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Con el objetivo de poner a punto la técnica de
recoleccién laparoscopica de ovulos (LOPU) vy
desarrollar un protocolo de fertilizacién in vitro (FIV) dos
grupos de ovejas; el primero, G1, con 3 prepuUberes
y G2, con 3 adultas, fueron sincronizadas (esponjas
vaginales 14 dias) y superovuladas (FSHp), iniciando
60 h antes de cada LOPU (tres sesiones). La aspiracion
folicular laparoscépica se realizdé a las 12 h de la
Ultima dosis de FSHp. La tasa de recuperaciéon global
de los ovocitos en tres sesiones de LOPU en el G2y G,
fue de 41.0 £ 2.5y 24.0 £ 2.4% EEM, respectivamente,
presentando diferencias (P < 0.05) a favor del G2. El
cultivo in vitro de los ovocitos a las 48 h presenta una
diferencia (P < 0.05) a favor del G1 (9.7%) respecto a

Palabras clave: ovinos; ovocitos; embriones; biotéc-
nicas; maduracion; laparoscopia.

Keywords: sheep; oocytes; embryos; biotech; matu-
ration; laparoscopy.

Recibido: 27 de noviembre de 2019, Aceptado: 20 de octubre de 2020

*  Tecnoldgico Nacional de México campus Conkal. Antigua carretera
Mérida-Motul km 16.3, Conkal, C. P. 97345, Yucatdn, México. Correo
electrénico:  julio.ramon@itconkal.edu.mx;  edencepa83@hotmail.
com; wichorama@gmail.com; roberto.zamora@itconkal.edu.mx
ORCID: http://orcid.org/0000-0002-9312-8438; htip://orcid.org/0000-
0002-4508-9462; htitp://orcid.org/0000-0002-8405-3948; http://orcid.
org/0000-0002-4502-1492

** |nstituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
campo experimental Mocochd. Antigua carretera Mérida-Motul km
24.5, Mocochd, C. P. 97454, Yucatdn, México. Correo electrénico:
alvaroedr@gmail.com; baeza.juanjose@inifap.gob.mx ORCID: http://
orcid.org/0000-0002-1444-3844; http://orcid.org/0000-0001-9339-9695

Autor para correspondencia

G2 (0.0). En conclusion, se logré sistematizar la técnica
de LOPU e implementar un protocolo de fertilizacion
in vitro a partir de ovocitos recuperados vy fertilizados.

ABSTRACT,

In order to fine-tune the laparoscopic ovum pick up
(LOPU) technique and develop an in vifro fertilization
(IVF) protocol, two groups of sheep were synchronized
(vaginal sponges 14 days) and superovulated (FSHp),
beginning 60 hours before each LOPU (3 sessions).
Laparoscopic follicular aspiration was performed 12
hours after the last dose of FSHp. The overall recovery
rate of oocytes in three LOPU sessions in G2 and G
was 41.0 £ 2.5 and 24.0 £ 2.4% SEM, respectively,
presenting differences (P<0.05) in favor of G2. In
vitro oocyte culture at 48 hours showed a difference
(P<0.05) in favor of G1 (9.7 %) with respect to G2
(0.0). In conclusion, it was possible fo systematize the
LOPU technique and implement an in vitro fertilization
protocol from recovered and fertilized oocytes.

INTRODUCCION

Desde el primer registro comercial de inseminacion
artificial en 1908 (Thibier, 1990) la biotecnologia repro-
ductiva en animales domésticos ha tenido avances
importantes, como la clonacién y creaciéon de ani-
males transgénicos. Los pequenos rumiantes ofrecen
un buen modelo para el desarrollo de estas tecnolo-
gias, de ahi que la produccién in vitro de embriones
constituye, junto con el sexado, la tercera generacion
biotecnoldgica de la reproduccién. Las investigacio-
nes sobre fertilizacion in vitro (FIV) se iniciaron al final
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de la década de 1950, cuando se produjo el naci-
miento de conejos por esta técnica (Chang, 1959).
Aunque la FIV progresd rdpidamente en mamiferos
de laboratorio su desarrollo fue mds lento en las es-
pecies domésticas, ya que el nacimiento del primer
becerro mediante FIV se logré en 1982 (Brackett et
al., 1982). Estos anos de retfraso fueron consecuencia
de problemas metodoldgicos, ya que las condiciones
requeridas para la capacitacién espermdtica, la MIV
(maduracién in vitro) de ovocitos y el desarrollo em-
brionario preimplantacion difieren entre especies de
embriones.

