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RESUMEN

En la naturaleza la reproducción de los seres vivos puede ser de tipo asexual 

o sexual.  En vertebrados superiores, la generación de un individuo esta mediada por 

la reproducción sexual, la cual consiste en la fusión de los gametos masculinos y 

femeninos. Tal unión tiene como consecuencia, una serie continua de divisiones 

celulares y el crecimiento del organismo para la formación de un nuevo individuo 

diploide.

La producción de ovocitos y embriones en el  laborator io, ha cobrado 

importancia relevante, ya que proporciona la materia prima para construir animales 

modificados genéticamente (Transgénicos). Con estos materiales se t iene la 

posibilidad de producir animales birreactores, capaces de producir proteínas con valor 

biomédico, animales donadores de órganos (Xenotransplantes) para el hombre, entre 

otros. Para lograr lo anterior, es necesario establecer condiciones similares a aquellas 

que suceden in vivo para poder garantizar una fuente ilimitada y económica del 

material biológico, en especies de interés veterinario como los porcinos y los bovinos. 

El dominio de tales tecnologías de frontera, permitirán la implementación por primera 

vez en la República Mexicana de la manipulación del genoma de los animales de 

granja (transgénesis, clonación animal y mutagénesis dirigida).

Por lo arriba expuesto, en este trabajo, se implementó la maduración y la 

activación partenogénica de las especies ganaderas mencionadas, lo cual es la base 

para el paso siguiente, que será la manipulación del genoma animal. Los resultados 

obtenidos para la maduración in vitro fueron de 58.53% y 79% en bovino y porcino, 

respectivamente. En cuanto a la partenogénesis, se logro la activación en el bovino 

con un 4.65% y, en el porcino sin el uso de estimulo alguno se obtuvo un promedio de 

5.61%.  Con la producción de estos materiales biológicos adecuados, se estandarizó 

las técnicas complementarias de: enucleación y transferencia nuclear en ovocitos, así 

como la microinyección intracitoplasmática de un solo espermatozoide en un ovocito 

(ICSI), sin haber continuado con el desarrollo embrionario.

Finalmente con la producción de ovocitos maduros in vitro se puede garantizar 

la implementación de tecnologías de frontera tales como: clonación animal, 

transgénesis e ICSI para producir animales con características genéticas deseadas.
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1.  INTRODUCCION

1.1. Reproducción animal

En la naturaleza la reproducción de los seres vivos puede ser de tipo asexual 

o sexual.  De éstas la reproducción asexual, presenta variantes tales como la fisión o 

bipartición (bacterias), la gemación (levaduras), la esporulación (hongos), la 

fragmentación (plantas) y la partenogénesis (peces e insectos).  En vertebrados 

superiores la generación de un individuo, esta mediada por la reproducción sexual,

que consiste en la fusión de los gametos masculinos (espermatozoides) y femeninos

(ovocitos). Tal unión tiene como consecuencia, una serie continua de divisiones 

celulares y el crecimiento del organismo para la formación de un nuevo individuo 

diploide (Gilbert, 2000).

La reproducción en mamíferos esta regulada por dos sistemas separados, el 

sistema nervioso central (SNC) y el sistema endocrino. Estos sistemas inician, 

coordinan y/o regulan de manera muy específica las funciones reproductivas en los 

diferentes animales.  El eje hipotalamo-hipofisiario por  su  par te ,  coordina las 

funciones y las respuestas de regulación autocrina/paracrina de las gónadas, a 

través de d i ferentes mensajeros químicos. Estas señales químicas l lamadas 

hormonas regulan además procesos corporales lentos como el crecimiento.

La hipófisis o glándula pituitaria, anexo del SNC, se subdivide en tres partes 

anatómicas distintas: lóbulo anterior, intermedio y posterior.  La hipófisis anterior 

secreta la hormona folículo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH), las 

cuales  actúan sobre las células de las gónadas.  La FSH promueve el crecimiento y 

maduración del folículo ovárico maduro o folículo de Graaf (Hafez y Hafez, 2000).  La  

expresión de la LH a través de las células del cúmulo y las células de la granulosa 

estimulan la  producc ión  de l o s  estrógenos,  provocando la secreción de la 

progesterona en el líquido folicular, para continuar con la progresión al estado de 

metafase II (MII) de los ovocitos (Okazaki et. al. 2003).
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La oleada preovulatoria inicial de la LH es responsable de la ruptura de la 

pared folicular y finalmente de la ovulación.  La LH además induce la maduración del 

ovocito, actuando directamente sobre el desarrollo de las células de la granulosa y 

las células del cúmulo.  La hormona FSH de forma indirecta, aumenta la interacción 

de las células que rodean el ovocito y, con ello la transmisión de la señal que induce 

la continuidad de la meiosis. Entre los factores que favorecen el proceso de 

maduración in vitro se encuentra el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el cual 

aumenta la diferenciación de las células del cúmulo y además induce la síntesis de 

algunas proteínas que pueden estar vinculadas con la maduración (Wu et. al. 2002).

La regulación de la actividad gonadotrópica y, la capacidad de las gónadas de 

asumir la esteroidogénesis y la gametogénesis ocurren en la pubertad. Estos eventos 

se llevan a cabo de manera eficaz, para que un individuo sea capaz de liberar los 

gametos y mostrar un comportamiento sexual. La edad de la pubertad esta 

influenciada a saber por el ambiente físico, el fotoperiodo, la edad, la raza,  la 

heterosis, la  temperatura ambiental, e l  peso corporal, la nutr ic ión y e l  ritmo de 

crecimiento.  

El apareamiento en los animales de granja se limita al periodo del estro, que 

coincide con el tiempo de la ovulación.  La duración del ciclo estral es de 20 a 21 

días en vacas y cerdas, y la duración del estro es diferente en cada especie. La 

ovulación, ocurre de 24 a 30 horas después del inicio del estro en vacas y de 35 a 45 

horas después del estro en cerdas (Hafez y Hafez, 2000).

En los  mamíferos, la ovogénesis e n hembras empieza desde la vida fetal,

cuando la oogonia entra al ciclo celular meiótico, para formar ovocitos primarios y 

duplicar el material genético.  Su progreso continúa hasta el estadio del diploteno, a 

través de la primera profase meiótica, punto donde detiene su progresión y espera 

hasta la pubertad.  Durante el arresto en el estado de diploteno, algunos ovocitos 

empiezan a crecer y desencadenan eventos que son requeridos para la maduración, 

fertilización y el desarrollo embrionario posterior. Sin embargo, en general el arresto
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celular es mantenido hasta antes de la ovulación. Cuando las hembras alcanzan la 

pubertad, un número limitado de ovocitos en los ovarios culminan su meiosis 

periódicamente, en respuesta a los estímulos gonadotrópicos, mientras la mayoría de 

los ovocitos son mantenidos en estado de diploteno (Miyano et. al. 2003).

