permanecieron durante 120 h bajo las condiciones anteriores.

Evaluacion de la maduracion nuclear, activacion y fertilizacion

Después de la maduracion algunos ovocitos fueron retirados de las células del cimulo y fijados
con 25% (v/v) de &cido acético y etanol durante 48 a 72 h. Las muestras se tifieron con aceto-
orceina al 1% (wi/v) y el porcentaje de ovocitos maduros (ovocitos en metafase 11 y primer cuerpo
polar formado) se evalud con un microscopio de campo claro. Diez horas después de la fertilizacion
algunos presuntos cigotos fueron retirados de las células del camulo, fijados, tefiidos y evaluados,
como se menciono. Las variables medidas fueron: porcentaje de ovocitos penetrados (la proporcion
del total de ovocitos que tienen el pronucleo femenino y uno o varios nucleos espermaticos
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penetrados o pronucleos masculinos; se considerd a los pronucleos con cola espermética como
masculinos); monoespermia (la proporcion de ovocitos con penetracion monoespermaética que
tenian un prondcleo femenino y un masculino); poliespermia (la proporcion de ovocitos con un
solo pronucleo femenino y mdaltiples nucleos espermaticos penetrados o prondcleos masculinos),
y formacion de prondcleos masculinos (la proporcion de ovocitos con formacion de pronudcleos
masculinos).

Evaluacién del desarrollo embrionario

Se evaluaron las siguientes variables del desarrollo embrionario: porcentaje de embriones divididos
a las 48 h y desarrollo de blastocistos a las 120 h por observacién bajo microscopio invertido
(200X); se conto el numero total de celulas de blastocistos utilizando la tincion Hoechst-33342 en
un microscopio Eclipse 200 equipado con fluorescencia a una longitud de onda de entre 330 y 380
nm (Nikon Corp., Tokio, Japon).

Cuantificacién de lipidos

Los lipidos en el citoplasma de los blastocistos se cuantificaron utilizando el colorante Sudan-
Black B . Los embriones fueron fijados en una solucion de formalina al 70% (v/v) durante al menos
2 h. Posteriormente los embriones se lavaron en agua ultra-pura durante 1 min y, después, en una
solucion de etanol al 50% (v/v) durante 2 min. Los embriones se tifieron con Sudan-Black B al 1%
(w/v) en etanol al 70% durante 30 seg a 1 min, lavados tres veces en una solucion de etanol al 50%
(v/v) durante 5 min, y montados en una lamina con glicerol. Se fotografié cada embrién con un
microscopio invertido (Leica, DM IL-LED; camara Leica, DFC295; se enfocé la parte ecuatorial
del embridn). Las imagenes se digitalizaron y analizaron con el software ImageJ®. El porcentaje
de lipidos se expresd como valores relativos con respecto al area ocupada por los lipidos tefiidos
del area total del embrién. Como unidad experimental se consider6 cada embrion tefiido, y el
espacio ocupado por los lipidos se expreso en porcentajes.

Disefio experimental

Ensayo 1. Efecto del PMS en la produccién in vitro de embriones porcinos. Los COCs fueron
lavados con los medios H-PMS-M o NCSU-23 (a los que se afiadio liquido folicular)® y
madurados en los medios PMS-M o NCSU-23. Los ovocitos maduros se lavaron en H-PMS-F o
en solucion tampon Tris (TBMm)® y cultivados con esperma en PMS-F o TBMm. Los presuntos
cigotos se lavaron en H-PMS-E1 0 NCSU-23 y cultivaron durante 48 h, los embriones se lavaron
con H-PMS-E2 o NCSU-23 y se cultivaron en PMS-E2 o NCSU-23 durante 120 h, como ya se
describid. Se definieron dos grupos: el grupo 1, lavado con PMS, y el grupo 2, lavado con NCSU-
23.
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Ensayo 2: Efecto del PMS con distintas macromoléculas sobre la maduracion, fertilizacion y
produccion in-vitro de embriones porcinos. Los COCs se lavaron con el medio H-PMS-M vy se
maduraron en PMS-M suplementado con 0.4% de BSA o 0.01% de PVA. Después de la
maduracion, los ovocitos se lavaron con el medio H-PMS-F y se cultivaron con los
espermatozoides en PMS-F. Posteriormente los cigotos se lavaron en H-PMS-E1 y se cultivaron
en PMS-E1 suplementado con 0.4% de BSA 0 0.01% de PVA durante 48 h. Después de este paso,
los embriones se lavaron en H-PMS-E2 y se cultivaron en PMS-E2 suplementado con 0.4% de
BSA 00.01% de PVA durante 120 h, como se describid anteriormente. La maduracién y el cultivo
se realizaron en PMS utilizando BSA o PVA en un arreglo factorial de 2 x 2. se definieron cuatro
grupos: PMS-BSA/BSA, PMS-BSA/PVA, PMS-PVA/PVA y PMS-PVA/BSA.

