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RESUMEN

En el presente irabajo se describen os alecios
el miadic de madurackin ovocitana y oe a suplemen-
tacion profoica sobre el proceso de maduracidn
oveSitana in witnd do HocA0s inmaduros da vacuna,
Para alio 8 usaron tnes medios da cultivo dilaranies,
tales coma; medio TGM-188, medio DME y medio H-
¥, asl coma cualro suplementos protecos distinios
{Muido felicular boving. BFF; suero fatal boving FCS;
fraceitn V albuminosa del suer bovino:BSA y ligui-
doamnidiion DovinoBAR), Los Indioes do maduracion
ovocilaria obtenidos, usanda of medo TCM-193,
fueron significativamente superiores (81,8 p.100;
e=0,01 y p=0.05 respectvaments) que los consequi-
dos con gl medio DME (70,3 p. 100) y el medin H-Y (7B
p.100). En el segundo axparmmanto, of parcentaje de
ovociios que elcanzaron el estadio de metafase-|l,
cuando fueron cultivados en prasencia de BFF (52
p.100; g=0,05), fue supanas al conseguids por los
ovocitos del grupe control (45,5 0,100, aunque tales

*Esle In}ujn-.h:.mdu realizado gracias a una beca de
invesligacion concedida por la Junta de Ardalucia en
colahoracion con Cajasur
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difipréncias no fueron significatvas, Porel contraria,
los ovocitas madurados en presencia de FGS (81
p.100), BSA (BE.2p, 100) & BAF (77,9 p.100) mosira-
o unos Indas de maduracion maiatica significati-
vamania supinionss (p<0,001 ) & los conseguitos por
el grupacontrol. En conclusidn, kos resullados oblo-
midos en el presanta rabajo indican gue el medio
TOM-199 fue supenor, en cuante &l numero de
ovDCilns quie alcanzaron el estadio de maduracain, en
comparaciin con los medios DME y H-Y. As| mismo,
Iasuplmentacan proleics confrbuyd & Incrementas
o porcenlajr deovociios gue alcanzann of estado de
matafase-l. Ademdas, los mayores porcantajes de
maduraein g0 consiguicron euanda el madio da
maduracsan sa suplementd con FGS, BSA y BAF.

SUMMARY

Iniha prasantwark, tha afacts ol cocyte maturation
medium and profein supplementation on in e
rmaburalion process ol mmatune boving oocyles are
described. Three difierent culture media, such as:
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TCM-199 medium, DME medium and H-Y medium,
and four diffenen protain supplements (bovina iolculas
fiuid:BFF; fetal calf serum:FC5; albumen fraction W of
baving sarurmBSA; and boving ammotic Nuid BAF)
were used. The oocyle maturation rales oblamed
wsing TOM-199 medium were significantly highes
{21.8 posent; p=0.01 and p=0.05 respastivaly) than
Thatobtained by DME medium (70,3 p.oent) and H-Y
madium {76 p.cant). In the second expariment, the
oocyles percantage which reached the metaphase-[1
stage whan they were cultured inpresenceof BFF (52
p.cont; p=0.05), was highor (han Mal oblained in
control group (85.5p.cant), athough such differences
warenot significan. By contrast, oocyles matunedin
presence of FCS (81 p.cont), BSA (86.2 p.cent) or
BAF (77.9 p.oant) showed meialis maturation rales

significantly higher (p<0.001) than that cbtamed in
control group, In conclusion, e resuits obbained in
the present work indicate thal TCM- 158 medium was
SUDaMiad on obcylas number that reached the
maluration stage, in companzon with OME and H-Y
media. Inaddition, prosein suppiermentaton comribulod
Iincreass the percentageof vocyles thatreached the
mataphase-ll stage. Furthermore. the highest
maluration percenlages were obtained when
maturation medium was supplementad with FCS,
BSA and BAF.

