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RESUMEN: La produccién de embriones in vitro (PEIV) tiene potencial para generar un gran
namero de embriones de animales domésticos, asi como la implementacion de otras tecnologias a
partir de la PEIV, como son la transgénesis y la clonacion. Los embriones producidos in vitro se
evalUan a través de las caracteristicas morfoldgicas, pero es de gran importancia determinar si esta
evaluacion corresponde con la viabilidad de los embriones, por lo que el objetivo del presente
estudio fue determinar la relacion entre la evaluacion morfoldgica y la viabilidad de mérulas
obtenidas en un medio de cultivo simple (MCS) o secuencial (MCC) a las 120 horas de desarrollo.
El porcentaje de division embrionaria fue de 85 % en ambos medios de cultivo y el porcentaje de
morulas de 49 y 45 % para el MCS y MCC, respectivamente (p>0.05). Se obtuvo un mayor nimero
de mérulas de calidad 1y 2 en MCS con relacion a los MCC (31 % y 44 % frente a 13 % y 27 %,
respectivamente) (p<0.05); no resulté igual en las mérulas de calidad 3, donde fue mayor el MCC
con respecto al MCS (50 % y 18 %, respectivamente) (p<0.05), el porcentaje total de mérulas
transferibles en los MCS y MCC fue de 93 % y 90 %, respectivamente. El porcentaje de morulas
viables fue de 98 % en ambos medios, sobre la base del nimero de blastomeros viables por mérula,
que fueron similares en los MCS y MCC (14+2 y 13+2, respectivamente, p>0.05). Se determiné
una correlacion positiva entre la calidad morfoldgica con la viabilidad de sus blastomeros en las
morulas cultivadas con MCS y MCC (0.7415 y 0.7408, respectivamente). Se concluye que no hay
diferencias entre las morulas obtenidas de MCS y MCC, pero sobre la base de los costos y la
manipulacion de embriones el MCS puede ser la mejor eleccién. La evaluacion morfoldgica de los
embriones producidos in vitro es un método confiable y la presencia de vesiculas en los blastdmeros
no afectd la viabilidad embrionaria.

Palabras clave: medio de cultivo simple y secuencial, evaluacion morfoldgica, viabilidad
embrionaria, mérula de ovino.
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ABSTRACT: In vitro embryo production (IVEP) has the potential to generate a large number of
domestic animal embryos, as well as the implementation of other technologies from IVEP, such as
transgenesis and cloning. The embryos produced in vitro are evaluated through morphological
characteristics, but it is of great importance to determine if this evaluation corresponds to the
viability of the embryos. The objective of the present study was to determine the relationship
between the morphological evaluation and morula viability obtained in a single culture medium
(SCM) or sequential medium (QCM) at 120 hours. The percentage of embryo division was 85 %
in both culture media and morula percentage of 49 and 45 % for SCM and QCM, respectively
(p>0.05). A higher number of quality one and two morulae was obtained in SCM compared to
QCM (31 % and 44 % versus 13 % and 27 %, respectively) (p<0.05). It was not the same in quality
3 morulae, where SCM was higher than QCM (50 % and 18 %, respectively) (p<0.05). The total
percentage of transferable morulae in SCM and QCM was 93 % and 90 %, respectively. The
percentage of viable morulae was 98 % in both media, based on the number of viable blastomeres
per morula, which were similar in SCM and QCM (14 + 2 and 13 + 2, respectively, p> 0.05). A
positive correlation between the morphological quality and the viability of their blastomeres in
morulae cultured with SCM and QCM (0.7415 and 0.7408, respectively) was determined. It is
concluded that there is no difference between morulae obtained from SCM and QCM, but based
on costs and embryons manipulation, SCM may be the best choice. The morphological evaluation
of the embryos produced in vitro is a reliable method and the presence of vesicles in the blastomers
did not affect the embryonic viability.

Keywords: simple and sequential culture medium, morphological evaluation, embryonic viability,
ovine morula

INTRODUCCION

Para la obtencion de los embriones in vivo se
necesitan los procedimientos quirdrgicos que

que la menor calidad de PEIV se deba,
probablemente, a un cultivo inadecuado en
comparacion con el ambiente maternal (1). Es

afectan la cantidad de embriones obtenidos, por
lo que la produccién de embriones in vitro
(PEIV) tiene algunas ventajas sobre la primera,
como son: la confiabilidad, la reproducibilidad,
la posibilidad de obtener ovocitos a partir de
ovejas con o sin tratamiento hormonal, el uso
de donadoras prepuberes, seniles y gestantes o
en casos post mortem (1), entre otros; ademas,
permite, a partir de la PEIV, el desarrollo de
otras biotecnologias como la clonacion y la
transgénesis (1,2).

