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RESUM

Les tecnologies per a la reproducció assistida, com són la inseminació artificial i l’ovula-
ció múltiple i la posterior transferència embrionària (MOET), s’han utilitzat en el cabrum 
per incrementar l’eficiència reproductiva dels mascles i accelerar el guany genètic de les 
femelles. No obstant això, el MOET presenta una sèrie de limitacions a causa de: a) vari-
abilitat en la resposta de les femelles al tractament hormonal, b) fecundacions fallides i c) 
regressió prematura dels cossos lutis. La producció in vitro d’embrions (PIVE) permet su-
perar les limitacions de la tecnologia MOET. La PIVE involucra tres processos: la madura-
ció in vitro dels oòcits, la fecundació in vitro amb espermatozoides capacitats i el cultiu in vi-
tro dels embrions fins a l’estadi de blastocist, moment en què poden ser transferits a cabres 
receptores o crioconservats per a futurs usos. A més, la recuperació d’oòcits de femelles vi-
ves selectes mitjançant laparoscòpia i la reproducció de femelles prepúbers permeten una 
elevada difusió de les cabres d’alt valor. Així, la PIVE en el cabrum és una font excel·lent i de 
baix cost d’embrions, que es podran utilitzar tant per a la recerca bàsica en la biologia del 
desenvolupament com per a aplicacions comercials per produir transgènics i clònics.

Paraules clau: cabrum, inseminació artificial, MOET, PIVE, prepúber.

IN VIVO VERSUS IN VITRO EMBRYO PRODUCTION IN GOATS

SUMMARY

Assisted reproductive technologies (ART) such as artificial insemination (AI) and mul-
tiple ovulation and embryo transfer (MOET) have been used to increase reproductive ef-
ficiency and accelerate genetic gain in male and females, respectively. The current lim-
itations of MOET are due to: i) female variability response to hormonal treatment, ii) 
fertilization failures and iii) premature regression of corpora luteum. The in vitro produc-
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INTRODUCCIÓ

El desenvolupament en el cabrum de les 
tecnologies per alterar o manipular el ma-
terial genètic i, així, millorar l’estructura 
genètica del animals, necessita les metodo
logies que permeten produir embrions tant  
in vivo, mitjançant l’ovulació múltiple i la 
transferència embrionària (multiovulation 
embryo transfer, MOET), com in vitro (PIVE). 
Fins ara, la tècnica reproductiva més utilit-
zada per accelerar el guany genètic ha es-
tat la inseminació artificial (IA). No obs-
tant això, encara que la tècnica MOET no 
pot substituir la IA, si s’escullen correcta-
ment les femelles utilitzades, aquesta tècni-
ca permet obtenir un guany genètic extra, 
via materna, que s’afegeix al dels mascles 
utilitzats per a la IA.

Respecte a la producció in vitro d’embri-
ons (PIVE), en el cabrum aquesta metodo-
logia és important, tant pel que fa a la pro-
ducció animal clàssica com en la producció 
de noves biotecnologies, ja que:

a) La PIVE permet incrementar significa-
tivament la producció d’embrions a partir 
de femelles d’alt valor genètic i, a més, els 
oòcits poden ser recuperats de femelles pre-
púbers, prenyades o, fins i tot, mortes.

 b) És una font excel·lent i barata d’oòcits i 
d’embrions per a la recerca bàsica, la realit-
zació d’estudis biotecnològics (transferèn-
cia nuclear, transgènesi, sexatge, cèl·lules 
mare...) i per a qualsevol tipus de recerca 

que necessiti un gran nombre d’embrions 
per ser manipulats.

c) A més, la PIVE és utilitzada com una 
estratègia per recuperar races o, fins i tot, 
espècies d’animals en perill d’extinció mit-
jançant la transferència interespecífica 
d’embrions.

D’altra banda, la crioconservació d’em-
brions permet el moviment i la comercialit-
zació del germoplasma de cabrum, i fa més 
segur el moviment mundial de bestiar.

PRODUCCIÓ IN VIVO D’EMBRIONS

La producció in vivo d’embrions ja fa for-
ça anys que s’estudia. No obstant això, els 
resultats encara no són concloents, ja que hi 
ha una gran variabilitat tant en els tracta-
ments hormonals com en la resposta de les 
cabres a aquests, i també problemes, com 
errades en la fecundació i la regressió pre-
matura dels cossos lutis, que s’han de resol-
dre (Cognie et al., 2003). Els protocols tra-
dicionals de superestimulació impliquen 
un tractament perllongat (de dotze a divuit 
dies) amb progestàgens i, quan manquen 
d’un a tres dies per acabar aquest tracta-
ment, l’administració de dues dosis diàries 
de FSH durant tres o quatre dies, normal-
ment en dosis decreixents. Aquests tracta-
ments proporcionen de mitjana entre vuit i 
setze ovulacions, encara que la variabilitat 
individual és immensa (revisat per Holtz, 

tion (IVP) of embryos offers the possibility of overcoming MOET limitations. The method 
of IVP of embryos involves three mains steps: in vitro maturation of oocytes (IVM), in vitro 
fertilization of oocytes (IVF) with capacitated sperm and in vitro culture (IVC) of embry-
os until blastocyst stage that can be transferred to recipient females or cryopreserved for 
future use. Recovering oocytes from live selected females by laparoscopic ovum pick-up 
(LOPU), and breeding prepubertal females by juvenile in vitro embryo technology (JIVET) 
will allow a high diffusion of valuable goats. Also, IVP of goat embryos will provide an ex-
cellent source of low cost.