Para la aplicacion de esta y otfras técnicas de
reproduccidn asistida ha sido necesaria la obtencion
de ovocitos de hembras vivas y postmortem, asi
como implementar la produccién de embriones
mediante la FIV. Estos procedimientos resultan cada
vez mds importantes para el ganado ovino, ya que
ofrecen oportunidades para investigacion, asi como
para su aplicacién en programas de cria de ovinos.
Sin embargo, el porcentaje de éxito es ain muy bajo
(<40%) debido a factores intrinsecos y exirinsecos
del ovocito, tales como la raza materna y el origen
del semen para llevar a cabo la FIV; por tanto, su
desarrollo en Medicina Veterinaria y especialmente
en pequenos rumiantes resulta un drea con potencial
importante (Tibary, Anouassi, & Knhatir, 2005). Por ofro
lado, sus limitaciones son también tecnoldgicas vy
se ven relacionadas con las interacciones entre el
embridn y su ambiente durante el cultivo, las cuales
a su vez guardan estrecha relaciéon con el ambiente
uterino de los embriones obtenidos in vivo, tales
como la nutriciéon, el estado corporal vy la sanidad
(Palma, 2008). Resulta de gran valor la aplicacion y
estandarizacion de estas técnicas bajo la hipdtesis
de que el desarrollo de los ovocitos fertilizados in
vitro estd influenciado por la edad reproductiva, de
tal modo que este trabajo tuvo como objetivo la
estandarizacion de la técnica de LOPU y el desarrollo
de un protocolo de fertilizacion in vitro.

ATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizd en primavera, las
actividades se llevaron a cabo en el laboratorio de
Biotecnologia Reproductiva y Genética Molecular
del Instituto Tecnolégico de Conkal, Yucatdn,
localizado en la regidn centro norte del estado
comprendido entre los paralelos 21° 02' y 21° 08
latitud norte y los meridianos 89° 29' y 89° 35' longitud
oeste; posee una alfura promedio de 8 ms. n. m., el
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clima cdlido es subhumedo con lluvias regulares en
verano (mayo-julio). Temperatura media anual de
26.6 °C y precipitacion pluvial media anual de 469
mm y una humedad relativa promedio anual: marzo
66% - diciembre 89% (INAFED & Gobierno del estado
de Yucatdn, 2005). Todos los procedimientos con
animales se llevaron a cabo dentro de las directrices
de las técnicas oficiales de cuidado animal y salud en
México (NOM-051-ZO0O0-1995).

Animales, dietas y manejo

Se utilizaron dos grupos de ovejas de pelo, las cuales
se distribuyeron segin su edad reproductiva: tres
hembras prepuUberes (G1) y tres hembras adultas
(G2). El manejo nutricional para ambos grupos fue
de 5 h de pastoreo en estrella de Africa (Cynodon
nlenfuensis) y un suplemento comercial con 14% de
proteina cruda (300 g-d-') con acceso ad libitum a
agua y sales minerales.