INTRODUCCION

Elmediode cultivo constituye uno de
los factores condicionanies de la capaci-
dad de maduracién in vitro de ovocitos
inmaduros en las distintas especies de
animales domésticos. En la actualidad,
se han formulado una gran variedad de
medios de culiive cuya composicion y
finalidad es asegurar el mantenimiento
delas necesidades metabalicas y energe-
ticas que el ovocito requicre para su
maduracion fuera de suambiente folicu-
lar. Entre los medios de cultivo mas
utilizados destacan el medio TCM-199,
Ham F-10,F-12, MEM, ete. Todos ellos
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son formulaciones complejas de aminod-
cidos, sales minerales, vitaminas, pro-
motores del crecimiento, ete. Sinembar-
go, ¢l medio TCM-199 es el mas amplia-
mente utilizado en el cultivo de ovocitos
en la especie bovina (Sirard y Bilodeau,
1990; Rose v Bavister, 1992),

Los medios de maduracion son gene-
ralmente enriquecidos con una gran di-
versidad de suplementos, tanto séricos
coma hormonales, que favorecen la ca-
pacidad del ovoeito para madurar in
vitro: suera fetal de temero (Sacki et al.,
1990}, suero de vaca en celo (Kim et al.,
1990), sueroalbuminosade bovino (Kane
¥ Headon, 1980}, diferentes tipos de
hormonas luteotropas v foliculo estimu-
lantes (Zuelke y Bracken, 1993), diver-
sos factores de erecimiento (Lorenzo ef
al., 1995), eic.

Elobjetivo principal del presente tra-
bajo fue analizar, por una parte, cual de
proporcionaba unos mayores indices de
maduracion in vitro de ovocitos
inmaduros de vaca. Asimismao, se evalud
lacapacidad que tienen diferentes suple-
mentos proteicos, de evaluar la
maduracion meidtica in vitra de ovocitos
de vacuno obtenidos a partir de vacas
sacrificadas.

MATERIAL ¥ METODOS

La OBTENCION ¥ PREPARACICON DEL LIQUI-
DO AMNISTICO

Elliquido amnidtico bovino fue obte-
nido a partir de uteros procedentes de
vacas gestantes sacrificadas en el mata-
dero. El estado de gestacion de las vacas
fue estimado entre 5-10 semanas, segin
el tamafio del feto (8 a 12 cm). Después
de abrir el ulero y exteriorizar la mem-
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brana amniotica, el liguido ammiotico fuc
aspirado con una jeringa de 5 ml,
centrifugado a 3000 rpm durante 5 minu-
105, inactivado a 56°C durante 30 minu-
o5 y finalmente se almaceno a -20°C
hasta el momento de su utilizacion en el
cultivo de los ovocitos.

La OBTENGION DEL LIQUIDD FOLICULAR
Owarios de vacas sacrificadas en
matadero fueron recogidos y ransporta-
dos al laboratorio en una solucion salina
equilibrada (NaCl, 0,9 p.100) y suple-
mentada con antibioticos (10 pg/ml de
estreptomicina y 100 Ul/m] de penicili-
na). Foliculos ovaricos con un didmetro
entre 2- 10 mm fueron aspirados utilizan-
douna jeringa de 2 ml. El liquido folicu-
lar aspirado fue colocado en un pequeiio
tbo de ensayo v centrifugado a 3000
rpm durante 5 minutos. Finalmente, el
sobrenadante fue recogido, filtrado (fil-
iro millipore de 0,22 um de iamafio de
pora), ¥y almacenado a -20°C hasta el
momento de su utilizacion,

La RECOGIDA ¥ CULTIVO DE LOS OOCITOS

Owvarios procedentes de terneras v
vacas (entre | v 5 afos de edad) sacrifi-
cadas en ¢l matadero, fueron iransporta-
dos al laboratorio en una solucion salina
(NaCl, 0,9 p.100 P/V), suplementada
con antibidticos (10 pg/ml de
estreptomicina y 100 Ul/ml de penicili-
na)y mantenidos aunatemperatura entre
30-37°C, Se aspird ¢l contenido de los
foliculos, con un didmetro entre 2-10
mm, con agujas de 18 G en jeringas de 2
ml. El liquido folicular aspirado fue co-
locado enuna placade cultivode 3 emde
didmetro, y con la ayuda de un microcopio
invertido v una micropipeta. se recogie-
ron dinicamente los ovocitos que mostra-

ban un camule celular compaeto v un
citoplasma uniforme. A continuacion,
los ovocitos fueron lavados repetidas
veces con una solucion salina equilibra-
da (solucion de Hank). Finalmente, los
ovogitos fueron colocados en una placa
de cultivo (entre 20-30 ovocitos por pla-
ca) conteniendo 2 ml de medio de
maduracion y se incubaron durante 24
horas en una estufa a 39°C, en ambiente
humedo v con un 5 p.100 de CO,. El
tiempo transcurrido desde la recogida de
los ovarios hastael cultivode losovocitos,
para su maduracion, fue aproximada-
mente de 3 horas.