Key words: goat, artificial insemination, MOET, IVP, prepubertal.
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2005). D’altra banda, s’han realitzat alguns 
estudis per  reduir la laboriositat d’aquests 
protocols durant el període d’aplicació de la 
FSH. Així, Pintado et al. (1998) no han obtin-
gut diferències entre els resultats obtinguts 
en subministrar sis dosis de FSH i els obtin-
guts quan se substitueixen les últimes tres 
dosis de FSH per una dosi única de 200 IU 
de gonadotrofina coriònica equina (eCG).

Quan es realitza la inseminació a temps 
fix o es volen recollir oòcits o embrions en 
un estadi de desenvolupament determinat, 
és important que l’ovulació es produeixi en 
un moment concret. Això es pot aconseguir 
administrant a la femella LH, gonadotrofi-
na coriònica humana (hCG) o un agonista 
de la GnRH. Normalment 12 h després de 
retirar l’esponja de progestàgens s’adminis-
tra GnRH i 24 h després 3 mg de LH. No 
obstant això, per a la superovulació de les 
cabres, Baril et al. (1996) van observar que la 
GnRH no és eficient per sincronitzar l’ovu-
lació, tret que l’administració vagi precedi-
da d’un tractament previ amb un antago-
nista de la GnRH. L’antagonista suprimeix 
temporalment l’alliberació de la FSH i la 
LH i, així, prevé l’aparició d’un fol·licle do-
minant. Gonzalez-Bulnes et al. (2004), in-
jectant antagonistes de la GnRH, van ob-
servar una disminució del creixement dels 
fol·licles dominants associada a un augment 
del doble en el nombre de fol·licles més pe-
tits. La presència d’un fol·licle molt gran al 
començament del protocol tradicional d’es-
timulació sembla que contribueix a la gran 
variabilitat dels resultats obtinguts amb els 
programes MOET en el cabrum. Algunes 
estratègies s’han centrat en el començament 
del tractament superovulatori, moment en 
què comença una ona de creixement i no 
existeix un fol·licle dominant. Rubianes i 
Menchaca (2003) recomanen iniciar el trac-
tament de superovulació concomitant amb 
l’emergència de la primera ona de creixe-
ment fol·licular després de l’ovulació (dia 0). 

Just després de l’ovulació, emergeix la pri-
mera ona de creixement i hi ha una cohort 
homogènia de petits fol·licles en creixement. 
Així, en el dia 0 del protocol, s’iniciaria el 
tractament amb FSH coincidint amb l’emer-
gència de l’ona de creixement 1. Aquest pro-
tocol ha proporcionat majors taxes d’ovula-
ció i d’embrions que el protocol tradicional 
(Menchaca et al., 2007). Finalment, l’èxit de 
la fecundació no depèn únicament de la 
sincronització de l’ovulació sinó també del 
protocol d’inseminació. La inseminació es 
realitza entre 40 i 50 h després de la retira-
da del tractament amb progestàgens. Quan 
s’utilitza semen fresc aquesta es realitza en 
el cèrvix via vaginal, mentre que si s’usa se-
men congelat, aquest es diposita dins l’úter 
mitjançant laparoscòpia.

Respecte a la recollida dels embrions, es 
pot realitzar via laparotomia 6-8 dies des-
prés de la inseminació, rentant les banyes 
uterines amb medi per poder recuperar-los. 
Aquest procés permet fer de dues a tres re-
collides per cabra, ja que és freqüent l’apari-
ció d’adherències a causa de la intervenció. 
La recuperació d’embrions via laparoscòpia 
és menys invasiva però comporta l’anestè-
sia total de l’animal i necessita un equipa-
ment sofisticat i una pràctica considerable 
de la tècnica. No obstant això, si s’utilit-
za aquesta via per realitzar la recuperació 
dels embrions les cabres es poden utilitzar 
com a donants fins a set vegades (Baril et al., 
1996). Quan la recollida es realitza utilitzant 
un catèter rígid via cervical, 24 h abans de 
la recuperació es tracten les cabres amb una 
dosi luteolítica de prostaglandina F2α per fa-
cilitar la contractilitat uterina en el moment 
del rentatge uterí o flushing. Seguint el pro-
tocol descrit per Sohnrey i Holtz (2000), uti-
litzant aquest sistema de recollida es poden 
recuperar entre un 60 i un 80 % dels embri-
ons existents.