Tratamiento de sincronizacién y superovulaciéon

Todos los animales (seis ovejas) fueron sincronizados
mediante la insercion de esponjas vaginales
impregnadas con 20 mg de acetato de fluorogestona
micronizada (Chronogest; Intervet®) durante 14 dias
(primer bloque), posteriormente cada siete dias se
sustituyd la esponja por una nueva en tres periodos
sucesivos. El fratamiento de estimulo superovulatorio se
realizd mediante la aplicacidn de 5 dosis decrecientes
de FSHp (Folltropin®) a intervalos de 12 h (12.5 mg en
0.62ml, 12.5mg en 0.62 ml, 2.3 mg en 0.46 ml, 9.3 mg
en0.46 mly 6.25 mgen 0.31 ml) iniciando 60 h antes de
cada LOPU y renovacion de esponja (cada semana
después de los primeros 14 dias). Al primer bloque se
le aplicé una dosis Unica de 2 ml de PGF,a (Lutalyse®)
coincidiendo con la primera aplicacion de FSHp. A
las 12 h de la Ultima aplicacion de FSHp se realizé la
aspiracién folicular por laparoscopia (LOPU).

Sementales

Se utilizaron de manera aleatoria cuatro machos
de diferente raza (Dorper, Katahdin, Black Belly y
Pelibuey) de fertiidad probada, de los cuales se
obtuvo un eyaculado semanal, el cual fue empleado
para las pruebas de fertilizacién in vitro.

Obtencidn de suero de oveja en celo (SOC)

Se utilizaron 10 ovejas para la obtencidon de suero
de oveja en celo en dos etapas (cinco en cada
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experimento). Los ejemplares fueron sincronizados e
inducidos al estro a través de la aplicaciéon de una
esponja vaginal (dia 0) impregnada con 20 mg de
acetato de fluorogestona micronizada (Chronogest®,
Intervet), remplazada al dia 7 de la aplicacion vy
en coincidencia con una dosis de 3 ml de PGF.a
(Lutalyse®). En ambos grupos después de haber sido
detectado el celo se procedié ala obtencién de una
muestra de sangre en tubos sin heparina. Las muestras
fueron centrifugadas a 2500 r. p. m. durante cinco
minutos, posteriormente el suero (sobrenadante) fue
retirado vy filtrado en un filtro de 0.22 um (Millipore®).
El suero obtenido fue inactivado en un bano Maria a
56 °C por 30 min y finalmente alicuotas de 1 ml fueron
almacenadas a -20 °C (Khodaei, Shahneh, Daliri,
Kohram, & Gharagozlou, 2008).

Obtencidn de fluido folicular (FF)

Se utilizd el mismo grupo de ovejas, del cual fue
obtenido el SOC, inducido y sincronizado mediante
CIDR. Al dia 4 de la aplicacion del dispositivo se les
aplicd 1000 Ul de eCG (Folligon®) a cada una vy el
dia 7 se llevd a cabo la aspiracion folicular a través
de una jeringa sin émbolo. Se aspiraron foliculos > 3
mm, al fluido obtenido se le anadié heparina a una
concentracién final de 2 pl-ml-' y posteriormente
se centrifugd a 2,500 r. p. m. durante 2 min, el
sobrenadante obtenido fue recogido para hacer
dlicuotas de 1 ml que se almacenaron a -20 °C
(Hammami, 2008).

Dindmica de recoleccidn laparoscépica de évulos
(LOPU)

Todos los animales se mantuvieron a dieta sélida y
liquida durante 24 h previas a la LOPU. Para llevar
a cabo la aspiracién folicular fueron sedados con
una mezcla de 10 ml de ketamina 100® (10 mg/ml)
con 1.25 ml de clorhidrato de xilacina® a 2% (23.3
mg/ml) aplicado por via endovenosa a razén de
1.1 ml de la mezcla (11 mg de ketamina + 2.91 mg
de clorhidrato de xilacina) por cada 50 kg de peso
vivo (Ramodn-Ugalde, Folch, Cocero, Pina-Aguilar,
& Alabart, 2008). Se realizaron tres orificios con un
frocar en la parte caudal del abdomen. El izquierdo
fue empleado para introducir el endoscopio. En
el central se fij6 una sonda provista con una aguja
de 21G y longitud de 1 cm para aspirar los foliculos
mayores de 2 mm, la parte externa de la sonda se
conectd aun tubo que contenia medio de aspiracion
(previamente atemperado y equiliorado) y el ofro
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extremo se conectdé a una bomba de aspiracion
(Meditec®) regulada a una presion de 20 a 40 ml por
minuto (Palma, 2008). En el orificio derecho se colocd
una pinza que permitié inmovilizar vy fijar el ovario al
momento de la aspiracion. Finalmente, después de la
intervencion se irrigd el ovario con suero y heparina
para reducir la formaciéon de adherencias.

