FUENTES DE VARIABILIDAD EN LA PRODUCCION IN VITRO DE EMBRIONES
OVINOS Y COMPROBACION DE LA SUPERVIVENCIA A TERMINO.

B. Aguilar, N. Poulin’, M.J. Cocero?, J. Folch, J.L. Alabart.

Servicio de Investigacion Agroalimentaria. Apdo 727, 50080 Zaragoza.
"INRA-PRMD, 37380 Nouzilly, France
“SGIT/INIA. Avda. Puerta de Hierro km 5,9. 28040-Madrid

INTRODUCCION

La produccion in vitro de embriones ovinos alcanza un porcentaje de éxito en
la actualidad que raramente supera el 30% (Cognie, 1999). Ademas de la existencia
de numerosos protocolos para producir in vitro los embriones de diferentes especies,
o incluso de una misma especie (Ptak y cols, 1997; Guler y cols, 2000; Hasler,2000),
las personas implicadas en este trabajo conocen bien |la necesidad de estandarizar
apropiadamente los protocolos en cada laboratorio. Aunque los factores de variacion
abarcan desde la eleccion del protocolo hasta las caracteristicas fisicas del
laboratorio y materiales a utilizar (Boone y Shapiro, 1990; Bavister, 1995), hemos
querido poner de manifiesto en este trabajo algunas fuentes de variabilidad relativas
a la utilizacion de productos no comerciales, como son el semen y el suero de oveja
en celo, que afectan directamente al numero de embriones producidos con una
misma técnica aplicada en idénticas condiciones.

Ademas, como fruto de las transferencias de embriones realizadas, damos
cuenta del nacimiento de los primeros corderos producidos in vitro en Esparia.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron un total de 323 ovocitos, obtenidos por aspiracion a partir de
ovarios de matadero, que se distribuyeron en 3 experiencias. La manipulacion,
medios y suplementos utilizados fue idéntica excepto para el objetivo de cada una
de ellas. La metodologia utilizada para la produccion de embriones fue la descrita
por Guler y cols. (2000). Brevemente: la maduracion se realizé con pFSH (1pg/ml)
en medio M199 suplementado con fluido folicular (10%), durante 24 h a 38,5°C en
atmosfera de 5%CO;. Los ovocitos se fecundaron en tubos con DMH suplementado
con lactato calcico, 8 mM, pH: 7.7. Se utilizd semen congelado procedente de un
pool de varios machos. Tras un gradiente discontinuo de Percoll (45/90%), se
capacitaron los espermatozoides en DMH (pH:7,3) con 20% suero de oveja en celo
(SOC) tamponado con Hepes (10 mM) durante 1h a 38,5 °C. Se afadieron 10°
espermatozoides/ml y se incubaron durante 18-20 h a 38,5 °C en tubos cerrados.Los
zigotos se cultivaron en microgotas de SOF (1 embrion/ul) cubiertas por aceite
mineral. Se incubaron durante 6-7 dias a 38,5 °C en una atmosfera humeda con 5%
07, 5% CO2 v 90% Na. A las 24 h del inicio del cultivo se afnadio 10% FCS a los
pocillos y se calculo la tasa de division. El dia 7 se evalud el niumero de blastocistos
obtenido. Las experiencias realizadas fueron:

Experiencia 1: Comparacion entre reactivos quimicos para la preparacion de medios.
Se hicieron 2 grupos de ovocitos que se maduraron, fertilizaron y cultivaron en
medios con idéntica composicion quimica pero con reactivos quimicos procedentes
de 1: Prolabo (n=40) y 2: Sigma (n=43). El fluido folicular, la pFSH, el SOC vy el
semen utilizados,habian sido previamente contrastados en el laboratorio de Nouzilly.
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Experiencia 2: Influencia del suero de oveja en celo en la tasa de fertilizacion y
desarrollo de los embriones. Se distribuyeron 90 ovocitos en 3 grupos cuya Unica
diferencia en el tratamiento fue el uso de 3 SOC diferentes: Referencia, pool
preparado a partir de sangre de 3 ovejas en celo (pool 98) y suero de la oveja 6736.
Experiencia 3: Comparacion de lotes de semen congelado. Los ovocitos {(n=150) se
trataron de forma idéntica excepto en la fertilizacion in vitro donde se utilizaron 3 pool
de semen congelado: Pool F: Referencia; pool 1: semen de 3 machos; pool 2:
semen de 3 machos diferentes. La preparacion, congelacion y descongelacion del
semen fue la misma en los 3 casos.