Resumint, en el cabrum, quan s’aplica un 
programa MOET amb èxit es pot aconseguir 
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una mitjana de sis a vuit embrions transfe-
ribles per donant (Baril et al., 1993; Cognie, 
1999; Cognie et al., 2003). No obstant això, 
aquests resultats depenen de molts factors, 
incloent-hi el tipus de cria, l’edat i la nutrició 
de la femella, que proporcionen una eleva-
da variabilitat en els resultats. Així, el nom-
bre d’embrions transferibles es troba en un 
rang molt ampli que va de zero a trenta em-
brions per donant, amb un 25-50 % de les 
femelles en què no es recupera cap embrió a 
causa de problemes en la fecundació o una 
regressió precoç dels cossos lutis.

PRODUCCIÓ IN VITRO 
D’EMBRIONS (PIVE)

La PIVE inclou tres processos princi-
pals, com són: la maduració in vitro dels  
oòcits (MIV), la fecundació in vitro dels oò-
cits (FIV) amb espermatozoides capacitats i 
el cultiu in vitro (CIV) dels embrions fins a 
l’estadi de blastocist, etapa en la qual poden 
ser transferits a femelles receptores o crio-
conservats per a usos futurs.

Recollida dels oòcits

La recollida d’oòcits de bona qualitat és el 
primer pas per a la PIVE. Els mètodes utilit-
zats en el cabrum són:

a) Recollida d’oòcits a partir de femelles 
d’escorxador: en aquest cas els oòcits són 
recuperats dels fol·licles per aspiració, sli-
cing (talls repetits a la superfície de l’ovari 
fets amb una fulla de bisturí) o després de 
fer dissecció fol·licular. Quan els ovaris pro-
venen de cabres adultes, els oòcits normal-
ment es recuperen aspirant, amb una agu-
lla de 18 a 20 g, el contingut dels fol·licles 
amb un diàmetre superior als 3 mm. En el 
cas dels ovaris de cabretes prepúbers s’ha 
vist que la tècnica utilitzada per a la reco-

llida dels oòcits afecta tant la quantitat com 
la qualitat dels oòcits obtinguts (Martino et 
al., 1994b). Així, la tècnica que proporciona 
un major nombre d’oòcits per ovari és el sli-
cing (6,05), seguida de la dissecció fol·licular 
(1,71) i de l’aspiració (1,27). No obstant ai-
xò, els oòcits recuperats per slicing confor-
men una població molt heterogènia i els 
resultats de fecundació que proporcionen 
són inferiors als produïts pels oòcits recu-
perats després de realitzar la dissecció dels 
fol·licles (Martino et al., 1994b). De totes ma-
neres, com que la dissecció és una tècnica 
que comporta una gran despesa de temps 
i l’aspiració és difícil, ja que els ovaris de 
cabretes són tous i fràgils i la majoria del 
seus fol·licles fan menys de 2 mm de gran-
dària, la tècnica d’elecció per recuperar els 
oòcits dels ovaris de cabres prepúbers és el 
slicing.

b) Oòcits recuperats de cabres vives: en 
aquest cas els oòcits són aspirats dels fol·
licles després d’exterioritzar els ovaris mit-
jançant una laparotomia o via laparoscòpia 
(laparoscopic ovum pick up, LOPU). Per poder 
aconseguir un major nombre d’oòcits, prè-
viament a la recollida se sincronitzen els 
zels de les cabres donants i s’estimulen amb 
gonadotrofines. La sincronització de zels 
normalment es realitza utilitzant espon-
ges intravaginals impregnades amb 30 mg 
d’acetat de fluorogestona, que es col·locaran 
durant deu dies abans de la recollida, i l’ad-
ministració de 125 μg de cloprostenol dos 
dies abans de la retirada de l’esponja. Per 
a l’estimulació ovàrica nosaltres utilitzem 
125 UI de pFSH en quatre dosis decreixents 
administrades a intervals de 12 h. L’última 
injecció de pFSH s’administra 20 h abans de 
la retirada de l’esponja. Les esponges són 
retirades en el moment de la recollida dels 
oòcits. Baldassarre i Karatzas (2004) utilit-
zen un tractament d’estimulació amb una 
única injecció de 80 NIH-FSH-P1 i 300 IU 
d’eCG 36 h abans de realitzar la LOPU. En 
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cabres prepúbers, com és lògic, no es realit-
za el tractament de sincronització de zels i 
per promoure l’estimulació del creixement 
fol·licular s’utilitza el mateix tractament 
que en les adultes, però les dosis hormo-
nals s’ajusten al pes viu de les femelles. Ko-
eman et al. (2003) van observar que el nom-
bre d’oòcits recuperats a partir d’ovaris de 
cabres prepúbers era major que en les adul-
tes i els resultats depenien del nombre de 
sessions de recollida realitzades.