Cuatro eventos son cruciales en la PEIV: la
division, la activacion del genoma embrionario
(8 a 16 ceélulas), la compactacion de lamorula 'y
la formacion del blastocito (3). Estos eventos se
afectan negativamente por  condiciones
inadecuadas de cultivo; debido a esto se han
desarrollado algunas estrategias para simular
las condiciones del tracto reproductor de la
hembra en el laboratorio (3), ya que se piensa

esencial para PEIV el medio de cultivo donde
se desarrollen los cigotos, asi como la
evaluacion embrionaria con la finalidad de
producir y seleccionar aquellos embriones con
las mejores cualidades para aumentar el
porcentaje de gestaciones (4) y, de esta manera,
demostrar que la PEIV es una tecnologia
reproductiva con una relacion positiva costo-
beneficio (5).

La funcién de los medios es la de
proporcionar las condiciones adecuadas para el
desarrollo embrionario in vitro (6). En general,
los medios contienen sales inorganicas (Nacl,
KCI), fuentes energéticas (glucosa, piruvato y
lactato de sodio), amortiguadores de pH
(NaHCOg) (7), aminoéacidos (esenciales y no
esenciales) (2) y una fuente de proteina que
generalmente es la albdmina sérica bovina
(ASB) o suero fetal bovino (SFB) (1,2).

Existen dos métodos para cultivar embriones
de mamiferos a partir del cigoto al estado de
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blastocito. El primero es el medio de cultivo
simple (MCS) que esta compuesto por una
formulacién Unica para mantener el desarrollo
embrionario, desde la etapa de cigoto hasta
blastocito. Los MCS reducen la manipulacién
embrionaria causada por la transferencia a un
nuevo medio de cultivo (8). Para el desarrollo
de embriones de ovino in vitro se han utilizado,
entre los MCS, el fluido oviductal sintético
(SOF) (3.9), que fue el primer medio
desarrollado para embriones de ovino; el
cultivo de tejidos (TCM-199); el medio amino
acido 1 de Charles Rosenkran (CRlaa) (10);
Menezo B2 y el medio simple optimizado con
potasio (KSOM) (1), Hams F10 y medio de
Tyrodes (11).

Posteriormente, se crearon los medios de
cultivo secuenciales (MCC) que tratan de imitar
los cambios quimicos que experimenta un
embridn in vivo al pasar del oviducto al GUtero
(12) y prevenir el estrés intracelular del
embrion al considerar los requerimientos
especificos de carbohidratos y aminoacidos que
necesita el embrién (6). Los MCC que se han
utilizado para desarrollar embriones de ovino in
vitro son el CM-BM (Cook IVF) (13) yel G1.3-
G2.3 (1).

Los medios de cultivo son fundamentales
para la activacion del genoma embrionario, que
en ovinos ocurre cuando el embrion pasa de
ocho a 16 blastobmeros (14); esta Gltima fase se
considera como morula (3). El andlisis en la
fisiologia y el metabolismo embrionario
muestran que los requerimientos de sustratos
exdgenos cambian con el desarrollo
embrionario (6), por lo que es importante que el
medio de cultivo proporcione los elementos
necesarios para mantener el desarrollo
embrionario in vitro.

La evaluacion del embrion es importante
para transferirlo a una receptora o congelarlo;
actualmente esta se realiza mediante la
evaluacion morfologica, la cual se basa en
cuatro  lineamientos:  simetria de  los
blastomeros, color del citoplasma, presencia de
vesiculas y que el desarrollo esté de acuerdo
con la edad del embrion (15). El analisis de

manera general, a través de la observacion
estereoscopica, no siempre ha demostrado ser
un método eficaz para predecir la viabilidad
embrionaria (16).

En ovinos no se ha determinado la calidad y
la viabilidad embrionaria usando un MCS
(SOF) 0 un MCC (SOF1-SOF2); por tanto, el
objetivo del presente trabajo fue determinar la
relacion entre la evaluacion morfoldgica y la
viabilidad de morulas obtenidas en ambos
medios de cultivo a las 120 horas de desarrollo.

MATERIALES Y METODOS

Las condiciones de incubacion en todos los
procesos fueron a 38.5°C, con una atmosfera
5 % de CO2, 95 % de aire y la humedad a
saturacion.