En e l  macho, la espermatogénesis comienza con el desarrol lo de las

espermátides esféricas y finalmente en el espermatozoide maduro, donde el 

acrosoma es derivado del aparato de Golgi.  En el último estadio de espermátide, la 

organización del acrosoma y la membrana plasmática cambian drásticamente y,

algunas moléculas son liberadas para su desarrollo final.  Fuera de los testículos el 

espermatozoide expresa propiedades específicas sobre su superficie y llega a ser 

funcionalmente maduro, mientras pasa a través del  epidídimo, ganando l a s

habilidades de fertilización como motilidad y reconocimiento de la zona pelúcida.  

Algunas moléculas continúan  siendo modificadas durante la capacitación y la 

reacción acrosomal y, posteriormente son reubicadas con diferentes propiedades

(Toshimori, 1998).

1.2. Fertilización

Como ya se ha mencionado el origen de un nuevo organismo, esta dado 

mediante la fusión del material genético contenido en los gametos. La fertilización 

tiene como función principal, transmitir las características propias (genes) de los 

progenitores a su descendencia, e in ic iar  en el  embrión temprano aquel las 

reacciones biológicas  que permitan su desarrollo (Gilbert, 2000).

Una vez que los ovocitos son ovulados y los espermatozoides son aptos 

estando presentes en el oviducto de la  hembra, la fertilización en mamíferos 

comienza.  El espermatozoide con el acrosoma intacto se une a la capa extracelular 

ó zona pelúcida del ovocito y, se lleva a cabo la reacción acrosómica para penetrar la 

zona pelúcida.  Habiendo alcanzado el espacio perivitelino, entre la zona pelúcida del 

ovocito y la membrana plasmática, el espermatozoide debe unirse a ésta última para 

fusionarse finalmente al ovocito (Wassarman et. al . 2001). L a penetración de un 
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espematozoide provoca la activación del ovocito y  la exocitosis de los gránulos 

corticales.  Estos últimos, son pequeños organelos que están en la periferia de un 

ovocito maduro y sufren una exocitosis en repuesta de una elevación intracelular de 

calcio, provocado por la penetración de un espermatozoide. Los gránulos corticales 

se liberan dentro del espacio perivitelino y  son responsables de modificar la zona 

pelúcida, para establecer el bloqueo de la poliespermia (Abeydeera, 2002). En 

cerdos, la polispermia es diferente en cada verraco así como de su alta capacitad 

fertilizante (Suzuki et. al. 2003).

En la fertilización, las células del cúmulo son disgregadas de los ovocitos, 

después de la penetración del espermatozoide.  Las células del cúmulo tienen una 

influencia positiva sobre la fertilización, promueven el mecanismo de capacitación-

inducción y, facilitan la interacción entre un espermatozoide capacitado y la superficie 

de la zona pelúcida.  Dentro de la fertilización las células del cúmulo promueven la 

reacción acrosomal e incrementa la penetrabilidad al ovocito (Zheng et. al. 2004).

La comunicación intracelular entre el ovocito y las células del cúmulo es 

mantenida durante el crecimiento y maduración del ovocito, lo cual es necesario para 

una completa maduración citoplasmática y estabiliza la distribución de los gránulos 

corticales. Estudios recientes muestran que la alteración citoesquelética, esta 

relacionada con los cambios de la comunicación entre ovocito-células del cúmulo,

durante la maduración del ovocito en porcinos. La reorganización citoesquelética es 

importante durante la maduración del ovocito y la fertilización en los mamíferos.    

La remodelación nuclear, es el resultado del intercambio de proteínas entre los 

compart imientos nuclear y ci toplasmático y, e s  u n  p r e r r e q u i s i t o  p a r a  l a  

reprogramación de la expresión de genes.  Como ejemplo la activación del genoma 

embrionario ocurre en el estado de cuatro células en el cerdo (Miyoshi et. al. 2002).

La fertilización polispermática en mamíferos es considerada generalmente  

patológica, resultando invariablemente e n  un desarrollo fall ido del zigoto. Sin 
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embargo, se ha tenido el primer reporte en cerdos, de desarrollo temprano in vivo de 

embriones poliespérmicos.  El desarrollo en estado de blastocisto in vitro puede 

desarrollarse en cerdos poliplolides; sin embargo, éstos contienen un menor número 

de masa celular interna que aquellos derivados con dos pronúcleos.  Ovocitos de 

cerdo madurados y fertil izados i n vitro, pueden desarrollarse hasta blastocisto 

después de su transferencia al oviducto, aunque el porcentaje de  desarrollo en 

etapas tardías sigue siendo bajo (Han et. al. 1999).

1.3. Maduración Ovocitaria

A nivel ovárico, el crecimiento y la maduración folicular representan cambios 

en sus componentes, a saber las células de la granulosa, las células de la teca, las 

señales hormonales, así como el propio ovocito. Durante el crecimiento folicular 

intervienen la proliferación y la diferenciación celular, lo que provoca la producción de

estrógenos y la respuesta a las gonadotropinas. Durante el periodo estral hay una 

elevada secreción de estrógenos, a partir de los folículos de Graaf preovulatorios.

Cuando un folículo es liberado de la reserva, este comienza a crecer junto con el 

ovocito.  

La maduración del ovocito comprende un periodo inicial de crecimiento y, un 

periodo final de preparación nuclear y citoplásmica. Normalmente se reinicia la 

meiosis antes de la oleada preovulatoria de gonadotropinas, lo  cual suprime la 

producción del factor inhibidor de la meiosis de las células de la granulosa. El reinicio 

de la meiosis (maduración nuclear) es sólo un aspecto de la maduración del ovocito; 

y como segundo aspecto también debe ocurrir la maduración citoplasmática (Hafez y 

Hafez, 2000).

Los ovocitos meióticamente competentes, son mantenidos en su estado de 

vesícula germinal (VG) por el ambiente folicular hasta la liberación preovulatoria de 

las gonadotropinas. Después del estro, los ovocitos en completo crecimiento y 

competentes pueden reanudar la meiosis, completando finalmente la primera división 

meiótica para poder ser ovulados (Miyoshi et. al. 2002)
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Durante la condensación cromosómica en el ovocito no hay activación del 

factor promotor de la maduración (MPF), dado que la inhibición de éste, previene el 

rompimiento de la vesícula germinal, sin influir en el proceso de la condensación 

cromosómica por lo cual el 98% de los ovocitos alcanzan el estado de VG.