En els petits remugants, l’ús de la lapa-
rotomia per a la recollida dels oòcits està 
sent progressivament substituït per la la-
paroscòpia, ja que aquesta tècnica és rela-
tivament simple i eficient. Aquest procés és 
més ràpid, menys costós i pot ser realitzat 
diverses vegades en el mateix animal sen-
se les complicacions que té la laparotomia. 
En cabres superestimulades (Baldassarre i 
Karatzas, 2004), la laparoscòpia proporcio-
na taxes de recuperació (oòcits/fol·licles) en-
tre el 75 i el 85 % i el seu rendiment mitjà és 
de 13,5 oòcits per animal. El major proble-
ma d’aquesta tècnica, si es compara amb la 
recollida mitjançant laparotomia, és la pèr-
dua d’un major nombre de capes de cèl·lules 
del cúmulus, ja que, quan els oòcits són as-
pirats, aquests han de passar a través d’un 
tub conductor fins a arribar al tub de reco-
llida.

L’aspiració transvaginal guiada per ultra-
sonografia (transvaginal ultrasound-guided as-
piration, TUGA) és una alternativa pràctica 
i segura a la recollida quirúrgica d’oòcits. 
Aquesta tècnica és utilitzada rutinàriament 
en les dones i el boví. La seva aplicació en el 
cabrum ha estat detalladament descrita per 
Graff et al. (1999), encara que no és una tèc-
nica molt estesa.

Efecte de la grandària  
del fol·licle i de l’oòcit

Diversos estudis en diferents espècies han 
conclòs que el diàmetre oocitari és directa-
ment proporcional al diàmetre del fol·licle. 
L’increment dels diàmetres fol·licular i oo-
citari milloren el desenvolupament embrio-
nari (revisat per Gandolfi et al., 2005). En ca-
bres adultes, Crozet et al. (1995) van obtenir 
diferències significatives en el percentatge 
de blastocists obtinguts a partir d’oòcits re-
cuperats de fol·licles de 2-3 mm (6 %), de fol·
licles de 3,1-5 mm (12 %), de fol·licles de més 
de 5 mm (26 %) i d’oòcits ovulats (41 %). En 
les cabretes prepúbers la majoria dels oò-
cits provenen de fol·licles entre 2 i 3 mm. En 
el nostre laboratori hem estudiat la relació 
entre el diàmetre fol·licular i la competèn-
cia oocitària i hem observat que en cabres 
prepúbers, quan els oòcits provenen de fol·
licles de menys de 3 mm, el percentatge de 
blastocists és del 3,85 %, mentre que quan 
els oòcits provenen de fol·licles de més de 
3 mm aquest percentatge augmenta fins al 
18,5 %. Com ja s’ha indicat anteriorment, 
en els ovaris de cabres prepúbers és difícil 
recuperar els oòcits mitjançant l’aspiració 
dels fol·licles, i per això aquesta recupera-
ció es realitza fent slicing als ovaris i, poste-
riorment, els oòcits són seleccionats segons 
el seu diàmetre i la morfologia del cúmu-
lus que l’envolta. Així, hem realitzat un es-
tudi per definir quin és el diàmetre oocitari 
mínim per obtenir el major percentatge de 
desenvolupament embrionari i hem obtin-
gut que, quan la fecundació es realitza mit-
jançant el protocol de FIV convencional, els 
oòcits amb una mida superior a les 135 μm 
proporcionen un percentatge de blasto-
cists significativament superior als oòcits 
de grandària compresa entre 125 i 135 μm 
(12,5 % i 1,95 %, respectivament) (Anguita 
et al., 2007). No obstant això, quan els oò-
cits es fecunden per ICSI, les diferències  
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de desenvolupament entre aquestes dues 
categories d’oòcits desapareixen, i s’obté un 
11,1 % de blastocists a partir dels oòcits ma-
jors de 135 μm i un 15,9 % amb els oòcits en-
tre 125 i 135 μm de grandària (Jimenez-Ma-
cedo et al., 2006).

Edat de la cabra donant

Diversos estudis han observat que els oò-
cits procedents de femelles prepúbers pro-
porcionen embrions amb una menor com-
petència per al desenvolupament que els 
oòcits de femelles adultes (revisat per Arm-
strong, 2001). Aquest fet també ha estat des-
crit en el cabrum i, encara que no s’han 
observat diferències en els nivells de ma-
duració nuclear entre els oòcits de cabre-
tes prepúbers i els d’adultes (Martino et al., 
1994a), sí que els resultats de desenvolupa-
ment obtinguts amb els oòcits d’adulta són 
superiors als obtinguts quan aquests són de 
prepúbers. Així, utilitzant oòcits de cabres 
adultes, Cognie et al. (2003) han obtingut  
un 36 % de blastocists, Crozet et al. (1995) un  
26 % i Keskintepe et al. (1998) un 32 %, men-
tre que quan els oòcits procedeixen de ca-
bretes prepúbers aquest desenvolupament 
s’ha vist dràsticament disminuït fins a un 
10 % en obtenir els oòcits de cabretes de 
dos mesos d’edat sacrificades a l’escorxa-
dor (Izquierdo et al., 2002), o d’un 8 % quan 
els oòcits van ser recuperats per LOPU de 
cabretes de 2-5 mesos estimulades hormo-
nalment (Koeman et al., 2003). A més, Bal-
dassarre i Karatzas (2004) van fer un estudi 
comparant els oòcits de cabres adultes amb 
els de prepúbers, en ambdós casos recupe-
rats mitjançant la tècnica de LOPU després 
d’un tractament d’estimulació fol·licular, i 
en aquest estudi els oòcits d’adulta van pro-
porcionar nivells significativament superi-
ors de producció d’embrions i de gestaci-
ons.