Se utilizaron ovarios de borregas criollas y
multiparas sacrificadas en un rastro ubicado en
Texcoco, Estado de México y depositados en un
termo con 500 ml de NaCl 0.157 M con 10,000
U.l/ml de Ampicilina, 10,000 pg/ml de
Estreptomicina y 25 pg/ml de Amfotericina, a
temperatura ambiente y se transportaron al
laboratorio “Manejo de la Reproduccion” de la
Universidad Auténoma Metropolitana-
Xochimilco en un tiempo no superior a dos
horas. Una vez en el laboratorio los ovarios se
lavaron tres veces con 500 ml de NaCl. Los
complejos cumulos-ovocitos (COCs) se
obtuvieron por aspiracion de foliculos de 2 a 5
mm, con una jeringa de 10 ml y aguja de calibre
18, que contenia 1 ml de medio modificado de
Tyrode suplementado con lactato de sodio 10
mM, HEPES 0.50 mM, alcohol polivinilico
0.01 % y heparina 5 U.l./ml (4).

Maduracion in vitro (MIV)

Los criterios de seleccion de los COCs se
basaron en las caracteristicas de las células del
cumulus oophurus y la homogeneidad del
citoplasma. Se colocaron de 10 a 20 COCs en
500 pl de medio de maduracion compuesto por
TCM-199 con sales Earle’s, suplementado con
bicarbonato de sodio 26.2 mM, alcohol
polivinilico 0.1 %, D-glucosa 3.05 mM,
piruvato de sodio 0.91 mM, cisteina 0.57 mM,
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factor de crecimiento epidérmico 10 ng/ml,
hormona foliculo estimulante (FSH) 5 ng/ml y
hormona luteinizante (LH) 5 ug/ml y se incubd
durante 24 horas (4).

Fertilizacion in vitro (FIV)

Después de la M1V, los COCs se lavaron tres
veces en 100 pl de medio amortiguado con Tris
modificado (TBMm), compuesto por NaCl
113.1 mM, KCI 3 mM, CaCl> 7.5 mM, Tris 20
mM, D-glucosa 11 mM, piruvato de sodio 5
mM, ASB 0.04 % y benzoato de cafeina 2.5
mM (4). De 10 a 20 COCs se colocaron en 250
pl de TBMm.

Para la fertilizacion se utilizo, en cada sesion
de trabajo, dos pajillas de 0.5 ml de semen
congelado con una concentracion de 100x10°
espermatozoides/ml, que se descongeld a
37.5°C durante 45 segundos; posteriormente se
diluy6 1:3 con TBMm vy se centrifug6 a 1000
gravedades durante cuatro minutos para retirar
el diluyente de congelacion (17). El sedimento
recuperado se diluyé con 100 pl de TCM-199,
que se colocaron en el fondo de un tubo de
vidrio previamente atemperado a 37.5°C,
adicionandole cuidadosamente 2 ml del mismo
medio; el tubo se inclind 45’ y se incubd durante
30 minutos para realizar la migracion
espermatica mediante la técnica de swim-up. De

la parte superior se recuperaron 250 pl para una
concentracion final de 1x10°
espermatozoides/ml; de esta Gltima solucion se
adiciono 250 ul a los COCs que se coincubaron
durante 18 horas (4).

Cultivo embrionario in vitro

Los posibles cigotos se dividieron en dos
grupos para su desarrollo: uno cultivado en 500
pl de MCS durante 120 horas, que fue el Fluido
oviductal sintético (SOF) (In Vitro, México)
(18); el segundo grupo en un MCC, que fue el
SOF1-SOF2 (In Vitro, México), y el cultivo se
inicio con 500 pl de medio SOF1 por 72 horas;
las 48 horas restantes en el medio SOF2 (19).
Todos los medios se suplementaron con 10 %
de SFB (Tabla 1).

Evaluacién del desarrollo embrionario in
vitro

Se determinaron el numero y el porcentaje
de divisiones y morulas obtenidas en ambos
medios a las 120 horas de desarrollo. Se
consider6 como una morula aquel embrion que
presentara, por lo menos, 16 blastdmeros.

Evaluacién de
embrionaria

la calidad morfolégica

La calidad morfolégica de las morulas

TABLA 1. Composicion del MCS (SOF) y el MCC (SOF1-SOF2)./Composition of SCM (SOF)

and QCM (SOF1-SOF2).

