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Resumen:

La fertilizacién in vitro y produccién in vitro de embriones es una biotecnologia que permite maximizar la propagacion de la genética,
disminuir el intervalo generacional y corregir problemas de infertilidad de los rodeos. Para la produccién in vitro de embriones, existen
fundamentalmente dos fuentes de ovocitos, aquellos obtenidos por aspiracién folicular de ovarios de animales faenados (post
mortem) y aquellos ovocitos recuperados de animales vivos (in vivo) mediante puncion folicular por via transvaginal (OPU). La
disponibilidad de ovocitos sigue siendo una de las mayores limitantes para ésta técnica, los ovocitos de ovarios recuperados en
frigorificos representan una importante fuente de gametos que pueden ser utilizados en los ensayos donde la genética de la hembra
no es de importancia. Sin embargo, cuando el objetivo es el mejoramiento genético, es necesaria la recuperacion de ovocitos del
animal vivo. El objetivo del trabajo fue evaluar la cantidad y calidad de ovocitos obtenidos por puncion folicular de animales vivos (in
vivo) y animales faenados (post mortem), mediante su evaluacion morfoldgica. La obtencién de ovocitos in vivo se realizé por OPU
de bufalas vivas, se utilizaron bufalas de fertilidad comprobada y buen estado corporal (n=13). Los animales donantes fueron
inicialmente sometidos a una ablacion del foliculo dominante para estimular una nueva onda de crecimiento folicular, luego de lo cual
fueron sometidas a OPU en un esquema semanal por un mes. Para la recuperacion post mortem de ovocitos se obtuvieron ovarios
de bufalas enviadas a faena (n=5), una vez en el laboratorio, los ovarios fueron lavados en PBS. Los complejos cimulus ovocito
(COCs) fueron recuperados por puncion folicular. Se punzaron los foliculos visibles en la superficie del ovario, mayores a 2 mm de
diametro, con ayuda de una jeringa de 10 ml unida a una aguja de 21G. En ambos casos el aislamiento de los COCs se realizé con
una lupa estereoscépica a 40 X. Los ovocitos recuperados fueron clasificados de acuerdo a la cantidad de capas de cumulus
presentes en: grado |, tres 0 mas capas de cumulus y citoplasma parejo; grado Il, una a dos capas de cumulus presente; grado lll,
corona radiata Unicamente, citoplasma granulado o irregular; grado IV, ovocito completamente denudado; expandido, ovocito
rodeado por cumulus expandido; y degenerado, ovocito con citoplasma picnético. La correlacion entre las variables cuantitativas se
calcul6 por analisis de la varianza con un valor de alfa del 5%, con el procedimiento de correlacién de Duncan. Al evaluar la cantidad
de estructuras totales se observaron diferencias estadisticamente significativas, se obtuvieron 10 y 2,33 COCs por ovario para el
método post mortem e in vivo respectivamente (p<0,05). Al realizar la evaluacién de la calidad de los COCs hallados por ovario
pudo observarse que los grado | (1 vs 0,04) y grado Il (0,80 vs 0,17) fue significativamente mayor para el método de obtencion post
mortem que in vivo (p<0,05), en cambio los grado IIl (0,60 vs 1,09) y grado IV (0,30 vs 0,43) fueron similares (p>0,05). La cantidad
de COCs de menor calidad, expandidos (3,20 vs 0,48) y degenerados (2,90 vs 0,12), fue significativamente mayor para el método de
obtencién post mortem que in vivo (p<0,05). Varios estudios han demostrado que la calidad del ovocito es el factor de mayor peso en
la tasa de produccion de embriones por fertilizacién in vitro, particularmente la proporcién de embriones que alcanzan el estadio de
blastocisto y la susceptibilidad de los mismos a la criopreservacion. Otros han comprobado que la competencia en el desarrollo
embrionario in vitro es menor para los ovocitos recuperados de animales faenados, comparado con los obtenidos de animales vivos,
y se ha sugerido que la maduracién citoplasmatica podria tener un rol fundamental en el desarrollo embrionario posterior. En
conclusion con la técnica de recuperacion de COCs de ovarios de animales post mortem la cantidad y calidad de estructuras
obtenidas fue mayor, pero debido al menor progreso genético se recomienda para futuros trabajos evaluar la posibilidad de mejorar
la técnica de obtencion de COCs de ovarios de animales vivos.
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