Com ja s’ha indicat en l’apartat anteri-
or, l’equip de Crozet (1995) ha suggerit que 
només una petita proporció dels oòcits re-
cuperats dels fol·licles amb 2-3 mm de dià-
metre poden suportar el desenvolupament 
embrionari, ja que la capacitat de l’oòcit de 
completar la maduració citoplasmàtica es 
desenvolupa més enllà de l’adquisició de 
la competència meiòtica. Així, ells han vist 
que la producció de blastocists era del vol-
tant del 6 % quan els oòcits de cabres adul-
tes procedeixen de fol·licles de 2-3 mm de 
diàmetre. En els ovaris de les cabres prepú-
bers (Martino et al., 1994a), el nombre de fol·
licles amb un diàmetre major de 3 mm és 
d’1,1 per ovari i pràcticament no existeixen 
fol·licles de més de 5 mm de grandària.

En conclusió, no sabem si el baix desen-
volupament embrionari obtingut amb els 
oòcits procedents de cabres prepúbers és de
gut a les condicions fisiològiques d’aques-
tes femelles o si és la conseqüència del petit 
nombre d’oòcits recuperats de fol·licles de 
més de 3 mm. En el nostre laboratori hem 
realitzat estudis en què es comparen els oò-
cits de les cabres prepúbers amb els de les 
adultes i hem observat que els procedents 
de les prepúbers presenten una disminució 
en la formació del pronucli masculí (Mogas 
et al., 1997b) i proporcionen nivells més ele-
vats tant de zigots haploides (Villamediana 
et al., 2001) com de poliploides, a causa de 
fecundacions polispèrmiques (Mogas et al., 
1997b). A més, el patró de distribució dels 
grànuls corticals (Velilla et al., 2004) i dels 
mitocondris (Velilla et al., 2006) és diferent 
entre ambdós tipus d’oòcits. D’altra banda, 
l’addició de compostos tiols als medis de 
maduració in vitro (Rodriguez-Gonzalez et 
al., 2003b) i de fecundació in vitro (Urdaneta 
et al., 2004) han fet disminuir les anomalies 
en la fecundació i han millorat la formació 
del pronucli masculí i la producció d’embri-
ons a partir dels oòcits de les prepúbers.
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Maduració in vitro dels oòcits

El desenvolupament embrionari està in-
fluït pels esdeveniments que succeeixen du-
rant la maduració de l’oòcit. Perquè la MIV 
tingui èxit és necessari que l’oòcit maduri 
tant en el nucli com en el citoplasma. Nor-
malment els oòcits de cabrum es maduren 
en medi TCM-199 tamponat, al qual s’afe-
geixen 146 µg/ml de L-glutamina, 275 μM 
de piruvat sòdic, 100 µM de cisteamina, 
50 µg/ml de gentamicina, 10 % de sèrum 
fetal boví (FCS), 10 μg/ml de LH, 10 μg/ml 
de FSH i 1 μg/ml 17β d’estradiol. En aques-
tes condicions, el percentatge d’oòcits de ca-
brum que maduren nuclearment és elevat, i 
s’aconsegueix que entre el 70 i el 90 % arri-
bin a l’estadi de metafase ii.

Amb els oòcits de cabres prepúbers, l’ad-
dició de gonadotrofines (FSH i LH) i de 17β 
d’estradiol al medi de maduració millora 
els nivells de maduració i de divisió embri-
onària (Mogas et al., 1997a). A més, normal-
ment s’afegeix un 10-20 % de sèrum desac-
tivat amb calor (56 °C durant 30 min) als 
medis de MIV. El sèrum proporciona nutri-
ents a les cèl·lules del complex cúmulus-oò-
cit (COC) i prevé l’enduriment de la zona 
pel·lúcida. En el cabrum, molts laborato-
ris utilitzen rutinàriament sèrum de cabra 
en zel (EGS) i sèrum d’ovella en zel (ESS) 
(Cognie et al., 2003). No obstant això, Tajik 
i Esfandabadi (2003) van comparar l’efecte 
de diversos tipus de sèrum i no van trobar 
diferències entre els resultats obtinguts en 
utilitzar EGS, ESS i FCS. En el nostre labo-
ratori també hem comparat l’efecte de l’EGS 
(recuperat en diferents moments de l’estre), 
de l’FCS i del sèrum de mascle boví castrat 
(SS), i no hem trobat diferències significa-
tives ni pel que fa a la maduració ni quant 
a la producció d’embrions. D’altra banda, 
s’ha descrit que l’addició al medi de madu-
ració de fluid fol·licular (FF) procedent de 
fol·licles no atrèsics majors de 4 mm propor-

ciona bons resultats. No obstant això, tant 
el sèrum de femella en zel com el fluid fol·
licular s’han de provar abans d’integrar-los 
en el protocol de PIVE, ja que ambdós pro-
ductes s’han de preparar al laboratori i exis-
teixen grans variacions entre la composició 
i l’efecte de les diferents mostres. Així, no-
saltres utilitzem FCS i SS, ja que aquests sè-
rums es troben comercialment i són quími-
cament més homogenis que els sèrums de 
femella en zel i l’FF.