Maduracién in vitro

Medio de maduracién in vitro: TCM199 + FSHp (50 mg-
ml-") + 10% fluido folicular (FF). El medio de maduracion
fue preparado el mismo dia que se empled, se
suplementd con FSHp (Folltropin®) v 10% de FF y se
procedié a esterilizar el medio con filtros de 0.22 um
(Millipore®) de baja retencién de proteinas dentro de
una campana de flujo laminar vertical. Finalmente se
equilibré el medio en una incubadora (Binder®, mod
CB-53) de atmdsfera controlada a 5% de CO, en aire,
38.5°C y humedad mdaxima, porlo menos 2 h antes de
sU Uso. Los ovocitos provenientes del drea de cirugia
fueron aspirados con TCM199 + HEPES, 0.2% de BSA
(bovine serum albumin) y heparina sédica vy vertidos
dentro de una placa Petri cuadriculada y aclarados
con TCM199 + HEPES.

La recuperacion de los ovocitos se llevé a
cabo en el laboratorio in vifro con un microscopio
estereoscodpico. Los ovocitos recuperados por raza
fueron depositados en una placa Petri con 2 ml
de medio, los cuales recibieron un lavado en los
cuatro pozos de la placa en un medio que contenia
TCM199 sin HEPES. Los ovocitos recuperados fueron
clasificados segun su calidad en categorias 1, 2
y 3 por la apariencia del citoplasma y la cantidad
de capas de células de la granulosa; sin embargo,
debido al bajo nUmero y calidad de los ovocitos
obtenidos todos se maduraron durante 24 h. Se
hicieron dos grupos: uno de ovocitos de hembras
adultas y otro de hembras prepuberes.

Fertilizacion in vitro

Una vez concluidas las 24 h de maduracién in vitro
se procedid a denudar los ovocitos de las células
de la granulosa con una pipeta a flujo constante y
presidn de 180 ul. Los ovocitos denudados recibieron
dos lavados previos a ser colocados en medio fluido
oviductal sintético (SOF) (stock salt, stock NaHCO,,
stock CaCl,, Na piruvato, MEM aminodcidos no
esenciales, BME aminodcidos esenciales, glutamina
y gentamicinal). Este medio se prepard el mismo dia
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a utilizar, se esterilizd con filtros de 0.22 um vy baja
retencién de proteinas (Millipore®) dentro de una
campana de flujo laminar vertical. Finalmente, el
medio se equilibré dentro de una incubadora de
atmésfera controlada con 5% de CO, en aire, 38.5
°C y humedad mdxima por lo menos 2 h antes de su
uso. Después de los lavados, los ovocitos denudados
fueron colocados en SOF y finalmente fertilizados a
una concentracion final de 1 x 10¢ espermatozoides.

Colecta seminal

El semen fue colectado a través de vagina artificial.
El eyaculado de los machos se almacend a
temperatura ambiente y completa oscuridad por 2
h, posteriormente se enrasd con medio SOF (viv), el
cual fue adicionado con BSA a 4% y cenfrifugado
a 2500 r. p. m. El sobrenadante fue retirado,
con lo que se obtuvo una pequena porcidén del
material aglomerado donde se enconfraban los
espermatozoides. Para obtener la concentracion
del material aglomerado se empled una cdmara de
Neubauer en un microscopio de contraste de fases.
La muestra de semen fue colectada de machos
de fertiidad probada escogidos aleatoriamente,
se obtuvo un eyaculado por macho y por semana,
cubriendo las cuatro sesiones.