EL DISERO EXPERIMENTAL
Experimento 1:

Conel objetivo de evaluar que medio
decultivo proporciona los mayores indi-
ces de maduracion ovocitaria in vitro de
ovocitos inmaduros de bovino, se esta-
biecieron tres grupos de ovocitos y se
cultivaron de acuerdo con el siguiente
esquema: 1) un grupo de oocitos fue
maduradoen el medio TCM-199(Sigma),
con 25 mM de Hepes, bicarbonato vy
suplementado con 0,2 p.100 de L-
glutamina (Sigma), 0,2 p.100 de solu-
cion antibiotica-antimicatica (Sigma) y
10 p. 100 de FCS. 2) Un segundo grupo
de ovocitos se cultivé en el medio
Dulbecco’'s Modified Eagle's (DME,
Sigma) y suplementado con los mismos
suplementos que en el caso anterior. 3)
Un tercer grupo de ovocitos fue madura-
do en el medio H-Y (DMENCTC 109
mixture, Sigma)y suplementado de igual
forma que en los casos anteriores,

Experimento 2:
Con la finalidad de analizar el efecto
de la suplementacion proteica del medio
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Figura 1. (hocito fnmadiro de boving en of
que aparece un citoplasma homogeneo v
algtnas grupos de células del cumulo (C0), x
400, (Bovina immature ococyle showing a
homoganasus cyloplasm and some cumulus cell
aroups (GO}, 1400},

de cultivo, sobre los porcentajes de
maduracion ovocitaria in vitro deovocitos
inmaduros de bovino, el medio basico de
maduracion TCM-199con 25 mM Hepes,
bicarbonato ¥ 0,2 p.100 L-glutamina,
fue suplementade de acuerdo con el si-
guiente esquema: 1) Un grupo de cocitos
fuecultivado enpresenciadeun20p. 100
de BFF. 2) Unsegundo grupodeovocilos
se cultivo en presencia deun 20p. 100 de
BAF. 3) Un tercer grupo de ovocitos fue
cultivado en el medio basico de
maduracion suplementado con un 20
p. 100 de FCS. 4) un cuarto grupo de
ovocitos fue madurado en presencia de
0.5 p. 100 de BSA. 5) Y un altimo grupo
de ovecitos fue cultivado en el medio
TCM-199 sin suplementar, utilizandose
como grupo control. El medio basico de
maduracion, eneste segundo experimen-
to, fue el medio TCM-199 ¢n funcién de
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los resultados optimos obtenidos en ¢l
primer experimento en comparacion con
los demas medios estudiados. Sinembar-
go, seria también interesante analizar los
indices de maduracion ovocitaria que se
obtendrian al emplear el medio H-Y,
enriquecido con alguno de los suplemen-
tos ulilizados en este segundo tratamien-
1o, leniendo en cuenta que no existe tanta
diferencia entre los medios TCM-199 y
H-Y.

LA PREPARACION CROMOSOMICA DE LOS
QOCImos

Finalizado el periodo de incubacidn,
los ovocitos fueron colocados en un pe-
quetio tubo de ensayo conteniendo 3 mi
de una solucion hipotonica de citrato
trisddico al (0,88 p.100 y 0,02 p.100 de
tripsina. Tras una leve centrifugacion
(vortex), para eliminar las células de

Figura 2 (hocito en estadio de metafise].
Se mestra s grupo decromosomas bivalentes
{(flecha) v otro grupae de cromosomas (edivi-
dugiles, x [ 5000, (Docyte at melaphase- stage. s
shown a growp of bivalant chromasomes (arow) and
anather group ol individual chromosomes, = 1500).
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Figura 3. (hocito en extadio de metafase-tl,
Se muestra un grupo de cromosomas (CROY
hapleide (N=30) v el corpispulo polar (CP)
en imterfase, x/300. (Cocyte &t melaphase-ll
stage. It = shown a haploid chromasomes group
(CRCH N=30) and the body palar (CP) at inlarphase
etage, x1500).

cimulo, los ovogitos fueron colocados
en una placa de cultivo de 3 cm de
diametro conteniendo 2 ml de una solu-
cion hipotonica de citrato trisodico al
0,88 p.100 durante 45-60 minutos. A
continuacion, los ovocitos fueron fijados
utilizando dos soluciones de fijador: una
primera solucion de metanol-ac. acético
al 1:1 {v/v) durante § minutos, y una
segundasolucion de metanol-ac. acélico
al 3:1 (v/v) durante 24 horas. Finalmen-
te, los ovocitos fueron colocados én
portaohjetos desengrasados, tefiidos con
Giemsaal 5 p. 100 en tampén Sorensen y
observados al microscopio para analizar
su estadio de maduracion.