La condensación cromosómica en los ovocitos de porcino es dependiente de 

la activación-inactivación del MPF, siendo la activación el papel principal para la 

continuidad y terminación de la maduración meiótica de los ovocitos. In vivo, la 

inactivación del MPF provoca la sincronización de los ovocitos en el estadio de VG 

(Wu et. al. 2002). Además del MPF, la fosforilación de proteínas (por MAP quinasas) 

asociada a los microtúbulos, regulan e l  c i c lo celular durante la etapa meiótica 

(Miyoshi et. al. 2002).

El rompimiento de la VG es el evento más dramático en la continuidad de la 

meiosis en los ovocitos, e involucran cambios nucleares y citoplasmáticos complejos. 

Entre algunos de estos cambios podemos citar, la translocación mitocondrial en la 

corteza del ovocito; evento que es independiente de la maduración nuclear y no 

requiere del MPF activo. Las células del cúmulo también proveen del ATP para 

soportar la maduración nuclear y citoplasmática (Wu et. al. 2002).

La ovulación ocurre en el ovario por la liberación de los ovocitos maduros.  En 

el proceso de maduración de los ovocitos (células en metafase II), éstos sufren

cambios que incluyen la condensación de cromosomas, la disociación de nucleolos, 

el rompimiento de la  VG y la formación del uso acromático en la metafase I, entre 

otros. Se piensa que estos eventos paralelamente además inducen al MPF (Miyano 

et. al. 2003). La maduración ovocitaria es indispensable para el inicio y desarrollo 

embrionario. Esta se define como el reinicio de la meiosis completándose la primera 

división meiótica, con la expulsión del primer cuerpo polar y la progresión de MII,

permaneciendo así hasta el contacto con los espermatozoides (Rodríguez et. a l .

2004).
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La LH se presenta por un estímulo preovulatorio de los folículos ováricos y, es 

expresada en las células del cúmulo y de las células de la granulosa, que son 

esenciales para la continuidad meiótica d e  los  ovocitos. La l iberación de LH 

incrementa la producción de progesterona en las células del cúmulo y,  en conjunto 

con la adenil ciclasa inducen la producción del AMP cíclico (AMPc). El incremento de 

éste último segundo mensajero en  las células del cúmulo, es el resultado de la 

síntesis de diferentes factores importantes en la expansión de las células del cúmulo

y la maduración de los ovocitos (Okazaki et. al. 2003). 

El AMPc también está involucrado en el arresto meiótico; el aumento de éste 

detiene la meiosis y su disminución favorece su progresión. El MPF provoca la

ruptura de la membrana nuclear, regula la condensación de cromosomas e interviene 

en la organización del aparato mitótico (Rodríguez et. al. 2004).  La elevación de los 

niveles intracelulares de AMPc, por un tratamiento con el análogo dibutiril cíclico o 

AMPdbc, hipoxantina e inhibidores de la fosfodiesterasa del AMPc, mantiene al MPF 

en  un estado hiperfosforilado inactivo.  

La inhibición no específica de la síntesis de proteínas por cicloheximida (CHX),

ha demostrado que previene la activación del MPF. La inhibición inespecífica de la 

fosforilación de proteínas t ratadas c o n  6 -dimetilaminopurina ( 6 -DMAP), también 

inhibe la activación del MPF (Wu et. al. 2002). Es importante mantener la actividad 

de l  MPF  en  los ovocitos maduros, ya que estos pueden ser uti l izados como 

receptores para la reprogramación nuclear de embriones reconstruidos (Miyoshi et.

al. 2002).

In vitro  existen dificultades que no permiten todavía estandarizar una técnica 

apropiada para la eficiente maduración, activación, fertilización y desarrollo de los 

ovocitos para producir embriones viables.  La heterogeneidad en la maduración de

los ovocitos aislados de los folículos, puede tener una influencia importante sobre la 

progresión meiótica, la maduración citoplasmática y la competencia del desarrollo

(Abeydeera, 2002).
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1.4. Activación

Ovocitos detenidos en  MI I  reinician la meiosis celular, después de ser 

fecundados o bien por activación partenogénica. La fusión de un espermatozoide a 

un ovocito en MII inicia la liberación y oscilaciones periódicas de calcio, la exocitosis 

de gránulos corticales, el reinicio de la meiosis con la conformación de los pronúcleos 

y la división celular. La inducción artificial para la activación ovocitaria incluye 

estímulos físicos (eléctricos o térmicos) ó químicos (CHX, 6-DMAP, etanol, etc.), que 

promueven las oscilaciones de calcio y la inactivación de los factores que mantienen 

el arresto mitótico (Rodríguez et. al. 2004).

Un ovocito activado por un espermatozoide emite el segundo cuerpo polar, se 

produce la liberación de los gránulos corticales, la formación del pronúcleo femenino 

y masculino, la síntesis y condensación del DNA.  Al completarse la segunda división 

de la mitosis se producen las dos primeras blastómeras, con su complemento 

cromosómico diploide (Vallejo et. al. 2003).

1.5. Partenogénesis

La partenogénesis es definida como la producción de un embrión sin la 

contribución del gameto masculino, además de que puede o no presentarse el 

desarrollo de un adulto (Rougier y Werb, 2001).  

La mayoría de los estímulos partenogenéticos inducen una elevación única de

calcio y el efecto tanto artificial como espermático, es la desactivación del bloqueo de 

la división celular al cual esta sometido el ovocito.  Esto ocurre a través de una señal

de proteínas quinasas, que actúan como una vía de la transducción y el aumento de 

calcio intracelular, provocado por el estimulo o a través de la inhibición directa de las 

proteínas responsables del bloqueo ( Val le jo et. a l .  2003) .   La  ac t i vac ión  

partenogénica de ovocitos no fertilizados, como ya se ha mencionado puede ser 

inducida por la exposición de estos a una variedad de agentes físicos y químicos 

(Hogan et. al. 1986).
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Entre la s  estimulaciones partenogenéticas  in vitro  d e  t i p o  físicas, se 

encontraron la punción con una aguja, calor, frío, choque eléctrico y presión negativa. 

Y entre las de tipo químico, se encontraron variaciones en la composición iónica del 

medio, ionóforos de calcio, medio deficiente de piruvato, etanol, alcohol bencílico, 1-2 

propanodiol, solución ácida Tyrode, anestésicos y tranquilizantes, inhibidores de la 

inosina monofosfato deshidrogenasa, inhibidores de la fosfodiesterasa, inhibidores 

de la síntesis proteica, estimulación de proteínas G y activación de la proteína 

quinasa C (Vallejo et. al. 2003).  Después de la activación partenogénica se reforma 

la membrana nuclear y comienza la síntesis del DNA (Miyoshi et. al. 2002).