Cultivo in vitro

Cumplidas las 24 h de incubacion de los gametos
fueron retirados de la estufa de cultivo para ser
colocados dentro de la masa de espermatozoides.
Cabe mencionar que debido al espesor del semen
algunos ovocitos no se encontraron. Su busqueda
se llevd a cabo aplicando corrientes constantes del
medio con una pipeta a una presidn de 150 pl. Los
ovocitos recuperados se colocaron en una placa con
medio (SOF + BSA 8%) previamente equilibrado con la
finalidad de limpiarlos de los espermatozoides que se
encontrabanadheridosalazonapelicida.Losposibles
cigotos obtenidos a las 24 h después de la FIV fueron
observados con un microscopio estereoscodpico para
determinar el nUmero de fertilizados y su division a dos
o mds células. Los presuntos cigotos se cultivaron en
una placa de cuatro pozos con medio SOF + BSA 8% +
10% FCS (fetal calf serum) y se recubrieron con aceite
mineral para evitar la evaporacién y cambio de pH
del medio. A las 48 h de la FIV se valord nuevamente
el nUmero de embriones divididos y el nUmero de
células, se mantuvieron durante siete dias en cultivo
para determinar si continuaba la division embrionaria
hasta blastocisto.
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Diseno experimental

Se empled un diseno completamente al azar para
ponderar variables dependientes como se describe
a continuacion.

1. Para la estandarizacion de la técnica de aspiracion
folicular por laparoscopia se llevé a cabo mediante
un andlisis de prueba de hipdtesis con las variables
correspondientes a las ovejas: tasa de foliculos
aspirados y ovocitos recuperados.

2. Para medir la variable tasa de recuperacion
se utilizaron para el andlisis las siguientes variables
independientes: efecto de la edad reproductiva y
sesion de LOPU.

El modelo estadistico general utilizado para
medir los efectos de los factores analizados fue el
siguiente:

Vik=Md + ERi+ Lj + ELji) + eik

El modelo se analizé con el procedimiento GLM
del programa estadistico SAS 9.2. La ponderacion de
los datos se realizdé mediante andlisis de varianza y se
evaluaron el modelo vy sus efectos. La comparacion
de las medias de cuadrados minimos se realizé a
través de la diferencia minima significativa al nivel
de P <0.05.

3. Para evaluar el efecto de la edad reproductiva
(adultas-prepUberes) sobre la tasa de division a 48 h
se utilizé la prueba de t de Student.

Para la estandarizacién de la técnica laparoscopic
ovum pick up (LOPU) se redlizé una prueba de
hipdtesis (tabla 1) para poder determinar la media
minima necesaria, la cual resultd 26.0 £ 3.0% de
ovocitos recuperados en ovejas de diferente
edad reproductiva (adultas y prepuberes), con lo
qgue se determind si la técnica empleada estaba
estandarizada. En la LOPU 2 los resultados se
encuentran ligeramente por debajo con un 25.0%
de recuperacién; sin embargo, los resultados de la
LOPU 1 y 3 presentan 30.0 y 36.3% de recuperaciéon
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de ovocitos, respectivamente, lo cual indica que
se encuentran dentro del rango de respuesta a la
hipdtesis realizada (tabla 2). La tasa de recuperacion
global para adultas y prepuberes fue de 24.0 + 2.4%
y 41.0 £ 2.5%, respectivamente. En las tres sesiones
se aspiraron un total de 198 foliculos, de los cuales
fueron recuperados 59 ovocitos. De acuerdo con la

Tabla 1
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edad reproductiva, 86 foliculos fueron aspirados y 32
ovocitos recuperados en las ovejas adultas, mientras
en las prepuberes 112 foliculos fueron aspirados y 27
ovocitos recuperados.

La tabla 3 muestra la tasa de recuperacion global
de los ovocitos en las tres sesiones de LOPU en
adultas y prepuberes con 41.0 £ 2.5 y 240 = 2.4%,

Estandarizacion de la técnica LOPU en ovejas prepuberes y adultas

No. Media (%)

Error Est&Gndar (%) Prob >t

17 26.0

3.0 0.05

Nota: Elaboracién propia.