Componente SOF SOF1  SOF2
mM mM ]\
NaCl 107.70 99.70 99.70
Glucosa 1.5 1.5 3.0
Piruvato de sodio 0.33 0.33 -
ASB 32 mg/ml 8 mg/ml 8 mg/mi
Glutamina - 1.0 1.0
EDTA - 0.1 -
Taurina - 0.1 -
aa esenciales MEM - 1X 1X
aa no esenciales MEM - 1X 1X
Vitaminas MEM - - 1X

EDTA: &cido etilendiaminotetracetico; aa: aminoacidos.
MEM: Medio minimo esencial de Eagle.
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desarrolladas en MCS o MCC se determiné
considerando los siguientes criterios: Calidad 1.
Excelente. Embrion compacto (la masa celular
debe ser mayor del 85 %) esférico, color claro,
desarrollo de acuerdo a su edad, pocas
vesiculas, sin desechos celulares ni blastomeros
extruidos; Calidad 2. Bueno. Embrion
compacto puede presentar una pequefia
descompactacion (mas del 50 % de las celulas
deben estar intactas), color uniforme, desarrollo
de acuerdo con su edad, presencia de pocas
vesiculas, blastdbmeros extruidos y desechos
celulares; Calidad 3. Regular. Presenta una
descompactacion muy marcada (por lo menos
el 25 % de las células deben estar intactas),
desechos celulares, color oscuro o zonas claras
y oscuras, vesiculas y blastomeros extruidos y
masa pequefia; Calidad 4. Malo o no
transferible. Embrion con una degeneracion
muy marcada, masa pequefia (menor al 25 % de
lo normal) color oscuro, descompactacion muy
marcada, vesiculas e irregularidades en los
blastomeros (15).

Evaluacion de la viabilidad embrionaria por
tincion nuclear de los blastdmeros

Para determinar la viabilidad de las morulas
obtenidas en ambos medios de cultivo se realizd
la tincion nuclear de los blastdmeros, colocando
las mérulas en una solucién de 300 pl con
yoduro de propidio (IP, 100 pg/ml) (P4170) y
Hoechst (25 ug/ml) (33258) por cinco minutos
(17). Se consideraron blastémeros viables
aquellos que se tifieron de color azul por accion
del Hoechst (20) observados con filtro UV-2A
(330-380 nm). Los blastomeros dafiados o
muertos se identificaron por su nucleo con una
coloracion roja debido al IP y por ser expuestos
al filtro G-2A (510-560 nm) (20). Del total de
blastomeros, menos los dafiados, se obtuvo el
total de células viables por cada moérula. Se
considerd una morula viable aquella que tuviera
al menos el 50 % de sus blastomeros viables

(21).

Correlacion entre la calidad morfoldgica y
viabilidad embrionaria

Las morulas obtenidas en ambos medios de
cultivo se clasificaron de acuerdo a su calidad
morfoldgica; se determind posteriormente la
proporcion de viabilidad embrionaria de cada
clasificacion.

Andlisis estadistico

Los medios de cultivos se compararon de
acuerdo con el porcentaje de division
embrionaria, la calidad morfologica y la
viabilidad de las mérulas mediante prueba Chi
cuadrado (22), utilizando el paquete estadistico
NCSS 2007. La relacion entre la evaluacion
morfoldgica y la viabilidad embrionaria de las
morulas se determind mediante correlacion de
Pearson utilizando una hoja de calculo de
Excel. El nivel de confianza usado fue de 0,05

(22).
RESULTADOS

Se trabajaron 374 ovocitos de ovino, 191 se
cultivaron en un MCS y 183 en un MCC. En
ambos medios se obtuvo 85 % de ovocitos
divididos y el porcentaje de moérulas fue de
49 %y 45 % en MCS y MCC, respectivamente,
sin observarse diferencia (p>0.05) (Tabla 2).

Al evaluar las morulas, mediante su
morfologia, se determind un mayor porcentaje
de calidad 1y 2 en aquellas obtenidas con MCS
(p<0.05) con relacion a las desarrolladas en el
MCC. En cambio, las morulas de calidad 3
mostraron una mayor tendencia a manifestarse
en el MCC (p<0.05); no se observo diferencia
(p>0.05) en las morulas de calidad 4 en ambos
medios de cultivo (Tabla 3).

Se determinG0 un nudmero similar de
blastomeros viables entre las morulas obtenidas
con MCS o MCC (1442 vy 13#2,
respectivamente) (p>0.05); el 98 % de morulas
resultd viable en ambos medios (Tabla 4).