1.6.  Clonación animal 

La aparición de individuos genéticamente idénticos (clones), se presenta de 

manera natural en diversos animales incluido el hombre. De forma experimental, la 

clonación se logró en ranas en 1954 y en ovejas en 1986 a partir de un ovocito 

enucleado y la transferencia a éste del núcleo de una blastómera aislada de una 

mórula.  En el año de 1996 una oveja llamada Dolly, fue clonada a partir de una 

célula somática, aislada de la glándula mamaria y transferida al citoplasma de un 

ovocito enucleado, logrando ser reprogramado y llegar a término del nacimiento 

(Wilmut et. al. 2000).  Así la clonación animal, consiste en introducir una célula 

somática en el espacio perivitelino de un ovocito maduro, donde la fusión celular es 

un factor importante para la construcción del embrión (Ushijima et. al. 2002).  

La importancia que se tiene de este procedimiento de clonación animal con 

respecto a los anteriores, es que  se utiliza como material genético núcleos de 

células en cultivo totalmente diferenciadas.  Lo anterior representa la capacidad de 

producir copias ilimitadas de animales de muy alto valor genético, así como realizar 

experimentos de mutagénesis dirigida (knockout) en los animales de granja 

(McCreath et. al. 2000).

Intentos por clonar y producir animales transgénicos por microinyección 

pronuclear, requieren de ovocitos maduros de muy alta calidad y viabilidad.  El 



Maduración y activación  partenogénica de ovocitos porcinos y bovinos in vitro

Haydee Miranda Ortíz

desarrollo de estos procesos, se basa en la utilización de ovarios de animales de 

matadero para producir ovocitos maduros, los cuales serán micromanipulados para 

procurar su posterior desarrollo (Abeydeera, 2002). La activación in vitro de ovocitos 

maduros es esencial para el éxito de la clonación animal por transferencia nuclear

(TN).  El estímulo artificial eleva los niveles de iones de calcio en el citoplasma e 

induce la activación de ovocitos, aún sin la penetración del espermatozoide.  La 

activación por estimulación eléctrica es importante para el éxito de la reconstrucción 

de ovocitos.

Para la  ap l icac ión de l a  TN también son necesarias las técnicas de

aislamiento, cultivo y transfección de células donantes, así como la transferencia de

los embriones a hembras receptoras. A través de los años, el interés de generar 

animales transgénicos ha cobrado importancia y, con ello el desarrollo de técnicas 

que lo permitan. Dentro del área biomédica se pretende generar proteínas 

terapéuticas, a través de animales transgénicos y/o la producción de animales 

donadores de  xeno t ransp lan te .  Los rec ientes avances tecnológicos en la  

reproducción animal son importantes para el desarrollo de animales domésticos 

modificados genéticamente (De Sousa et. al. 2002).

1.7. Técnica ICSI

La inyección intracitoplasmática de un espermatozoide (ICSI), permite la 

penetración de un solo espermatozoide al citoplasma del ovocito (Figura 1).  La 

aplicación de ésta técnica se involucran la maduración y la activación del ovocito, así 

como la microinyección (Zheng et. al. 2004).

Figura 1.  Inyección intracitoplasmática de un espermatozoide (ICSI)
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Durante la fertilización como ya se ha mencionado, el espermatozoide activa 

al ovocito liberando factores que promueven su activación, estos factores no son 

específicos de especies y están presentes en la membrana plasmática de la cabeza 

del espermatozoide.  La fertil ización artificial también puede realizarse con la 

inyección de la cabeza del espermatozoide dentro del ovocito, lo que sugiere que 

una completa fertilización no requiere de todo los componentes del espermatozoide 

(Kim et. al. 1999).

Después de la  penetrac ión del  espermatozoide,  és te  p roc ede  a  l a  

descondensación de la cromatina, el crecimiento nuclear y la formación pronuclear.  

La descondensación del núcleo del espermatozoide y la formación del pronúcleo son 

esenciales para el desarrollo embrionario.

La falta de la formación del pronúcleo masculino, esta relacionado con la baja 

actividad del compuesto glutation en el ovocito y, esta actividad es adquirida durante 

la maduración y declina con la edad del ovocito (Zheng et. al. 2004). La síntesis del

compuesto glutat ion ocurre durante la maduración in vitro  y , e s  u n  f a c t o r  

citoplasmático importante para la regulación de la descondensación del núcleo del 

espermatozoide y la formación del pronúcleo masculino (Coy y Romar, 2002).

F i n a l m e n t e  p a r a  l a  a p l i c a c i ó n  d e  l a  t é c n i c a  I C S I ,  e l  compuesto 

polivinilpirrolidona (PVP) en el  medio de manipulación baja el movimiento del 

espermatozoide, además  de  que  es  u t i l i zado  como veh ículo facilitando un 

movimiento suave del espermatozoide dentro de la pipeta de inyección. La presencia 

de PVP estab i l iza la  ruptura que puede sufrir la membrana plasmática del 

espermatozoide, lo cual es esencial para que se pueda dar la formación nuclear 

después de la inyección (Hlinka et. al. 1998).
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2.  JUSTIFICACION

La reproducción de porcinos y bovinos representa una importancia económica 

en el mejoramiento genético como por ejemplo, producción de carne, leche, número 

de crías, resistencia a enfermedades, entre otras. Actualmente, existe la necesidad 

no solo de reproducir animales con características genéticas y fenotípicas superiores

como ya se ha mencionado, sino además se intenta crear animales con valor 

agregado, es decir, animales modificados genéticamente que expresen alguna 

proteína de interés humano.

En la producción de estos animales, es necesario conocer los eventos 

biológicos y genéticos de las células germinales involucradas, así como los procesos 

que los regulan.  Últimamente, se han establecido diferentes técnicas in vitro que han 

cobrado importancia por su trascendencia, de acuerdo a lo mencionado.

En este sentido la clonación animal por transferencia nuclear, proporciona un 

mayor alcance para la manipulación del genoma animal, ya que mediante el manejo 

de células modificadas y, con una reprogramación celular adecuada se pueden 

obtener embriones modificados capaces de lograr un desarrollo viable.  

Técnicas como ICSI han sido solo utilizadas en la reproducción humana, pero 

h a s t a  h a c e  u n o s  a ñ o s  h a cobrado importancia en animales domést icos, 

principalmente en el aspecto económico ya que se pueden producir embriones 

capaces de ser transferibles a hembras receptoras. Actualmente esta técnica es 

importante, ya que por medio de la manipulación genética de los espermatozoides 

(transfección) se pueden generar embriones modificados, así que al establecerla se 

puede garantizar la producción de estos animales de muy alto valor genético y 

económico.
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3.  OBJETIVOS

GENERAL

Producción de ovocitos y embriones in vitro para la manipulación del genoma de 

animales de granja.