Tabla 2

Foliculos aspirados aplicando la técnica LOPU sobre la tasa de eficiencia en la recuperacién de ovocitos

Edad Reproductiva LOPU 1 LOPU 2 LOPU 3
No. AT RT No. AT RT No. AT RT
Prepuber 3 35 10 3 40 8 3 37 9
Adulfa 3 35 11 3 33 10 2 18 11
TOTAL 6 70 21 6 73 18 5 55 20

Nota: No.= NUmero de observaciones, AT= Foliculos aspirados totales, RT= Ovocitos recuperados totales.

Elaboracién propia.

respectivamente, con diferencias (P <0.05) a
favor del grupo de las adultas. Para los resultados
analizados individualmente en las sesiones de LOPU
las tasas de recuperacion de ovocitos en la sesidn 1
y 2 no presentaron diferencias significativas, fueron
ligeramente mayores para las adultas; sin embargo,

enla LOPU 3 la tasa de recuperacién para estas (61.0
+ 5.0% ovocitos recuperados) fue mayor (P <0.05) que
la observada en las prepuberes (25.0 4. + 0%).

La tasa de fertilizacion para las tres sesiones de LOPU
se muestra en la tabla 4; la relacién entre el nUmero
de ovocitos fertilizados y el total de ovocitos cultivados
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fue de 9.0%. Estos valores corresponden exclusivamente a hembras prepuUberes, ya que el valor de fertilidad

para las adultas fue de 0.0%.

Tabla 3

Efecto de la edad reproductiva (prepuberes G1 - adultas G2) sobre la tasa de recuperacion de ovocitos en las tres

sesiones de LOPU

T N LOPU1 (%) LOPU 2 (%) LOPU3 (%) Media Global (%)
Gl 9 280+4.0° 21.0+ 4.0 25.0 + 4.00 240+ 2.40
G2 8 320+4.00 32.0 + 4.00 61.0 % 500 410+ 2.5¢

Nota: *Literales diferentes en la misma columna indican diferencia significativa a P <0.05, Tukey.

Elaboracién propia.

Tabla 4

Tasa de fertilidad en las diferentes sesiones de LOPU en ovejas prepuberes

TOC TOF TASA DE FERTILIDAD (%)
LOPU 1 21 0 0.0
LOPU 2 1Z 2 11.7
LOPU 3 17 3 17.6
TOTAL 55 5] 9.7

Nota: * TOC= Total de ovocitos cultivados, TOF= Total de ovocitos fertilizados.

Elaboracién propia.

Los datos globales de ovocitos obtenidos
en ovejas adultas y prepuUberes arrojan 0.0 y 9.7%,
respectivamente, para los datos de fertilidad
obtenida durante las tres sesiones de LOPU. Los
resultados productivos de fertilidad segun la edad
reproductiva de los ovocitos provenientes de ovejas
prepUberes fueron los que se fertilizaron en las
sesiones de LOPU 2 y 3 en contraste con el de las
adultas, gque fue 0.

Después de llevarse a cabo el cultivo in vitro
de los ovocitos, a estos se les dio seguimiento para
determinar la tasa de divisidn obtenida (figura 1).

En cuanto a los resultados observados a las 48
h se presenta una diferencia (P < 0.05) a favor de las
ovejas prepuberes con 9.7% y adultas con 0.0%.
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Figura 1. Divisién celular de ovocitos cultivados a las 48 h posfer-
tilizacion.
Fotografia tomada por Julio Ramdn-Ugalde.

Los resultados en relacién con el nimero de foliculos
aspirados indican que existe una mejor respuesta
folicular en ovejas prepuberes (112) que en adultas
(86). Segun Baldassarre (2007) no se conoce el
motivo de esta respuesta folicular en prepuberes. En
adultas se ha observado una mayor atresia folicular
en primavera que en otono (Judrez-Pérez et al,
2018). Los resultados obtenidos en el presente frabajo
coinciden con los de Koeman, Keefer, Baldassarre y
Downey (2003) en cabras prepuberes (3-5 meses) y
adultas (>1 ano) y en época no reproductiva (junio-
septiembre), los cuales obtuvieron 39 + 45% y 19 +
1.4%, respectivamente; sin embargo, aun en cabras
prepUberes existen diferencias entre rangos de
edades. Baldassarre et al. (2004) mediante la técnica
de LOPU obtuvieron 28.5 £ 5 foliculos en cabras >180
dias de edad, de las cuales obtuvieron 25.8 £ 6 en
la recuperaciéon, en cabras <100 dias de edad se
obtuvieron 57.0 £ 16.0 foliculos aspirados y 41.0 + 9 en
la recuperacion.