Los CRITERIOS DE EVALUACION ¥ ANALISIS
ESTADISTICO

Se realizaron un total de cinco ensa-

Figura 4. Ovocite degenerade en of que se
priede apreciar fo zoms pelacida (£P) v un
comfunte de vacwolas degenerativas a mivel
citoplasmarico (fechas), 400, (Degenerated
cocyle showing the zona pellucida (ZP) and a
degenoralive vacuokas groupin the oytoplasm | arows),
a0}

yos por cada tralamiento, tanto en el
primer experimento como en el segundo,
Los ovocitos fijados, edidos y extendi-
dos fueron evaluados morfologicamente
y clasificados, en funcion de su estadio
meidtico, en lascategorias sipuientes: 1)
Estadio de vesicula germinal (VG; figu-
ra 1): la membrana nuclear aparece in-
tacta vy la cromatina se muestra
meidticamente inactiva:; 2) Metafase |
(MI; figura 2): la membrana nuclear
aparcce abierta y la cromatina se mues-
tra condensada formando cromosomas
visibles (bivalentes); 3) Metafase 1T (M-
I1; figura 3): El corpusculo polar se hace
visible en el espacio perivitelino y los
cromosomas maternales aparecen per-
fectamente identificados; 4) Degenera-
cion (DEG; figura 4): se muesira como
un citoplasma valuolizado o fragmenta-

Archivos de rootecnia voll 46 mim. I73, p. 203,
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do. Los resultados obtenidos fueron ana-
lizados estadisticamente mediante un test
de Chi-cuadrado (5.A.5 Institute INC.,
1982).

RESULTADOS

Los indicesde maduracion ovocitana
abtenidos en el experimento 1 estin re-
flejados en la tabla . El medio TCM-
199 fue superior en soportar el proceso
de maduracion in vitre en comparacion a
los otros dos medios empleados. El por-
centaje de ovocitos que alcanzaron el
estadio final de maduracion, tras su cul-
tivo en el medio DME (70,3 p.100) o en
el medio H-Y (76 p.100), fue inferior
(p=0,01 y p<0,05 respectivamente) al
obtenido por ¢l medio TCM-199 (81,8
p.100). Sin embargo, no se observaron
diferencias significativas en los porcen-
tajes de maduracion observados en los
medios DME v H-Y . Ademas, pudimos
apreciar que los ovocitos madurados en
presencia del medio TCM-199 mostra-

ban un citoplasma méis homogéneo sin
signos degenerativos. Por el contrario,
los ovocitos madurados en los medios
DME y H-Y mostraban un citoplasma
muy vacuolizado con signos claros de
degeneracion,

En la tabla 11 s¢ muestra los porcen-
tajes de maduracion obtenidos por los
ovogitos tras sumaduracion en presencia
de distintos tipos de suplementos protei-
cos. Laadicion de suplementos proteicos
al mediode cultivo de ovocitos inmaduros
favorecid el porcentaje de ovocitos que
alcanzaron el estadio de metafase-11, en
comparacion con ¢l grupo de ovocitos
que Tueron madurados en un medio sin
enriquecer, En este sentido, cuando los
ovocitas fueron cultivados en presencia
de BFF(52p.100) el indice de maduracion
fue superior (p=0,05) al observado enel
grupo control (45,5 p 100}, Aunque, no
se encontraron diferencias significativas

enlre ambog tratamisntne Por ol soniea
ST Al DO ARRATTHETNOE, 07 @ SONiTa-

rio, los porcentajes de ovocitos, que al-
canzaron el estadio de metafase-11 en
presencia de BSA (86,2 p.100), FCS (81

Tabla I, indices de maduraciin meidtica de oocitos inmaduros bovinos abtenidos tras s cultive
en diferentes medios de madiracion. (Meiotic maturation rfes of immature bovine 0ocytes ohtaned after

culturing in different maturation media).

Tipos de MNimaro da MNumernode avocitos (p. 100)

medios BTSN ovocilos cultivados V& M-l M-I DEG
TCM-199 7 314 4,504 8.2:08 B18243* 55405
DME T kg 124212 10321,0 70,343 9 THDT
H-Y 7 3i8 11211 8.4+08 Ta+4,0%  3.8+03

ViG: vesicula garminal; M-I: metatase-|; M-Il metatass-l; DEG: degenarados, Los dales se muestran como
porcantajes mediostEEM de un total de 7 ensayos por tratamionio
a-d: Lelras distintas, dentro da la misma columna, indican difevencias signilicativas.