PARTICULARES
- Maduración in vitro de ovocitos de porcino y bovino

- Comparación de la activación partenogénica entre el porcino y el bovino

- Estandarización de la técnica TN e ICSI.



Maduración y activación  partenogénica de ovocitos porcinos y bovinos in vitro

Haydee Miranda Ortíz

4.  MATERIALES Y METODOS

4.1.  Colección y maduración in vitro de ovocitos bovinos

Los ovarios se recolectaron del matadero y fueron transportados al laboratorio 

en solución salina (PBS).  Se aspiraron ovocitos inmaduros de folículos de 3 a 5mm; 

se recuperó en un tubo cónico el líquido folicular dejando formar la pastilla durante 15 

minutos a 39 °C. En medio de manipulación se seleccionaron los ovocitos que 

tuvieron un citoplasma homogéneo y por lo menos tres capas de células del cúmulo. 

Se lavaron en medio de maduración suplementado con 0.6 mM L-Glutamina; 0.2 mM

piruvato de sodio; 1 μg/ml 17-β estradiol, 50 μg/ml gentamicina, 0.1% SFB.  Los 

ovocitos fueron incubados en grupos de 25 a 30 células por pozo, con 500 μl de

medio de maduración suplementado con 0.01 U/ml FSH y 0.01 U/ml LH, durante 18 a 

20 horas a 39 ºC con 5% CO2 (Lab-line Mod.  464). Finalmente se hizo una tinción 

con 1 μg/ml con Hoescht para observar el plato metafísico, el cual se debe encontrar 

junto al primer cuerpo polar.

4.2.  Activación de ovocitos bovinos

Después de completada la maduración, las células de la granulosa fueron 

removidas con 0.1% de hialuronidasa en vortex (Daigger Mod. G-560) y estos fueron  

lavados  tres veces con medio de manipulación. Los ovocitos sin células de la 

granulosa que presentaron el primer cuerpo polar, fueron seleccionados para su 

posterior activación. La activación se hizo en medio de manipulación con 7% de 

etanol (EtOH) absoluto, durante 5 minutos a temperatura ambiente, después se 

lavaron y se incubaron los ovocitos en medio de maduración base con 10% SFB y 

1.9mM 6-DMAP durante 4 horas a 39 ºC con 5% CO2.  Seguido de la activación los 

ovocitos fueron lavados y cultivados en medio de maduración base de 24 a 48 horas 

bajo las mismas condiciones.

4.3.  Colección y maduración in vitro de ovocitos porcinos

Los ovarios se recolectaron del matadero y fueron transportados al laboratorio 

en solución salina (PBS).  Se aspiraron los ovocitos inmaduros de folículos de 3 a 

5mm y se recuperaron en un tubo cónico con el líquido folicular y dejando formar la 
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pastilla durante 15 minutos a 39 ºC.  En medio de manipulación se seleccionaron los 

ovocitos que tuvieron un citoplasma homogéneo y por lo menos tres capas de células 

del cúmulo.  Se lavaron en medio de maduración suplementado con 0.6 mM L -

Glutamina; 0.9 mM piruvato de Sodio; 50 μg/ml gentamicina; 0.1% PVA; 0.6 mM 

cisterna y 3.05 mM g lucosa. Fueron incubados en grupos de 25 a 30 ovocitos por 

pozo con 500 μl con medio de maduración suplementado con 0.01 U/ml FSH y 0.01 

U/ml LH de 20 a 22 horas a 39 ºC con 5% CO2.  Se lavaron y se pasaron a medio de 

maduración suplementado sin hormonas de 22 a 24 horas bajo las mismas 

condiciones.  Finalmente se hizo una tinción de1 μg/ml con Hoescht para observar el 

plato metafásico que se debe encontrar junto al primer cuerpo polar.

4.4.  Técnica ICSI

Después de completada la maduración, las células de la granulosa fueron 

removidas con 0.1% de Hialuronidasa con vortex y se lavó tres veces con medio de 

manipulación.  Los ovocitos sin células de la granulosa que presentaron el primer 

cuerpo polar fueron seleccionados para la técnica ICSI.  El espermatozoide fue 

inmovilizado con 10% de PVP y éste fue aspirado con la aguja de inyección, sujetándolo

por la cola y localizándolo lo más cerca posible de la punta de la aguja.  

Aplicando la primer modalidad de ICSI los ovocitos fueron centrifugados a 11000 

rpm durante 6 minutos para tener mayor visibilidad del citoplasma sin problema de 

lastimar el plato metafásico, a continuación se llevaron a medio de manipulación con 7.5

μg/ml de citocalasina B.  En una gota de medio cubierta con aceite mineral, con la aguja

de sujeción se manipuló al ovocito con el cuerpo polar orientado a las 12 horas del reloj.  

La aguja de microinyección fue utilizada para colocar al espermatozoide dentro del 

citoplasma del ovocito.  Los ovocitos fueron lavados y cult ivados en medio de 

maduración base con 10% de suero fetal bovino (SFB) a 39 ºC con 5% CO2.

La otra variante fue en una gota de medio de manipulación con 7.5 μg/ml de 

citocalasina B cubierta con aceite mineral y los espermatozoides tratados con 10% PVP, 

se hizo la sujeción del ovocito realizando una cicatriz donde por la misma se inyectó un 
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espermatozoide con una aguja de microinyección con punta roma, quedando en el 

citoplasma del ovocito.

4.5.  Enucleación y transferencia nuclear

Después de completada la maduración, las células de la granulosa fueron 

removidas con 0.1% de hialuronidasa con vortex y se lavó tres veces con medio de 

manipulación.  Los ovocitos que presentaron el primer cuerpo polar, citoplasma no 

degradado y zona pelúcida intacta se seleccionaron para la enucleación y la 

transferencia nuclear.  La enucleación se realizó en una gota de medio de manipulación 

con 7.5 μg/ml de citocalasina B, cubierta de aceite mineral.  

Se utilizó una aguja de sujeción para inmovilizar al ovocito orientando el cuerpo 

polar a las 3 horas del reloj. El primer cuerpo polar y el plato metafásico se removieron 

por aspiración con una aguja, a continuación se tiñó con 1 μg/ml de Hoescht para 

verificar si éstos fueron retirados.  Después de la enucleación los ovocitos lavados con 

medio de manipulación y en una gota de éste, junto con las células se realizo TN.  La 

célula donante fue introducida dentro del espacio perivitelino del ovocito y finalmente los 

ovocitos se lavaron y se cultivaron en medio de maduración base con 10% de suero 

fetal bovino (FCS) a 39 ºC con 5% CO2.
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5.  RESULTADOS

5.1.  Maduración in vitro de ovocitos bovinos y porcinos

Una vez cumpl ido e l  t iempo de maduración in vitro, se observó bajo 

microscopio que los ovocitos presentarán la distensión de las células de la granulosa, 

pues la  proliferación de estas células ayuda a promover la maduración (Figura 2).  