En un estudio realizado por Shirazi, Shams-
Esfandabadi y Hosseini (2005) se redlizé la
recuperacion de ovocitos de ovejas adultas vy
prepUberes con ovarios de matadero y en época no
reproductiva por medio de dos técnicas (aspiracion
y corte). Los resultados para la recuperacién fueron
8.1 y 6.3 ovocitos; 3.7 y 4 ovocitos para adultas y
prepuberes, respectivamente, diferencias (P <0.001)
a favor de las ovejas adultas.

En cabras adultas y en plena estacion sexual
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Romaguera et al. (2007) obtuvo 248 ovocitos
aspirados mediante la técnica de LOPU, de los
cuales se recuperaron 138, con 57% de ovocitos
recuperados; sin embargo, cabe senalar que la
eficacia de la recuperacion segun la bibliografia
va desde 33.6% (Alberio, Olivera, Roche, Alabart,
& Folch, 2002) hasta 90% (Pierson et al., 2004). Las
diferencias encontradas en el presente trabajo
podrian ser atriouidas al didmetro de los foliculos
de donde fueron aspirados, lo cual coincide con el
frabajo de Cox & Alfaro (2007) en ovejas y cabras
adultas, quienes obtuvieron un porcentaje de
ovocitos recuperados significativamente inferior en
los foliculos mds pequefos. Martino, Mogas, Palomo
y Paramio (1994) establecen que en foliculos de
cabras adultas y prepuberes que alcanzaban una
talla >3 mm el didmetro del ovocito no aumentaba
significativamente. Por otra parte, en ovejas de
pelo adultas existe correlacion positiva entre el
estatus ovdrico previo a un tratamiento de estimulo
superovulatorio y su nivel de respuesta (Dominguez
Rebolledo et al., 2017).

Alconfrariodelo quese obtuvoeneste frabajoy
delo que laliteraturareporta, en un estudio realizado
por O'Brien, Catt, Ireland, Maxwell y Evans (1997)
no encontraron diferencias en ovejas prepuberes y
adultas de la raza Merino con ovocitos provenientes
de ovarios de matadero obtenidos por aspiracion
con jeringa, madurados vy fertilizados in vitro. Esto
coincide con el estudio de Revel, Mermillod, Peynot,
RenardyHeyman (1995) enterneras de tres meses (no
tratadas y tratadas con FSH exdégena) comparadas
con vacas adultas. Sin embargo, los mismos autores
respectivamente, tuvieron diferencias (P <0.001)
hasta la etapa de blastocisto, con 15.4y 34.1% para
ovejas prepuberes y adultas, respectivamente; para
terneras con 9.1 y 11.1% (no tratadas y tratadas
con FSH) y para vacas adultas arriba de 20% de
desarrollo hasta blastocisto, respectivamente. Se ha
demostrado que los ovocitos de ovejas prepUberes
y adultas tienen una capacidad diferente para el
desarrollo in vitro; sin embargo, una vez que se ha
logrado el desarrollo hasta la etapa de blastocisto
el desarrollo in vivo parece ser similar para ambas.
Cabe mencionar que en este trabajo los ovocitos de
prepUberes no alcanzaron la etapa de blastocisto.
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]
Selogré sistematizarla técnica de LOPU e implementar
un protocolo de fertilizacién in vitro a partir de
los ovocitos recuperados y fertilizados. La edad

reproductiva influye sobre el desarrollo de los ovocitos
fertilizados in vitro.
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