{a,d) valores difisran astadisticamante (p=<0,05)
{a,c) valores dificren esiadisticamante (p<0,01)

Archives de zootecnia vol 46, mim. 175, p. 204,
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Tabla IT. indices de maduracion meictica obtenidos tvas el cultivo de socitos inmaduros en el
medio bisico de maduracian (TOM- 199 enviguectdo con cuatvo suplementos proteteos diferen-
les. (Maiotic maturation rales oblained afer culturing themmature oocyies in the basic maturation madium [TCM-
199) anfichad with Towr diffensnt pﬂ:ﬂhﬂ sq:plemmar

ovocilos (p100)

Tipos de Nﬂmr.mdu Nomersde
suplemenios eNSaAY0s ovocios cultivados V& L8] M-I DEG
FCS 7 320 35403 75407 B4 2 808
BEA T 316 18401 5206 85.2+4 5 T2
BAF 7 322 71107 B2108 77837 6,806
BFF 7 325 261521 11,4413 52+33* 105412
Contral 7 s 8823 0312 455231 154415

WiG: vesicula germinal; M-1: metalase-; M-II: metalase-1l; DEG: degenerados, Los datos se muestran como
porcantajes mediast SEM da un tatal da 7 ansayos por tratameanto,
a.b: Ledras debintas dentro de la misma columna indican diderencias significativas (p« 0,001).

p- 100}y BAF (77,9 p. 100), fucron signi-
ficativamente superiores (p<0.001)a los

conseguidos en el grupo de ovocitos su-
n]pmpmadg con RFF fﬁ’? " 1000 ven al

grupo control (45,5 p. 100),

DISCUSION

Los resultados obtenidos en el primer
experimento indican que el medio TCM-
199 proporciona unos mayores porcen-
tajes de maduracion ovocitaria in virre
en comparacion con los medios DME v
H-Y. El medio TCM-199 ha sido am-
pliamente usado en virologia v en la
produccion de vacunas, asi como para ¢l
cultivo in vitro de implantes primarios de
ceélulas epiteliales pancredticas de ratén
y de celulas del cristalino en rata (Ryan
v Walk, 1979; Bolton eral., 1982). Ade-
miis, el medio TCM-199 es el mds usado
en el cultivo de ovocitos y embriones de
distintas especies de animales domésti-
cos (Makanishi eral., 1990; Willis eral.,

1990). Mosotros creemos que la accion
beneficiosa del medio TCM-199 se po-
dria deberal alto contenido en aminodci-

dog 'U'Il"lTl'|I1'| ¢ v nromaotores dal oeaad
L0, YA s N PrOTHORNES Qo el

miento. Ademds, el medio TCM-199
contiene tampon Hepes que con un Pka
de 7,37 a 37°C, proporciona el maximo
grado de amortiguacidn cuando es afiadi-
do a un medio tamponado de fosfato-
bicarbonato al pH optimo v al rango de
lemperatura necesario para la mayoria
de las células en cultivo. Se ha descrito
que la concentracion optima de tampon
Hepes en el medio de cultivo es de 25
mM, concentraciones més bajas de Hepes
proporciona un menor efecto amorigua-
dor, y a concentraciones mayores serian
toxicas para algunas lineas celulares
(Shipman, 1969).

El medio DME se origina a partir de
lasmodificaciones llevadas acabo, enel
medio Basal Medium Eagle (BME), por
Dulbecco v Freeman. El uso del medio
DME fue descrito por primera vez para
el cultivo de células embrionarias de

Archives de zootecnia vol. 46 niim. [75, p. 205,
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raton, ¥ mas recientemente, cuando se
suplementa convenientemente, para fa-
cilitarel crecimiento de numerosos tipos
de cultivos celulares (Kolodny, 1976;
Fisher v Goldstein, 1977; Goodman,
1978). Cuando los ovocitos fueron culti-
vados en el medio DME, los indices de
maduracion obtenidos fueron los mas
bajos al compararlos con los indices
obtenidos en los medios TCM-196 v H-
Y. Nosotros sugerimos que este pobre
efecto del medio DME puede ser debido
a la relativamente pobre composicion
quimica, si lo comparamos con los otros
medios de cultive. Ademads, el medio
DME nocontiene el amortiguador Hepes,
el cual es un factor muy importante en el
tamponamientodel pH del medio de cul-
tvo.