Cumpliendo con esta característica, se prosiguió a retirar las células de la granulosa 

de los ovocitos con hialuronidasa, para poder observar al microscopio la presencia 

del primer cuerpo polar, que es la característica principal que presenta un ovocito 

maduro, así como también un citoplasma oscuro y homogéneo (Figura 3). 

El rompimiento de la vesícula germinal y la condensación de los cromosomas 

también son características importantes de un ovocito en MII. Cumpliendo con estos 

parámetros citológicos se determino el porcentaje de maduración de los ovocitos 

bovinos (Tabla 1) y porcinos (Tabla 2).  Los resultados de la maduración ovocitaria in

vitro, resultó con mayor porcentaje de eficiencia  en los ovocitos porcinos (79.0%) 

que en los ovocitos bovinos (58.53%).   

Para valorar algunas características citológicas de maduración, como el 

rompimiento de la VG y la condensación de los cromosomas, es necesario realizar la 

tinción mediante el uso del colorante Hoescht.  Los ovocitos maduros teñidos fueron 

observados  bajo microscopio de fluorescencia, gracias a lo cual se observó la 

presencia del plato metafásico (condensación de cromosomas) junto al primer cuerpo 

polar (Figura 4).
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Figura 2.  Ovocitos porcinos maduros con distensión de las células 

de la granulosa (20X).

Figura 3.  Ovocito porcino con el primer cuerpo polar sin células

 de la granulosa (20X).

Figura 4.  Ovocito porcino teñido observándose el plato metafásico (20X).
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Tabla 1. Resultados de la maduración de ovocitos bovinos

Experimento Número de ovocitos tratados Número de ovocitos en MII (%)

1 43 24 (58.53)
2 43 30 (69.76)

3 56 35 (62.5)

Tabla 2.  Resultados de la maduración de ovocitos porcinos

Experimentos Número de ovocitos tratados Número de ovocitos en MII (%)

1 62 49 (79.0)

2 75 54 (72.0)

3 80 54 (67.5)

5.2.  Activación de ovocitos bovinos

La activación celular es indispensable para continuar con la división de los 

embriones de manera natural, así como también, con la nueva reprogramación 

nuclear en embriones reconstruidos. Los ovocitos maduros se sometieron a la 

activación para provocar su partenogénesis. Para tal efecto se empleo un tratamiento 

de etanol (EtOH) y 6-DMAP. De 43 ovocitos tratados, el 4.65% fueron activados, 

siendo este resultado el mayor porcentaje obtenido en los experimentos realizados 

(Tabla 3).  Mediante el uso de los agentes activadores arriba mencionados, se 

obtuvieron embriones (partenones) de buena calidad sin aparentes signos de 

degradación (Figura 5).   
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Figura 5.  Ovocitos bovinos en partenogénesis mostrando

dos blastomeras (20X).

Tabla 3.  Resultados de la activación de ovocitos bovinos

Experimento Número de ovocitos tratados Número de ovocitos en MII (%)

1 24 1 (4.16)
2 30 1 (3.33)

3 43 2 (4.65)

5.3.  Activación de ovocitos porcinos

Ovocitos porcinos madurados in vitro sin tratamiento de activación, fueron 

valorados para conocer el grado de partenogénesis. Es conocido que debido a la 

manipulación del ovocito durante el proceso de maduración, este puede dividirse de 

manera responsiva al estímulo mecánico. Por lo antes expuesto se logró obtener en 

ovocitos de cerdo la producción de embriones partenogénicos correspondientes 

(Figura 6). El porcentaje obtenido de este proceso biológico durante el experimento 

fue de 8.16% y de 3.07%, en dos experimentos independientes de 49 y 54 ovocitos 

maduros respectivamente.
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A B

Figura 6.  Activación de ovocitos porcinos (20X).  A. Ovocito en 2 blastomeras y 

B. Ovocito con más de 8 blastomeras.

5.4.  Técnica ICSI

La inyección de un solo espermatozoide a un ovocito, con el correspondiente 

desarrollo del embrión, es una técnica de fertilización in vitro en la que se requiere de 

una adecuada maduración ovocitaria. Una de las variantes de la técnica ICSI consiste 

en la sujeción del ovocito, el cual fue perforado mediante una aguja de inyección sellada 

de la punta. A través de la abertura hecha se inyectó con una pipeta de microinyección 

un espermatozoide (Figura 7).  

Otra variante que se aplicó, fue la centrifugación previa de los ovocitos para 

separar las vesículas de grasa y poder depositar el espermatozoide lo mas profundo 

posible, empleando nuevamente los microinyectores (Figura 8). Se logró realizar la 

técnica ICSI en ambas variantes, aunque no se busco obtener ningún desarrollo 

embrionario posterior de los ovocitos inyectados.
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 A B

Figura 7.  Aplicación de la técnica ICSI (20X).  A. Ovocito porcino perforado con 

aguja sellada y B. Aguja de inyección con un solo espermatozoide.

Figura 8.  Introducción de un espermatozoide a un ovocito porcino centrifugado 

(10X). La flecha muestra la posición de un solo espermatozoide.
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5.5.  Enucleación y transferencia nuclear

Para realizar la enucleación celular, que es la aspiración del cuerpo polar y el 

plato metafísico (Figura 9), previamente se realizó una tinción con Hoescht de los 

ovocitos maduros, los cuales fueron observados bajo fluorescencia para poder valorar el 

resultado de la enucleación (Figura 10). Realizada la enucleación se prosiguió con la 

transferencia nuclear (celular) en el espacio perivitelino del ovocito enucleado (Figuras 

11 y 12).  Por lo mostrado anteriormente, se comprueba la estandarización de la técnica 

(clonación), sin realizar la activación del ovocito por lo que éste no continúa con el 

desarrollo embrionario.

A B

Figura 9.  Enucleación de un ovocito maduro (10X).  A. Introducción de la aguja para

retirar el cuerpo polar y el plato metafásico del ovocito y  B. Contenido de ooplasma 

de aproximadamente un 10% en la aguja de enucleación.

Figura 10.  Tinción de un ovocito enucleado (10X).
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A B

C D

Figura 11.  Introducción de una célula diferenciada al ovocito (10X).                          