Analisis estadistico

Los datos se sometieron a un analisis de varianza para un disefio completamente al azar (en el
experimento 2 se utiliz6 un arreglo factorial de 2 x 2, en el cual los factores fueron BSA o PVA en
la maduracién, y BSA o PVA en el cultivo), se uso el procedimiento GLM (con SAS version 9.3,
2012; Instituto SAS, Cary, NC, EEUUA). Antes de realizar el analisis, los datos expresados como
proporciones (p) fueron sometidos a una prueba de homogeneidad de varianza; en los casos en que
fue necesario, se los convirtio al valor de su arco seno para el analisis con GLM y posteriormente
se los reconvirtid a valores reales, y en los resultados se los expresa como porcentajes.

Resultados

Ensayo 1

No hubo diferencias significativas para la maduracién y fertilizacion de los ovocitos entre el grupo
de PMS (88.6 + 0.8 %) y el grupo de NCSU-23 (87.5 + 3.4 %) (Figura 1; Cuadro 2). El uso de
PMS incrementd significativamente el nimero total de células en los blastocistos y redujo el
porcentaje total de lipidos (58.04 + 1.8 y 49.4 £ 5.6 %; P<0.05), en comparacién con el grupo
NCSU-23 (37.9 £ 1 y 59.2 + 2.2 %) (Cuadro 3). Sin embargo, no hubo diferencias significativas
en los porcentajes de division embrionaria ni en el desarrollo de los blastocistos entre los dos
grupos.
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Figura 1: Maduracién in vitro de ovocitos porcinos con diferentes medios. La grafica muestra las
medias minimo cuadradas + SEM. Datos de cinco réplicas
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Cuadro 2: Fertilizacion in vitro de ovocitos porcinos madurados in vitro con diferentes medios

Medio OVOCI.tOS Porcentaje de ovocitos
examinados
Penetrados Monoespermia* Poliespermia* Formacion  de
PNM *
PMS 109 826+1.2 454 +1.6 46.6 £ 0.6 92.1+1.3
NCSU-23 98 849+14 41527 43.7+45 85.1+£6.0

Datos de cinco réplicas. Los porcentajes estan expresados como medias de minimos cuadrados + EEM. *Calculados
como un porcentaje de los ovocitos penetrados.

Cuadro 3: Desarrollo in vitro de ovocitos porcinos madurados in vitro con diferentes medios
después de la fertilizacion in vitro

Presuntos Divididos en NUmero total de

. . . ) Lipi
Medio cigotos el blastocisto celulas en los to';'g:s(o/)
cultivados dia 2 (%) dia 7 (%) blastocistos 0
PMS 236 720+3.3 254+7.1 58.0°+1.8 49.42+5.6
NCSU-23 253 776+5.7 23.7+2.6 37.9°+1.0 59.2°+ 2.2

Datos de cinco réplicas. Los porcentajes estan expresados como medias de minimos cuadrados + EEM.
% | os valores con distinto superindice dentro de cada columna son diferentes (P<0.05).
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No hubo diferencias significativas en la maduracion de ovocitos entre el grupo PMS-BSA (92.8 =
0.9 %) y el grupo PMS-PVA (91.5 + 1.3 %) (Figura 2). Sin embargo, el porcentaje de fertilizacion
monoespérmica fue significativamente menor (42.3 + 3.1 %; P<0.05) cuando los ovocitos se
maduraron con PMS-BSA que en los madurados con PMS-PVA (52.6 £ 3.3 %) (Cuadro 4).

Figura 2: Maduracion in vitro de ovocitos porcinos en un medio PMS-M con diferente
macromolécula. La grafica muestra las Medias de los Cuadrados Minimos + SEM. Datos de
cinco replicas
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Cuadro 4: Fertilizacion in vitro de ovocitos porcinos madurados in vitro utilizando diferentes

medios
Medio OVOCI.tOS Porcentaje de ovocitos
examinados
. . . Formacion
* *

Penetrados Monoespermia* Poliespermia de PNM *
PMS-BSA 100 949+25 42,3+ 3.1 43.3*+ 2.0 85.6 +4.0
PMS-PVA 103 88.7+2.1 52.6° 3.3 342°+238 86.8+4.0

Datos de cinco replicas. Los porcentajes estan expresados como medias de minimos cuadrados = EEM. Los valores
con distinto superindice dentro de cada columna son significativamente diferentes (P<0.05). *Calculados como
porcentajes de los ovocitos penetrados.