L’addició de diferents components del 
grup dels tiols (cistina, cisteïna, cisteamina, 
glutatió, β-mercaptoetanol) al medi de MIV 
incrementa la concentració intracitoplasmà-
tica de glutatió (GSH), protegeix les cèl·lules 
de l’estrès oxidatiu i millora la formació del 
pronucli masculí i la posterior producció 
d’embrions. En el cabrum, Zhou et al. (2008) 
han trobat una acció sinèrgica entre la cis-
teamina, la cistina i les cèl·lules del cúmu-
lus, ja que la presència d’aquests tiols en el 
medi de MIV d’oòcits denudats de femelles 
adultes fa que aquests presentin nivells de 
GSH i una capacitat de desenvolupament 
similars als oòcits envoltats pel cúmulus, 
és a dir, no denudats. En el cas dels oòcits 
de cabres prepúbers, la cisteamina és el ti-
ol que s’utilitza en la PIVE, ja que és el que 
proporciona el major increment del nivell 
de GSH intracel·lular (Rodriguez-Gonza-
lez et al., 2003b). Així, l’addició de 100 µM 
de cisteamina al medi de maduració millo-
ra la producció d’embrions, tant quan els 
oòcits provenen de cabres prepúbers (Ro-
driguez-Gonzalez et al., 2003a; Urdane-
ta et al., 2003) com d’adultes (Cognie et al.,  
2003).

Respecte a les condicions de cultiu en la 
MIV, els oòcits de cabrum es mantenen du-
rant 27 h a 38,5 °C en una atmosfera d’un 
5 % de CO2 en aire i saturada d’humitat. Si 
la durada del cultiu és de 24 h en lloc de les 
27 h, la proporció d’oòcits que arriba a la 
metafase ii disminueix (Rho et al., 2001).
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Fecundació in vitro

Abans de la fecundació s’han de preparar 
les ejaculacions de boc per poder inseminar 
els oòcits. Així, el primer pas que s’ha de 
realitzar, tant si s’utilitza semen fresc com 
descongelat, és la selecció dels esperma-
tozoides més mòbils i viables. Per a això, 
les principals tècniques utilitzades són: el 
swim-up i la centrifugació en un gradient de 
densitat de Percoll o de Ficoll. Quan es com-
paren aquestes tres tècniques de selecció, el 
swim-up és la que proporciona una major 
quantitat d’espermatozoides mòbils, encara 
que no s’han obtingut diferències pel que 
fa a la penetració oocitària i a la divisió en 
seleccionar els espermatozoides d’ejacula-
cions fresques amb aquestes tres tècniques 
(Palomo et al., 1999). No obstant això, la tèc-
nica de selecció convencionalment utilitza-
da quan s’usa semen congelat-descongelat 
és la centrifugació del semen en un gradi-
ent discontinu de Percoll (45-90 %) durant 
10 min a 500 g i a temperatura ambient.

El segon pas és la capacitació dels es-
permatozoides. En aquesta etapa s’inten-
ten provocar en l’espermatozoide els canvis 
morfològics i bioquímics que es produeixen 
en el tracte genital femení. Així, després de 
seleccionar els espermatozoides més mò-
bils i viables, aquests es poden capacitar 
posant-los en un medi amb heparina o amb 
sèrum de femella en zel (20 % en el semen 
fresc i 2 % en el descongelat). Segons Cog-
nie et al. (2003), els espermatozoides des-
congelats de boc es poden capacitar en me-
di SOF amb un 10 % (v/v) de sèrum d’ovella 
en zel i 0,5 µg/ml d’heparina, en el qual res-
taran durant 1 h.

En el nostre laboratori, després de selec-
cionar els espermatozoides mòbils de les 
ejaculacions fresques de boc mitjançant la 
tècnica de swim-up, es recuperen els sobre-
nedants dels tubs i se centrifuguen a 170 g 
durant tres minuts. Després, el sediment es 

resuspèn en medi mDM (1:1 v/v) amb hepa-
rina (50 µg/ml de concentració final) i s’in-
cuba durant 45 min en una atmosfera amb 
un 5 % de CO2 en aire i humitat màxima a 
38,5 °C. Transcorregut aquest temps, i coin-
cidint amb la finalització de les 27 h de la 
MIV, els oòcits són transferits en grups de 
20-25 a gotes de 100 µl de medi Tyrode mo-
dificat (TALP, Parrish et al., 1986) al qual s’ha 
afegit 1 µg/ml d’hipotaurina i 0,3 mg/ml de 
glutatió. Llavors es procedeix a inseminar 
la gota amb els espermatozoides capacitats, 
que es trobaran a una concentració final de 
3 × 106 espermatozoides/ml (Urdaneta et al., 
2004). Amb oòcits de cabres adultes, Cognie 
et al. (2003) utilitzen una concentració final 
d’1 × 106 espermatozoides/ml. Normalment 
la durada de la coincubació dels gàmetes és 
de 24 h, ja que coincubacions més curtes re-
dueixen els nivells de fecundació (Mogas et 
al., 1997b).