A y B. Aspiración de una célula a través de una aguja de inyección,  C. Inyección de 

la célula en el espacio perivitelino del ovocito y  D.  Ovocito con una célula dentro del 

espacio perivitelino.
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6.  DISCUSION

Para lograr la IVM es necesario tener en cuenta la calidad de los ovarios, así 

como la de los ovocitos recolectados, ya que su estado fisiológico es importante para 

obtener una adecuada maduración. Observaciones como la presencia de tres  o más 

capas de células de la granulosa compactas y que los ovocitos cuenten un 

citoplasma oscuro y homogéneo, son características necesarias para proseguir con 

la maduración in vitro (Rodríguez et. al. 2004).

En el presente trabajo, el protocolo desarrollado para la maduración in vitro de 

ovocitos bovinos difiere del utilizado en porcinos, que consiste principalmente en los 

diferentes tiempos de maduración. Es importante lograr reproducir los eventos

biológicos que suceden de forma natural en las hembras; es por ello que en los 

procesos in vitro debe suplementarse con gonadotropinas. Aunque lo anterior no ha 

sido suficiente en especies como el cerdo, ya que además se ha demostrado que la 

supresión de aditivos hormonales, durante el segundo periodo de cultivo promueve 

un mayor índice de maduración (Coy y Romar, 2002).  

La maduración in vivo de ovocitos en los mamíferos ocurre durante la 

ovulación, por lo tanto es necesario establecer las condiciones adecuadas de la 

maduración in vitro, las cuales también serán diferentes en cada especie e 

importantes para obtener ovocitos viables (Abeydeera, 2002).  El interés de producir 

grandes cantidades de ovocitos maduros y embriones bovinos o porcinos a través de 

técnicas de IVM es para propósitos de investigación biomédica y biotecnológica 

(McCreath et. al. 2000). 

El porcentaje de IVM obtenido en este trabajo para los ovocitos bovinos 

(58.53%), empleando el medio de cultivo TCM 199 por 18 a 20 horas de incubación, 

fue menor de acuerdo a lo reportado (70-80%) en condiciones similares de  

maduración (Abeydeera, 2002). Estas diferencias pueden obedecer por una parte a 

los aditivos (hormonas, factores de crecimiento, etc) involucrados en los protocolos 

de maduración y/o el tipo de animales empleados para la recuperación de ovocitos.
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En cuanto a la especie porcina la IVM de los ovocitos con el medio TCM 199, 

fue de 79.0%, con un tiempo de 20 a 22 horas con hormonas y un tiempo adicional 

de 22 a 24 horas sin hormonas, completando un periodo total de maduración de 42 a 

44 horas esta dentro de los valores reportados (80-90%) (Wu et. al. 2002).  

En los casos de la especie bovina y porcina, los parámetros tomados en 

cuenta para la maduración de los ovocitos fueron, la distensión de las células de la 

granulosa, la formación del primer cuerpo polar, la formación de la placa metafásica y 

el rompimiento de la VG. Estos parámetros morfológicos y citológicos de los ovocitos 

son los parámetros considerados en la literatura (Miyoshi et. al. 2002).

La maduración ovocitaria paralelamente también depende de otros factores, 

como la calidad de los ovarios obtenidos en matadero y, que las cerdas contengan 

los folículos maduros (Abeydeera, 2002).  Se ha observado que en cerdas adultas la 

calidad de los ovocitos es baja, sin embargo en trabajos anteriores reportados se 

puede obtener un alto desarrollo embrionario. Por otro lado en cerdas prepúberes, se 

tiene una mayor eficiencia en cuento a la maduración.  Lo anterior debido a que los 

estros repetidos presentados en las cerdas adultas, modifican la heterogeneidad de 

los ovocitos colectados pudiendo tener células inmaduras, medianamente maduras, 

maduras e inclusive ovocitos muy maduros.  

Mientras que en cerdas prebúberes la única presencia de hormonas no 

repercutirá en obtener diferentes estadios de los ovocitos colectados, por lo que en 

su mayoría estarán en MII (Miyano et. al. 2003).  Esta serie importante de diferencias 

fisiológicas de los animales podrían explicar los resultados en cuanto al bajo índice 

de maduración.

La partenogénesis se presentó en bovinos con un porcentaje muy bajo 

(4.65%), contrario a los porcentajes (50-60%) reportados (Vallejo et. a l . 2003).  

Probablemente esto obedeció al protocolo utilizado; dado que actualmente se 

continúa con la búsqueda de las mejores condiciones tanto químicas como físicas o 
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la combinación de las mismas para optimizar la partenogénesis.  En porcinos la 

partenogénesis registrada fue en promedio de 5.61%, sin la utilización de algún 

protocolo de activación. Se conoce que el estímulo físico a través de la manipulación 

de los ovocitos en porcinos promueve la partenogénesis de los mismos (Rodríguez 

et. al . 2004), lo cual puede explicar este resultado aún sin la utilización de algún 

protocolo.

Se realizó la enucleación de los ovocitos mediante la técnica de aspiración con 

aguja de microinyección, en un primer protocolo se aspiro aproximadamente el 10% 

del ooplasma donde se supone se el imina el primer cuerpo polar y la placa 

metafásica.  Lo anterior fue verificado a través de la tinción vital de los ovocitos 

enucleados.  

La transferencia nuclear fue realizada con la microinyección de una sola 

célula, la cual fue depositada en el espacio perivitelino del ovocito. Dados los 

objetivos de este trabajo, no se procedió a obtener la activación y el desarrollo 

embrionario de los ovocitos tratados, lo cual seria el paso final para obtener 

embriones clonados y viables para su transferencia.  Se sabe que la enucleación 

mecánica provoca un decremento en la calidad de los embriones debido el tiempo en 

la que ésta se realice, que debe ser realizada alrededor de las 18 horas de 

maduración (Rodríguez et. al. 2004).

La realización de ICSI también fue realizada con los ovocitos aquí reportados.  

Se ha establecido su aplicación mediante la utilización de PVP, para la inmovilización 

del espermatozoide, el ICSI mayoritariamente es reportado en la reproducción 

humana (Hlinka et. al. 1998). Sin embargo esta técnica puede ser también adaptada 

en los animales de granja, para poder acelerar los esquemas de mejoramiento 

genético animal.



Maduración y activación  partenogénica de ovocitos porcinos y bovinos in vitro

Haydee Miranda Ortíz

El espermatozoide fue depositado en dos pasos en el espacio perivitelino del 

ovocito y en un segundo protocolo el ovocito maduro, previamente fue centrifugado 

para separar las vesículas de grasa de la célula y depositar más profundamente el 

espermatozoide. En estos experimentos tampoco se continúo con el desarrollo 

embrionario. Se ha reportado que la inyección de calcio en el medio de manipulación, 

durante la realización de ICSI, favorece la activación de los ovocitos microinyectados 

(Zheng et. a l . 2004). En otra situación también es posible activar los ovocitos 

inyectados con el espermatozoide empleando suaves y controladas descargas 

eléctricas (Ushijima et. al. 2002).