La interaccion con uso de BSA o PVA en el sistema de medios PMS de maduracion y cultivo no
fue significativa para ninguna de las variables evaluadas. Sin embargo, el porcentaje de desarrollo
de blastocistos fue significativamente superior en el grupo PMS-BSA/BSA (36.8 + 6.0 %; P<0.05),
en comparacion con los grupos PMS-BSA/PVA y PMS-PVA/PVA (235 £ 3.2y 23.9 + 4.1 %,
respectivamente), mientras que el del grupo PMS-PVA/BSA (30.5 = 5.1 %) fue intermedio. El
numero de células en el blastocisto fue significativamente superior para el grupo PMS-PVA/BSA
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(46.9 £ 2.5; P<0.05) comparado a los grupos PMS-BSA/PVA y PMS-PVA/PVA (38.0£ 2.3y 32.8
+ 1.3 respectivamente), mientras que el del grupo PMS-BSA/BSA (44.9 + 3.0) fue intermedio. El
grupo PMS-BSA/BSA (49.6 + 3.0 %; P<0.05) tuvo un contenido significativamente menor de
lipidos totales al de los grupos PMS-BSA/PVA y PMS-PVA/PVA (62.4 + 3.2 % y 61.3 £ 2.0 %),
mientras que el grupo PMS-PVA/BSA (51.2 £ 5.6 %) tuvo un contenido intermedio (Cuadro 5).

Cuadro 5: Desarrollo in vitro de ovocitos porcinos madurados in vitro con diferentes medios
después de la fertilizacion in vitro

Presuntos - : No. total de .
Medio ciaotos Divididos al  Blastocisto células en los Lipidos
g dia2 (%)  aldia7 (%) totales (%)

cultivados blastocistos
PMS-BSA/BSA 160 80.2+23 36.8°+6.0 449%+3.0 49.62+29
PMS-BSA/PVA 155 76.8+5.4 23.5°+32 38.0°+23 624°%+3.2
PMS-PVA/PVA 147 79.3+3.9 23.9°+4.1 328°+13  61.3°%+20
PMS-PVA/BSA 148 79.4+3.2 305 +5.1 46.9%+25 51.2%+56

Discusion

Los resultados obtenidos en el primer experimento demostraron que los ovocitos porcinos pueden
ser madurados, fertilizados y desarrollados in vitro hasta el estadio de blastocisto utilizando PMS
semi-definido.

No hubo diferencias significativas para la maduracion de los ovocitos entre los medios PMS
(88.6 %) y (87.5 %) suplementados con liquido folicular durante este estudio. Los resultados son
similares a los de otros estudios en los que se utilizé el medio NCSU-23 suplementado con liquido
folicular y un medio definido suplementado con PVA®7). Se obtuvieron datos similares para la tasa
de penetracion y de fertilizacion monoespérmica (87.6 % y 44.8 %) en ovocitos madurados en
medios suplementados con liquido folicular y posteriormente fertilizados, en comparacidn con este
estudio (82.6 % y 45.4 %).

Se reportaron porcentajes de embriones divididos y de produccién de blastocistos (79.4 % y
28.8 %) en un medio definido®. En este trabajo se obtuvo 25.4 % y 23.7 % de blastocistos para
PMS y NCSU-23 respectivamente. Otros estudios reportaron datos similares para la produccion de
blastocistos con un medio definido y con el medio NCSU-23 suplementado con liquido
folicular®™9, En los cerdos, la suplementacion del liquido folicular en el medio de maduracion
tiene un efecto benéfico en la maduracién nuclear de los ovocitos, la fertilizacion y el desarrollo
embrionario in vitro®®1?  Sin embargo, se puede remplazar el liquido folicular con otras
macromoléculas como el PVA o BSA libre de 4cidos grasos®*®). El medio PMS contiene BSA, un
total de 22 aminoacidos, suplemento de arginina, melatonina y p-mercaptoetanol, mientras que el
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medio NCSU-23 no; posiblemente esto favorezca la maduracion, fertilizacion, desarrollo y calidad
embrionaria en este estudio. Se ha demostrado que los aminoacidos en un medio de cultivo
desempefian un papel importante como osmorreguladores®®, tampones intracelulares®™ y
quelantes de metales pesados“® y sustratos de energial”. Se han reportado efectos benéficos de
los aminoéacidos esenciales y no esenciales en un medio NCSU23 quimicamente definido en la
maduracion de ovocitos porcinos™®,