En la Tabla 5 se encuentran los datos de la
relacién entre la calidad morfologica de las
morulas y la viabilidad de sus blastomeros
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TABLA 2. Total de ovocitos inseminados y porcentaje de division embrionaria y mérulas
cultivadas en ambos medios durante 120 horas./Total inseminated oocytes and percentage of
embryonic division and morulae cultured in both media for 120 hours.

Total de ovocitos Divididos Moérula

Medios de Cultivo

inseminados (%) (%)

1622 807

MCS 191 (85) (49)
1552 702

McCC 183 85)  (45)

Diferentes letras en una misma columna indican diferencia (p < 0.05).
MCS. Medio de cultivo simple, embriones cultivados en SOF por 120 horas.
MCC. Medio de cultivo secuencial, embriones cultivados en SOF: durante 72 horas,
posteriormente en SOF, por 48 horas.

TABLA 3. Evaluacion de la calidad morfoldgica de morulas cultivadas en ambos medios
durante 120 h de cultivo./Evaluation of the morphological quality of morulae cultured in both
media during 120h of culture.

Embriones Calidad Embrionaria (%)

evaluados  1* 2* 3* 4*
25 35 142 62

MCS 80

@) @4 @18 ()

o 19° 3 7

(13) (27) (50) (10)

Medios de Cultivo

MCC 70

Diferentes letras en una misma columna indican diferencia (p < 0.05).

* Clasificacion de la calidad embrionaria: Calidad 1, Calidad 2, Calidad 3, Calidad 4.
MCS. Medio de cultivo simple, embriones cultivados en SOF por 120 horas.
MCC. Medio de cultivo secuencial, embriones cultivados en SOF1 durante 72 horas,
posteriormente en SOF; por 48 horas.

TABLA 4. Viabilidad de blastomeros y morulas cultivadas en ambos medios./Viability of
blastomers and morulae cultured in both media.

: : ) Blastomeros Viables Morulas
Medios de cultivo Morulas Evaluados X+DE Viables (%)*

MCS 55 14+ 22 54(98)?
MCC 48 13+ 22 47(98)2

Diferentes letras en una misma columna indican diferencia (p < 0.05).
MCS. Medio de cultivo simple, embriones cultivados en SOF por 120 horas.
MCC. Medio de cultivo secuencial, embriones cultivados en SOF: durante 72 horas,
posteriormente en SOF por 48 horas.
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TABLA 5. Correlacion entre la calidad morfologica de mérulas y la proporcion de sus blastomeros
viables, cultivados en ambos medios de cultivo./Correlation between the morphological quality of
morulae and the proportion of their viable blastomeres, cultured in both culture media.

Numero de mérulas Calidad morfoldgica de

Proporcion de

1 **kk

S evaluadas morulas* blastomeros viables** r
1 1 1
2 2 0.91

MCS 14 3 0.79 0.7415
5 4 0.36
0 1 0
5 2 0.91

MCC 16 3 0.72 0.7408
5 4 0.43

MCS. Medio de cultivo simple, embriones cultivados en SOF por 120 horas.
MCC. Medio de cultivo secuencial, embriones cultivados en SOF1 durante 72 horas,
posteriormente en SOF2 por 48 horas.
* Clasificacion de la calidad morfoldgica de morulas: Calidad 1, Calidad 2, Calidad 3, Calidad 4.
** Proporcion de blastdmeros viables: Proporcidon promedio de las morulas evaluadas.
*** r= Correlacion de Pearson con un nivel de sianificancia de p<0.05.

obtenidas con MCS o MCC, las cuales
mostraron una correlacion positiva de 0.7415 y
0.7408, respectivamente (p<0.05).

DISCUSION

Las condiciones para la PEIV varian segln
el sistema de cultivo, la suplementacion de
medios y la atmosfera de gases, por tanto, la
obtencion y viabilidad de los embriones puede
verse afectada por diferentes medios y sistemas
de cultivo (11). El porcentaje de division
embrionaria fue similar en ambos medios de
cultivo (85 %), lo que coincide con lo reportado
por otros autores que al trabajar en el
desarrollo embrionario de ovinos con SOF, no
observaron efecto en la division embrionaria en
las épocas reproductiva y no reproductiva (79 y
84 %, respectivamente) (9), pero superior a los
reportado por Sreenivas et al. (10), quienes con
medios simples TCM-199 vy CRlaa
determinaron 62 % y 65 % de division,
respectivamente. El porcentaje de divisidn
obtenido en esta investigacion usando un MCC
es superior a lo reportado por Morton et al. (13)
y Garcia-Garcia et al. (23), pues evaluaron el
desarrollo embrionario de ovinos en MCC