De los blastocistos obtenidos en las experiencias 1 y 2 se transfirieron 16 de
ellos en fresco segun el método descrito por Ramon y cols.(1991). Los embriones de
la experiencia 3 se congelaron en fase de morula compacta al sexto dia de cultivo.

RESULTADOS Y DISCUSION

LLa comparacion entre reactivos quimicos arrojo resultados similares en ambos
grupos si bien tanto la tasa de division como el numero de blastocistos obtenidos el
dia 7 fue sensiblemente superior en el segundo grupo, en que los medios utilizados
fueron los de Sigma (Tabla 1). El SOC demostré ser critico en el proceso de la
produccion de embriones ya que influye tanto en la tasa de fertilizacion como en el
numero de blastocistos (Tabla 2). Asi mismo, las diferencias observadas en la tasa
de division dependiendo del semen (Tabla 3), apuntan a una importante variacion en
la capacidad de fertilizacion in vitro de los moruecos utilizados, ya que la técnica de
congelacion y preparacion empleada fue la misma. Aunque las variables SOC vy
semen intervienen en las primeras fases del proceso de FIV, en nuestros resultados
su influencia tambien se detecta en el indice final de blastocistos. Estos resultados
sugieren que, si bien la ultilizacién de diferentes reactivos comerciales no parece
influir en el rendimiento final, si es necesaria una cuidadosa seleccién del SOC y del
semen a utilizar cuando se aplica este protocolo de produccion in vitro de embriones.
El efecto negativo producido por el uso de productos no adecuados puede faisear la
idoneidad de un determinado protocolo.

Tabla 1-Comparacion de reactivos quimicos

~Reactivos  COC Clv. Division B 7d
1 40 33 24 (60%) 9 (22,5%)
2 4 3% 32(744%)  13(30,2%)
Tabla 2- Comparacion de sueros de oveja en celo
~_SOC COC  CIV  Division B 7d
Francia 30 27 25 (83,3%2)a 6 (20%)
Pool 98 30 24 8 (26,7%) 0
6736 30 30 24 (80%)° 2 (6,6%)
2% P<0,01

Tabla 3- Comparacion de lotes de semen congelado

Semen cocC Clv_ Division MC 6d

Pool F 50 43 35 (70%)° 16 (32%)
Pool 1 50 45 10 (20%)° 4 (8%)

Pool2 50 41  12(24%)° 3 (6%)

2P P<0,01
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En cuanto a las transferencias en fresco de embriones producidos in vitro
(Tabla 4), la mitad de los embriones se transfirié a receptoras sincronizadas con los
embriones, y la otra mitad a receptoras sincronizadas con 24 h de retraso. Se
transfirieron 2 embriones por oveja. En 5 receptoras de ambos grupos se obtuvieron
valores positivos de P4 el dia 17. De estas 5 receptoras, se confirmé la presencia de
fetos por ecografia el dia 42 en 3 de ellas. Una de las receptoras abort6é hacia la
mitad de la gestacion y las otras dos parieron 3 corderos de forma natural y con
pesos considerados normales en los corderos producidos in vivo en esta raza. Del
parto doble, el cordero hembra murié a las 24 horas y el macho a los 6 dias. El
cordero restante no mostro signos de crecimiento anormal, como ocurre en algunos
animales producidos in vitro (Thompson y cols. 1995), y se desarroll6é hasta alcanzar
el estado adulto.

Tabla 4- Transferencia de embriones producidos in vitro
Receptoras  RE-TE  Embriones FIV-TE P4 (ng/ml) Eco42d Nacidos

1 8d B exp/Bexp 7d >0,5 2 2
2 8d B/B 7d >0,5 - -
3 8d B/B 7d 0 - -
4 8d JB/JB 7d 0 - -
5 8d B/B exp 8d >0,5 2 1
6 8d JB/B 8d >0,5 - -
7 7d B/B 7d 0 - -
8 7d JB/JB 7d 0,4 1 0

RE-TE: intervalo en dias entre |a retirada de la esiﬁ)fovnja y la transferencia
FIV-TE: intervalo en dias entre la fecundacion in vitro y la transferencia
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