La melatonina y sus metabolitos son antioxidantes efectivos que atrapan las especies reactivas de
oxigeno (ROS) y regulan varias enzimas antioxidantes819), Se ha observado que la melatonina
regula la maduracion de los ovocitos en la carpa®® y mejora el desarrollo embrionario in vitro y el
nimero total de células en el blastocisto porcino®Y. PMS demostro tener un porcentaje menor de
lipidos (49.4 %), comparados con el medio NCSU-23 (59.2 %). También se ha demostrado que la
melatonina tiene grandes propiedades lipoliticas®?. En los ovocitos porcinos se ha encontrado
melatonina, que promueve el metabolismo de los lipidos y proporciona una fuente esencial de
energia para la maduracion de los ovocitos y el posterior desarrollo embrionario®. Se ha
demostrado que la reduccion de los lipidos intracitoplasmaticos en los embriones incrementa su
criotolerancia debido a la menor peroxidacion de lipidos y por ende al menor dafio celular®*2%,

La arginina es un aminoécido vital para muchos procesos metabdlicos en la célula, tales como la
sintesis de proteinas, produccién de creatina, la sintesis de poliaminas y la generacion de 6xido
nitrico®®. La arginina tiene un efecto positivo en la maduracion de ovocitos®” y mejora el
desarrollo in vitro de embriones de cerdo®®. La adicion de arginina en el medio de cultivo
embrionario incrementa el porcentaje de los embriones que se desarrollan hasta la etapa de
blastocisto y el nimero total de células del blastocisto®®. EI PMS exhibié un nimero total
significativamente mayor de células (58.04) en comparacion con el medio de NCSU-23 (37.9). Un
indicador de la calidad embrionaria es el nimero total de células del blastocisto?.

La implementacion de un sistema de medios de cultivo semi-definidos o definidos para la
produccién in vitro se considera importante para observar los efectos de ciertos suplementos de
interés en el medio de maduracion, fertilizacion y desarrollo embrionario eliminando estos factores
desconocidos que el liquido folicular provee al medio®©.

En el segundo ensayo, los resultados mostraron un porcentaje de fertilizacibn monoespérmica
significativamente menor (42.3 + 3.1 %; P<0.05) cuando los ovocitos se maduraron con PMS-BSA
que con PMS-PVA (52.6 + 3.3 %). Se ha demostrado que la adicion de PVA al medio de
maduracion mejora el porcentaje de embriones monoespérmicos durante la fertilizacion in vitro de
los ovocitos porcinos®®. Cuando el medio de maduracion se suplementa con PVA, la fertilizacion
monoespérmica puede llegar entre 70 y 80 % de éxito®"). Sin embargo, se ha observado una
reduccion de la tasa de penetracion de ovocitos madurados cuando se remplaza el liquido folicular
con PVA en el medio NSCU-37; quiza debido a esto, el nimero de ovocitos que alcanzan la etapa
de la metafase Il durante la fertilizacion disminuye®. Durante este estudio se observo que la
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penetracion del esperma no decrece cuando se remplaza la BSA con PVA en el medio de
maduracion, probablemente debido al hecho de que el PMS tiene un contenido mas alto de
amino&cidos y factores que pueden contribuir a mejorar las condiciones que los que proporciona
la BSA. Se requiere de futuros analisis histolégicos y bioquimicos de los ovocitos madurados y
fertilizados para comprender el mecanismo de la fertilizacién poliespérmica en el sistema de
produccién in vitro de embriones porcinos con adicion de diferentes macromoléculas.

La adicion de BSA durante el cultivo del embrion mejora el desarrollo de éste, incrementa el
namero de células en el blastocisto y reduce los lipidos totales, probablemente debido a los
nutrientes que aporta la BSA. La BSA desempefia un papel en el desarrollo embrionario® y en la
formacion y la eclosion del blastocisto®. Sin embargo, no se encontraron diferencias en el
porcentaje de embriones bovinos que alcanzaron la etapa del blastocisto en un medio suplementado
con PVA, BSA o suero fetal bovino®®. Sin embargo, los blastocistos producidos en PVA tuvieron
un numero menor de células. Se requieren estudios futuros para determinar si existe una relacion
entre el numero total de células y los lipidos en el blastocisto porcino.

Conclusiones e implicaciones

Los resultados sugieren que el PMS semi-definido tiene efectos favorables en el nimero total de
celulas y en la disminucion de los lipidos totales del blastocisto en los cerdos; por ello se pueden
utilizar estos medios en la produccion in vitro de embriones porcinos. EIl uso de PVA en lugar de
BSA durante la maduracion tiene un efecto positivo en la tasa de fertilizacibn monoespérmica in
vitro de los ovocitos porcinos. Se requiere de futuros analisis histoldgicos y bioquimicos de la
maduracion y la fertilizacion de los ovocitos, asi como del desarrollo embrionario, para comprender
los mecanismos de accién de las macromoléculas durante la produccion in vitro de los embriones
porcinos. EI PMS desarrollado por el CNRG se podria utilizar para favorecer la criopreservacion
de los embriones porcinos producidos in vitro.
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