(CM-BM 'y G1.3-G2.3, respectivamente)
reportaron 68 % y 47 % de division
embrionaria, respectivamente, lo que sugiere
que los medios secuenciales disefiados para
embriones humanos, como son G1.3-G2.3 (23)
y CM-BM (13), no proporcionan los elementos
necesarios para aumentar el desarrollo
embrionario in vitro de ovino, mientras con los
medios SOF1-SOF2 disefiados para embriones
de bovino (19) benefician el desarrollo de
embriones de ovino.

Los MCC tedricamente pueden ser mas
Optimos para el desarrollo embrionario que los
MCS (6). El porcentaje de moérulas fue similar,
tanto en el MCS como en el MCC; lo que
concuerda con lo reportado por Cervik et al. (6),
quienes al estudiar el desarrollo de mérulas de
bovino en un medio simple y secuencial (SOF
y QAM, respectivamente) no observaron
diferencia significativa. Los MCC son
especializados para favorecer el desarrollo de
morulas, pero en la presente investigacion no
aumentaron la produccién de morulas a las 120
horas de cultivo.

Se obtuvo con el MCS un mayor porcentaje
de morulas de calidad 1 y 2 en comparacion con
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los MCC, contrario con relacion a la calidad 3
que fue mayor en los MCC, las cuales se
clasificaron con esta calidad, principalmente
por la presencia de vesiculas en el citoplasma
de los blastomeros. La PEIV presenta algunas
diferencias con relacion a los embriones
producidos in vivo, entre los que se encuentran
la modificacion metabolica de lipidos, que
incrementa el almacenamiento de triglicéridos,
y el decremento de fosfolipidos (1,3). Se ha
reportado que un medio que contiene suero
origina un aumento en el nimero de vacuolas
lipidicas en el citoplasma vy alteracién
mitocondrial de los blastdbmeros (16); sin
embargo, fue menor el nimero de embriones
que mostraron acumulacion de vesiculas en los
desarrollados en MCS. Es posible que los
aminoacidos que contienen los MCC
proporcionen la energia necesaria al embrién
(24) y el suero ocasiona la formacion de
vesiculas; en cambio, la formulacion de los
MCS no contiene aminoacidos, por lo que los
embriones metabolizan los nutrientes del SFB
como aminodcidos, vitaminas, factores de
crecimiento y sustratos energéticos (24) que
evitan la formacién y la acumulacion de
vesiculas. Ademas, se empled una escala de
clasificacion que se usa para evaluar embriones
producidos in vivo para embriones producidos
in vitro.

Un factor importante para la transferencia de
embriones debe ser que los embriones
producidos in vitro sean viables; en el presente
estudio se determin6 98 % de morulas viables
en ambos medios de cultivo. Se ha reportado
que las vesiculas lipidicas estan relacionadas
con dafio mitocondrial y alteracion de la
viabilidad de los embriones originados in vitro
(16); sin embargo, en este estudio las morulas
con vesiculas en el citoplasma mostraron el
79 %y 72 % de blastomeros viables en los MCS
y MCC, respectivamente; es por ello que dichas
vesiculas no comprometen la viabilidad de las
morulas producidas in vitro.

Se determind una correspondencia entre la
evaluacion morfoldgica y la tincion nuclear,
disminuyd la viabilidad a la vez que disminuye

la calidad morfoldgica. Lo anterior se observo
en ambos medios de cultivo. Esta informacion
tiene relevancia, ya que la evaluacion de los
embriones se realiza, principalmente, mediante
su morfologia (15) y no por su viabilidad. Las
morulas de calidad 4 presentaron menos de
43 % de blastomeros viable; por tanto, se
recomienda no seleccionar este tipo de embrion
para continuar el cultivo in vitro.

CONCLUSIONES

La eleccion de un medio simple para el
desarrollo de embriones de ovino es adecuada
para implementar un sistema de PEIV. La
evaluacion de la calidad embrionaria por medio
de la morfologia es un método confiable para
seleccionar embriones producidos in vitro;
ademas, la presencia de vesiculas en embriones
de ovino, desarrollados in vitro, no afecta su
viabilidad.
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