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INTRODUCCION

Los primeros trabajos sobre maduracion in vitro en ovejas fueron
desarrollados por Crosby (1969) quienes mostraron que la mayor tasa de o6vulos
metafases || se obtenian entre 25 y 27 horas de maduracion. Los trabajos
desarrollados con animales prepuberes han permitido obtener descendencia a partir
de animales de 2 meses de edad (Lazzari ef. al,1996), no observandose en la
mayoria de los ellos ninguna diferencia en tasas de maduracion in vifro entre
animales prepuberes y adultos (Ledda et. al/,1997; O'Brient et. al,1997; Earl et.
al,1995,1996), pero si alcanzando menor tasa de desarrollo hasta blastocistos en
animales prepuberes vs adultos (Ledda et. al/,1997; O'Brient et. a/,1997).

Varios autores han descrito que la capacidad para reanudar y progresar la
meiosis se alcanza progresivamente con el incremento del tamafio folicular (Moor &
Trouson, 1997; caprino: De Smedt et. a/,1994: bovino: Lonergan et. a/,1994). Moor y
Gandolfi (1987) indicaron que los ovocitos adquieren la capacidad de progresar
hasta metafase | cuando alcanzan el 80% de su tamafio total, pero son incapaces de
progresar hasta metafase Il, mientras no se haya completado el crecimiento.

El objetivos planteado en este estudio fue analizar el tiempo 6ptimo de
maduracién in vitro de ovocitos procedentes de ovejas prepuberes y determinar el
tamafic medio de la poblacién ovocitaria disponible para su uso en las diferentes
técnicas de la biotecnologia reproductiva (MIV,FIV, CIV).

MATERIAL Y METODOS

EXPERIENCIA 1

Los ovarios utilizados fueron obtenidos de corderas sacrificadas en un
matadero comercial, en su mayor parte de raza manchega con una edad
aproximada de 3 meses. Los ovarios fueron transportados al laboratorio en un
recipiente isotérmo en un tiempo inferior a dos horas. La recuperacién de los
complejos cumulus-ovocito (COC) se realizd mediante la aspiracion de foliculos
mayores de 1 mm. El liquido folicular junto con los COC’s se recogio en un tubo
Falcon con PBS modificado por la adicion de BSA, piruvato sodico, glucosa y
gentamicina (PBSm) a 35°C. El criterio empleado para definir los ovocitos de calidad
optima fue el descrito por Martino et. al (1994a,b;1995) para caprino. Tras la
seleccion de los ovocitos y tres lavados en PBS fueron madurados en 500 pl de
medio TCM199, suplementado con suero fetal bovino (FBS, 10%), factor de
crecimiento epitelial (EGF, 10ng/ml), hCG (1 Ul), 17B-estradiol (1pg/mi) vy
gentamicina (50 pg/ml). La maduracion in vitro se realizé a 38,5°C en una atmosfera
del 5% de CO; en aire y saturada de humedad. Se tomé una muestra de ovocitos a
las Oh, 22h, 24h, 26h, 28h y 30h de maduracion in vitro, realizando tres replicas.
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FIJACION DE OVOCITOS Y VALORACION
Una vez alcanzado los distintos tiempo de maduracién, los COC's fueron
transferidos a un eppendorf con citrato sédico (2%) y sometidos a agitacion intensa
durante 3 minutos en un vortex, con la finalidad de eliminar las células del cumulus.
Una vez separadas, los ovulos fueron fijados en una solucién con paraformaldehido,
PBS y NaOH durante una hora y media. Una vez fijada la muestra, los ovocitos
fueron tenidos con Hoechst 33342 durante 5 minutos.

La observacion de los ovocitos se llevd a cabo en un microscopio de
fluorescencia, equipado con una lampara de mercurio de 100 watios. La valoracion
se realiz6 observando la progresién meiédtica y clasificando los 6vulos en cuatro
categorias; vesicula germinal (VG), metafase | (MI), metafase Il (MIl) y no
identificados (ND).

EXPERIENCIA 2

Para definir la inmadurez de los 6vulos recuperados, un grupo de o6vulos
inmaduros (n=100), fueron expuestos a una soluciéon con citrato sodico (2%) vy
sometidos a agitacion intensa para eliminar las células del cumulus. La medicion se
realizo mediante un ocular graduado (con una discriminacion de 3,2 pm) en un
microscopio invertido Leica a 100 aumentos.

Los analisis estadisticos se realizaron mediante una Chi cuadrado
(Statgraphics Plus 4.1).

RESULTADOS Y DISCUSIONES
En la tabla 1 se muestra el porcentaje de los estadios nucleares obtenidos en
diferentes horas de maduracion in vitro.

Tabla 1. Progresiéon meidtica a diferentes horas de MIV tras tincion con Hoechst
Estadio nuclear

Horas MIV N VG Mi Mil ND
0 18 16 (88,9%)° 0° 0° 2 (11,1%)
22 54 6(11,1%)° 39 (72,22%)° 2 (3,7%)° 7 (12,9%)
24 56 8 (14,3%)° 28 (50,0%)° 10 (17,9%)° 10 (17,8%)
26 49 6 (122%)° 18 (36,7%)>° 20 (40,8%)° 5 (10,2%)
28 44  8(182%)° 14 (31,9%)° 16 (36,4%)° 6 (13,6%)

30 37 3(8,1%)° 20 (54,1%)° 10 (27,0%)*° 4 (10,8%)

2%<4valores en la columna con diferente superindice difieren estadisticamente (P<0.05)

El tiempo de maduracion in vitro idoneo se produjo entre 26 y 28 horas de
cultivo, tiempo que coincide con Crosby (1969), pero algo superior al empleado por
Ledda et. al (1999) y Galli et. al (1991), quienes emplean 24 horas y O'Brien et. al
(1997) con 22 horas. El porcentaje de ovocitos que llegaron hasta metafase 1| (40%)
es inferior a lo mostrado por diferentes autores, debido posiblemente al tamario
folicular aspirado. Asi, Moor y Trounson (1977) mostraron que los ovocitos derivados

- 262 -



de foliculos menores de 2 mm no eran competentes para lograr el desarrollo
meiotico, mientras que Ledda et. al (1999), con animales prepuberes, manifestaron
que el porcentaje de metafases I, cuando se aspiran folciculos de mas de 1mm, fue
de un 80%, en cambio si los foliculos eran menores a 1Tmm la progresion meibtica
hasta metafase Il descendié hasta un 27,2%. En nuestro caso cabe pensar que la
discriminacion del tamafo folicular no ha sido muy precisa, explicandose asi el bajo
porcentaje de metafases |l obtenidos.

El didmetro medio de los 6vulos recuperados fue de 152,9 + 5,7 um. Este
diametro esta acorde con los datos obtenidos por Ledda et. al (1997) quienes
mostraron que los ovocitos de las corderas prepuberes tenian diametros inferiores a
141 + 2.8 um (animales de 30-40 dias), mientras que los de animales adultos fueron
de 158 + 2.6 um. Como ya se indico con anterioridad los animales empleados en
este trabajo tenian edad de 3 meses.

En conclusion, la maduracion in vitro de Ovulos ovinos recuperados post-
mortem a partir de corderas manchegas de 3 meses necesitaran entre 26 y 28
horas. Con el fin de utilizar estos Ovulos para la valoracion de la capacidad
fecundante del semen de la raza ovina Guirra, en un préximo trabajo se estudiara el
efecto de la vitrificacion sobre el tiempo de maduracion.
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