La producción in vitro de cantidades ilimitadas, de manera económica, de 

excelente calidad biológica y a disposición, será fundamental para establecer 

protocolos de manipulación de genes y el mejoramiento genético de los  animales de 

granja.  Definitivamente el manejo y producción de ovocitos en ambas especies de 

valor ganadero, presenta diferentes adecuaciones en el proceso de maduración. 
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7.  CONCLUSIONES

- Es posible obtener ovocitos de ovarios recolectados de vacas y cerdas de 

desecho en rastros.

- La maduración in vitro d e  ovocitos bovinos dura 20 horas y  en ovocitos 

porcinos de 42 a 44.

- La activación partenogénica de ovocitos bovinos (4.65%) se logro mediante el 

uso de ETOH y 6-DMAP. En los ovocitos porcinos la activación (5.61%)  se 

presentó espontáneamente por estimulación física.

- Se estandarizó la técnica ICSI con los ovocitos producidos.

- Se estandarizó la técnica de enucleación y transferencia nuclear empleando 

células diferenciadas en cultivo

- La producción de ovocitos maduros viables in vitro representa el material 

biológico necesar io  para la  ap l icac ión de técnicas de c lonación y /o 

transgénesis, ICSI, entre otras; por lo que mediante la realización de este 

trabajo en el CMEB existe la posibilidad de producir animales con valor 

agregado genético.
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ANEXOS

ANEXO 1.  Preparación de soluciones

Solución salina bufferada (PBS)

1L H2O destilada

8g NaCl

0.2g KCl

1.44g Na2HPO4

0.24g KH2PO4

En 1Lt H2O bidestilada se mezclan 8g NaCl, 0.2g KCl, 1.44g Na2HPO4, 0.24g 

KH2PO4, y se ajusta el  pH 7.3 a 7.4pH. Esterilizar  en autoclave (Yamato Mod.

SM510).

Medio de manipulación base

500ml H2O destilada

4.75gr M 199 

4mM NaHCO3

18mM Hepes

En 500ml H2O destilada se mezclan 4.75g Medio 199, 0.168g NaHCO3, 2.38g 

Hepes, y se ajusta pH 7.4, esterilizando por filtración bajo condiciones estériles en 

campana (Labcono Mod.  36209) y utilizando una membrana de 0.22 micrones

(Millipore Cat No. GVWP04700).  Finalmente se conserva a 4ºC en la oscuridad en 

un contenedor estéril no más de cuatro semanas.

Medio de manipulación suplementado en bovino y porcino

5Oml Medio de manipulación base

5% SFB

50μL Gentamicina

Bajo condiciones estériles se prepara el medio de manipulación necesario.  

Por cada 50ml de medio de manipulación base agregar 5% SFB y 50μl Gentamicina.  

Filtrar con membrana de 0.22 micrones bajo condiciones estériles y mantener a 4ºC.
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Medio de maduración base

500ml H2O destilada

4.75gr M 199 

26 mM NaHCO3

10 ng/ml EGF

En 500ml H2O destilada se mezclan 4.75g Medio 199, 1.09g NaHCO3, 500μl 

EGF.  Esterilizar por filtración bajo condiciones estériles utilizando una membrana de 

0.22 micrones.  Finalmente se conserva a 4ºC en la oscuridad en un contenedor 

estéril no más de cuatro semanas.

Medio de maduración suplementado en bovino

0.6mM L-Glutamina

0.2mM Piruvato de Sodio

1μg/ml17-β Estradiol

50μg/ml Gentamicina

0.1% SFB

0.01U/ml FSH

0.01U/ml LH

En 9ml de medio de maduración base se agregan 60μ l L-Glutamina, 20μl 

Piruvato de Sodio, 10μl 17-β Estradiol, 10μl Gentamicina, 1ml SFB, 10μl FSH, 10μl 

LH, se esteriliza por filtrado utilizando una membrana de 0.22 micrones.

Medio de maduración suplementado en porcino

0.6mM L-Glutamina

0.9mM Piruvato de Sodio

50μg/ml Gentamicina

0.1% PVA

0.6mM Cisteina

3.05mM Glucosa

0.01U/ml FSH

0.01U/ml LH 
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En 9ml de medio de maduración base se agregan 60μ l L-Glutamina, 90μl 

Piruvato de Sodio, 10μl Gentamicina, 100μl Cisteina, 100μl Glucosa, 1ml PVA, 10μl 

FSH, 10μl LH, se esteriliza por filtrado utilizando una membrana de 0.22 micrones.

ANEXO 2.  Fabricación de agujas

La utilización de agujas es importante ya que se tiene que debe cuenta la 

técnica que se utilizará, por lo tanto existen condiciones específicas para cada una 

de ellas en la técnica que se desee emplear.  

En ICSI se utilizan capilares de vidrio (Harvard Mod. GC-100T-10), con un 

diámetro externo de 1.0 mm y un diámetro interno de 0.78 mm.  Para la fabricación 

de agujas de sujeción se emplea el rest irador (Narishige Mod. PN-30), con 

condiciones de calor de 82.7, de sub-magneto de 29.9 y de magneto principal de 

76.6. A continuación con el pulidor se corta la aguja con el diámetro deseado, 150

μm de diámetro externo y 20 μm de diámetro interno y finalmente se aplica calor a ⅓ 

de la punta para doblarlo 15°.  En la fabricación de una aguja de microinyección, por 

medio del restirador se divide la aguja en dos, a continuación con el pulidor 

(Narishige Mod. MF-900) se corta la agujas con el diámetro deseado, 7μm de 

diámetro interno para finalmente en el biselador (Narishige Mod. EG-400)  se le da 

forma la punta con 30° de inclinación.

Para la TN se utilizan capilares de vidrio, con un diámetro externo de 1.0 mm y 

un diámetro interno de 0.78 mm.  Para fabricar una aguja de sujeción, por medio del 

restirador con condiciones de calor de 82.7, de sub-magneto de 29.9 y de magneto 

principal de 76.6 para que se divida la aguja en dos, a continuación con el pulidor se 

corta la aguja con el diámetro deseado, 150 μm de diámetro externo y 20 μm de 

diámetro interno y finalmente se aplica calor a ¼ de la punta para doblarlo 15°.  Para 

fabricar una aguja de enucleación, por medio del restirador se divide la aguja, a 

continuación con el pulidor se corta la aguja con el diámetro deseado, 15 μm de 

diámetro interior para finalmente en el biselador se le da forma la punta con 35° de 

inclinación para que la aguja pueda entrar al ovocito.