Respecte als medis de FIV, nosaltres hem 
provat diferents combinacions de medis 
per a la capacitació dels espermatozoides i 
la fecundació dels oòcits i els millors resul-
tats els hem obtingut utilitzant medi DM 
per a la capacitació i TALP per a la fecun-
dació (Izquierdo et al., 1999). Els laboratoris 
que treballen amb oòcits de cabrum utilit-
zen diversos medis de FIV, com per exem-
ple el medi BO (Crozet et al., 1995; Onge-
ri et al., 2001), el SOF (Rho et al., 2001) i el 
TALP-fert (Katska-Ksiazkiewicz et al., 2004; 
Wang et al., 2002). D’altra banda, encara que 
la presència d’heparina en el medi de FIV 
millora la producció d’embrions, diversos 
estudis han observat que el desenvolupa-
ment embrionari i el percentatge de gestaci-
ons es veu disminuït a causa, possiblement, 
d’un increment en la taxa de fecundaci-
ons polispèrmiques (Katska-Ksiazkiewicz 
et al., 2004; Poulin et al., 1996). En conclu-
sió, l’heparina és un bon agent capacitant 
dels espermatozoides però és necessari de-
finir-ne la concentració i el temps d’incu-
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bació per a cada mascle per evitar la polis- 
pèrmia.

Injecció intracitoplasmàtica  
de l’espermatozoide (ICSI)

Aquesta tècnica s’ha introduït com una 
alternativa a la FIV convencional. En la re-
producció assistida dels animals, una de les 
principals aplicacions de la ICSI és la de ga-
rantir la producció d’animals, tant salvat-
ges com domèstics, a partir dels gàmetes 
d’individus d’important valor genètic. A 
més, la ICSI es pot utilitzar per a la produc-
ció d’animals transgènics usant l’esperma-
tozoide com a vector, i per fecundar oòcits 
amb espermatozoides immòbils i, fins i tot, 
liofilitzats. El 2003 Wang et al. van publi-
car el naixement del primer cabrit concebut 
mitjançant una ICSI. En el nostre laborato-
ri el protocol d’ICSI utilitzat és el següent 
(Jimenez-Macedo et al., 2006, 2005): es col·
loca un oòcit MIV, en el qual hem observat 
el primer corpuscle polar, en una gota de 5 
ml de medi d’injecció (TCM 199) cobert d’oli 
mineral. S’afegeix un petit volum (1 µl) d’es-
permatozoides en suspensió a una gota de 
5 ml de medi amb un 10 % de polivinilpir-
rolidona (PVP); llavors, s’immobilitza un 
espermatozoide per la cua mitjançant la pi-
peta d’injecció i s’aspira per injectar-lo pos-
teriorment, amb un mínim volum de medi 
(< 5 pl), dins de l’ooplasma i com més allu-
nyat possible de la localització del corpus-
cle polar. El diàmetre de la pipeta de sub-
jecció ha de ser de 20 a 30 mm i el de la 
d’injecció de 7 a 9 mm. Quan l’espermato-
zoide utilitzat prové d’una ejaculació fresca 
i ha estat capacitat amb heparina hem vist 
que després de realitzar la ICSI és neces-
sari activar l’oòcit posant-lo durant 5 min 
en medi TCM199 amb 5 mM de ionomici-
na i un 10 % de FBS, i després 4 h en medi 
TCM199 amb 2 mM 6-DMAP i un 10 % de 

FBS. No obstant això, aquesta activació no 
és necessària quan els espermatozoides es 
capaciten amb heparina i ionomicina (con-
centració final de 10 µM i 200 nM, respec-
tivament) i així s’evita la producció d’em-
brions partenogenètics. El percentatge de 
blastocists obtinguts utilitzant aquesta tèc-
nica amb els oòcits de cabres prepúbers ha 
estat del 16 %, mentre que amb oòcits de ca-
bres adultes Keskintepe et al. (1997) han ob-
tingut un 18 % i Wang et al. (2003) un 32 % 
de blastocists.

Cultiu in vitro dels embrions

Quan els embrions de cabrum es cultiven 
in vitro en els medis de cultiu tradicionals, 
molts aturen el seu desenvolupament en 
l’estadi de 8-16 cèl·lules, període en el qual 
es produeix l’activació del genoma embri-
onari. Per prevenir aquest bloqueig se so-
len afegir cèl·lules o sèrum al medi de cul-
tiu. En el cabrum, els presumptes zigots se 
solen passar al medi de cultiu a les 24 h de 
la inseminació (FIV o ICSI).