El medio H-Y constituye una fuente
nutricional muy completa que propor-
ciona determinados factores fisiologicos
¥ que esta especialmente disefado para
mantenerel desarrollode lineas celulares
hibridas en cultivo, En nuestro experi-
mento, ¢l medio H-Y proporciono unos
indices de maduracion optimos, los cua-
les fueron superiores a los conseguidos
por el medioc DME, e inferiores a los
abtenidos por el medio TCM- 199, Nosao-
tros pensamas que la accion positiva del
medio H-Y podria radicar en su compo-
sicidn quimica, la cual proporciona una
amplia variedad de vitaminas, aminedei-
dosy sobre todo factores de crecimiento,
entre los que destaca la insulina. Se ha
descrito que la insulina actua como fac-
tor de crecimiento en la maduracion
ovogilaria ¥ en posteriores estadios de
desarrollo en vacuno (Zhangetal., 1991).

En el segundo experimento, se estu-
did el papel de la suplementacion proteica
en la maduracion ovocitania in vitro de

Archivos de zootecnia vol. 46, nam, 175, p. 206,

ovocitos inmaduros bovinos. Los datos
obtenidos indican que dicha suplementa-
cion proteica contribuye a mejorar los
porcentajes de ovocitos que alcanzan el
estadio final de maduracion. En general,
todos los suplementos proteicos propor-
cionaron unos niveles de maduracion
superiores a los conseguidos porel grupo
control. Es conocido que el liguido foli-
cular gjerce una accion represora de la
maduracion meidtica ovocitaria
(Edwards, 1974; Sirard er al., 1992), Se
postula que quizds exista una proleina
involucrada enel control de la reduccion
meidtica. Sato y Koide, (1988) aislaron
un pequeiio péptido (< 10KD), en el
liquide folicular bovine, capaz de inhibir
la maduracion de ovocitos de raton en
cultive. Anteriormente, Tsafrin er al.
(1976} encontraron una pequeia mole-
cula, en el liquido folicular porcino, que
era activa en la inhibicion de la division
meidtica en raton, como fue demostrado
por Downs v Eppig, (1987).

Elsuplemento proteico FCS, anadido
al medio basico de maduracion, propor-
ciond unos elevados indices de
maduracion. Estos resultados son simi-
lares a los conseguidos por Mochizuki et
al, (1988), Willis et @l. (1990) y Toley et
al, (1991). Presumiblemente, el efecto
beneficioso del suplemento FCS sea de-
bido a la existencia de un componente
{ fetuin) que actia como factor activador
de la maduracion ovocitaria im virre
(Allen et al., 1982; Sanbuissho y
Threlfall, 1990},

De igual forma, cuando ¢l medio de
maduracion fue suplementado con liqui-
do amnidtico bovino, los porcentajes de
maduracion ovocitaria fueron superiores
a los conseguidos en el grupo de oocitos
control y parecidos a los alcanzados por
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los suplementos FCS v BSA. Los liqui-
dos fetales (liguidos amnidtico v
alantoiden) son también usados en la
maduracion in vitro de ovoeitos bovinos
(Ocafa er al., 1994), en la fertilizacion
humana in vitro (Gianaroli er al., 1986)
y en el cultivo in vitro de embriones de
raton y humano (Gianaroli ef al., |986;
Fugger et al., 1988; Dorfmann ef al,,
1989; Javed et af., 1990). Algunos auto-
res sugieren que los liguidos fetales con-
tienen altas concentraciones de elec-
trolitos, creatina, urea, glucosa, fosfato,
COrTeCtones Onicos y no IGnicos y promao-
tores del crecimiento que proporcionan
un excelente desarrollo embrio-nario v
elevados indices de maduracion, sin ne-
cesidad de cualquier otro tipo de suple-
mentacion (Wales, 1970; Reeves, 1972;
Gianaroli er al., 1986).

Finalmente, los mayores porcentajes
deovocitos, que alcanzaron el estadio de
metafase I1. fueron obtenidos cuando el
medio basico de maduracion fue enrique-
cide con BSA. Estos resultados fueron
similares a los encontrados por Kane y
Headon, (1980} en congjo y por Quinn ¢
al (1982) en raton. Kane, (1985) postuld
que elefecto del BSA parece radicaren la
presencia de una proteina de bajo peso
molecular. Sinembargo, existenalgunas
especies de animales domésticos, como
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