El tipus d’atmosfera utilitzada condicio-
narà el sistema de cultiu emprat, i així, quan 
el cultiu es realitza en aerobiosi (5 % CO2 en 
aire) és important la presència de cèl·lules 
somàtiques, mentre que si aquest és anae-
ròbic (atmosfera amb un 5 % CO2, 5 % O2 
i un 90 % N2 o amb percentatges similars) 
aquestes ja no són necessàries.

Respecte a l’ús de cèl·lules en el medi de 
cultiu, la presència de cèl·lules de la granu-
losa en el medi de cultiu millora el desen-
volupament dels embrions de cabrum si 
comparem els resultats amb els obtinguts 
en cultivar-los en medi sol. No obstant això, 
per cocultivar embrions de cabrum és mi-
llor utilitzar cèl·lules de l’epiteli de l’oviducte 
(CEO) que cèl·lules de la granulosa (Izquier
do et al., 1999). A més, aquest efecte positiu 
de les CEO sobre el desenvolupament dels 
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embrions de cabra no és específic d’espè-
cie, ja que no s’han trobat diferències entre 
l’ús de CEO de cabrum i bovins (Izquierdo 
et al., 1999) i entre les CEO de cabrum i les 
de búfal (Yadav et al., 1998). D’altra banda, 
s’han obtingut percentatges de blastocists 
similars a partir d’oòcits de cabres adultes 
i de prepúbers quan ambdós tipus d’embri-
ons es cocultiven amb CEO de cabrum (Iz-
quierdo et al., 2002). Respecte als oòcits de 
cabres adultes, amb embrions cultivats en 
un ambient aeròbic, Katska-Ksiazkiewicz 
et al. (2004) han obtingut una producció de 
blastocists del 37 % en cocultivar els embri-
ons en medi B2 amb CEO de femelles no sin-
cronitzades i Pawshe et al. (1996) un 40 % 
de blastocists utilitzant medi TCM199 amb 
CEO, insulina, transferrina, seleni i EGF.

De totes maneres, la presència de cèl·lules 
somàtiques en el medi de CIV és una im-
portant font de contaminació i proporciona 
resultats no previsibles a causa del desco-
neixement de l’estat fisiològic de les cèl·lules. 
Així, actualment la majoria de laboratoris 
cultiven els embrions de cabrum en con-
dicions anaeròbiques. Els medis més uti-
litzats poden ser seqüencials, com els me-
dis G1.2/G2.2 (Jimenez-Macedo et al., 2005; 
Koeman et al., 2003; Wang et al., 2003) o un 
únic medi durant tot el període de cultiu, 
com per exemple el medi SOF (Anguita et 
al., 2007; Cognie et al., 2003; Jimenez-Mace-
do et al., 2006; Keskintepe i Brackett, 1996; 
Rodriguez-Dorta et al., 2007) i el TCM199 
(Izquierdo et al., 1999). Rodriguez-Dorta et 
al. (2007) han obtingut un major percentat-
ge de blastocists en cultivar embrions de ca-
brum en medi SOF (28 %) que en cocultivar 
els embrions amb CEO (20 %). No obstant 
això, després de vitrificar ambdós tipus 
d’embrions, els que havien estat cocultivats 
amb CEO van proporcionar nivells signifi-
cativament superiors de supervivència em-
brionària, de gestacions i de naixements de 
cabrits sans.

Actualment, en el nostre laboratori el cul-
tiu es realitza en gotes de medi SOF (1 µl per  
embrió), al qual s’afegeix 0,1 µl de SFB  
per embrió a les 48 h de la inseminació. 
Els embrions s’incuben durant 7-8 dies a 
38,5 °C i en una atmosfera amb un 5 % CO2, 
5 % O2 i 90 % N2.

CONCLUSIONS

Encara que s’han fet progressos recents 
en les metodologies MOET, és necessa-
ri que es realitzi més recerca per conèixer 
com és la resposta a les hormones exòge-
nes de l’ovari segons el seu estat fol·licular 
i com afecten els tractaments hormonals al 
nivell d’ovulacions i al de recuperació d’em-
brions. El coneixement de l’estat fol·licular 
i les seves repercussions en les caracterís-
tiques moleculars dels oòcits és l’obstacle 
més gran per optimitzar tant els resultats 
del MOET com els de les metodologies de 
PIVE. En els darrers any la PIVE ha millo-
rat significativament gràcies a l’important 
nombre de grups de recerca que treballen 
en aquest camp arreu del món. No obstant 
això, hi ha una gran diferència en els resul-
tats de PIVE entre els laboratoris i, fins i tot, 
dins d’un mateix laboratori, que, moltes ve-
gades, és deguda a la diferent qualitat dels 
oòcits utilitzats. L’optimització dels proces-
sos de PIVE ha de ser consolidada sobre els 
coneixements bàsics i profunds del material 
biològic que utilitzem, principalment l’oò-
cit, però també l’espermatozoide. Aquest 
coneixement és fonamental per millorar la 
productivitat en el cabrum, però sobretot 
serà vital per a la producció i propagació 
dels animals transgènics i clònics.
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