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RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar la cantidad y mimero de ovocitos obtenidos

seg}401ncalidad. mediante diferentes métodos de recuperacién, medios dc coleccién,

medios de transporte de ovarios de alpacas Huacaya postmortem. Se utilizaron

ovarios (n = 160) de alpacas bene}401ciadasen el Camal Municipal dc

lluancavelica, evaluados en el Laboratorio de Reproduccién Animal de la

Universidad Nacional de San Cristobal dc Huamanga. En |os tratamientos se uso

dos medios de transporte de ovarios: buffer fosfato salino (PBS), NaC1; dos

medios dc coleccién dc ovocitos: medio dc cultivo tisular (TCM - 199), PBS; dos

métodos dc recupcracion de ovocitos: aspiracién folicular, slicing. Los

tratamientos se distribuyeron en un dise}402ocompletamente al azar con arreglo

factorial 2x2x2. se realizo el anélisis de varianza. Se transporté los ovarios en

medio PBS 0 NaCl. en una caja de poliestireno entre 30 a 36 °C aproximadamentc

por 6 h, en el laboratorio se les mantuvo a 37 °C durante la evaluacién. Segiin

tratamientos, se aspiraron ovocitos dc foliculos de 2 a 6 mm dc diémetro. con

aguja hipodérmica, se colectaron ovocitos mediante cones de ovario, luego el

contenido colectado se sedimenté por 15 min. Se evalué la cantidad y calidad de

ovocitos mediante la morfologia con estereomicroscopio. Se colecté mayor (P <

0.05) cantidad de ovocitos en promedio por ovario con el método dc slicing

(slicing: 10.53 i 0.53; aspiraciénz 4.98 at 0.46). Se obtuvo mayor (P < 0.05)

cantidad dc ovocitos en promedio segtin calidad 1, 2, 3 y 4 con el método dc

slicing (calidad 1, 2, 3, 4 para slicing: 2.83 i 0.13. 4.09 at 0.28, 1.33 i 0.03. 2.29 i

0.19; para aspiracién: 1.36 :1: 0.08, 2.01 1- 0.21; 0.64 :1: 0.16; 0.96 :h 0.14

respectivamcnle); con ambos métodos de rccuperacién se colectaron mayor

porcentaje de ovocitos de calidad 1 y 2: 67.8% con aspiracién; 65.7% con slicing.

El medio de transporte de ovarios PBS 0 NaCl, medio de coleccién de ovocitos

PBS 0 TCM no afectaron (P > 0.05) Ia cantidad dc ovocitos y el n}401merode

ovocitos recuperados seglin calidad. En conclusion, se recupera mayor cantidad de

ovocitos y mayor mimero dc ovocitos obtenidos segfm calidad. mediante el

método de slicing que el método de aspiracion folicular.

Palabras clave: TCM, PBS, diseccién, ovocito, Huacaya, ovario
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ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate the quantity and number of oocytes

obtained according to quality, by of different recovery methods, medium of

collection, medium of transport of ovaries from postmortem Huaeaya alpacas.

They were used ovaries (n = 160) of slaughtered alpacas in the slaughterhouse

municipality of Huancavelica, evaluated in the Animal Reproduction Laboratory

of the National University of the saint Cristobal of Huamanga. In the treatments

were used two transport medium of the ovarian: phosphate buffered saline (PBS),

NaCl; two collection medium of the oocyte: tissue culture medium (TCM-199),

PBS; two methods of recovery of the oocyte: follicular aspiration, slicing. The

treatments were distributed in a completely randomized design with 2x2x2

factorial arrangement, analysis of variance was performed. The ovaries were

transported in PBS or NaCl medium in a polystyrene box at approximately 30 to

36 ° C for 6 h, in the laboratory they were maintained at 37 ° C during the

evaluation. According to treatments, oocytes were aspirated from follicles 2 to 6

mm of diameter, with a hypodermic needle, oocytes were collected by ovarian

sections, then the collected contents were sedimented for 15 min. The quantity

and quality of oocytes were evaluated by stereomicroscope morphology. A greater

number of oocytes (P < 0.05) were collected per ovary with the slicing method

(slicing: 10.53 i 0.53, aspiration: 4.98 1 0.46). A higher (P < 0.05) quantity of

oocytes was obtained on average according to quality 1, 2, 3 and 4 with the slicing

method (quality 1, 2, 3, 4 for slicing: 2.83 it 0.13, 4.09 i 0.28. 1.33 :i: 0.03 , 2.29 i

0.19, for aspiration: 1.36 i 0.08, 2.01 i 0.21, 0.64 0.16, 0.96 1 0.14

respectively); with both recovery methods, a higher percentage of quality 1 and 2

oocytes were collected: 67.8% with aspiration; 65.7% with slicing. Ovary

transport medium PBS or NaCl, collection medium of PBS or TCM oocytes did

not affect (P > 0.05) the number of oocytes and the number of oocytes recovered

according to quality. ln conclusion, more oocytes and more oocytes were obtained

according to quality, using the slicing method than the follicular aspiration

method.

Key words: TCM, PBS, dissection, oocyte. Huacaya, ovary
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1. INTRODUCCION

El Pen�031:posee una poblacién dc 3685516 alpacas (Suri, 442013; Huacaya,

2909212; Hibridas, 265135) [INEI, 2012]. De las cuales alrededor del 8% de

alpacas son mejoradas, la mayor cantidad de alpacas son de baja calidad genética,

lo cual repercute en la economia de los pobladores andinos (Alvarado, 2006). Esta

calidad genética, entre otros factores. est/3 relacionada directamente con la

fertilidad. que cada vez es mas afectada (Huanca. 2008).

Las biotecnologias reproductivas en camélidos que se estén desarrollando en el

Pen�031:incluyen la inseminacién arti}401cial,transferencia de embriones,

criopreservacién de gametos y estudios preliminares sobre fertilizacién in vitro

(Huanca, 2005). Debido a que los protocolos de recuperacién y la maduracién de

ovocitos afectan la fenilizacién in vitro y estas son bajas (Leisinger er al., 2014;

Conde er al., 2008). Los estudios futuros que implican Ia aplicacién dc

biotecnologias reproductivas en camélidos sudamericanos deben centrarse en el

desarrollo de protocolos estandarizados para la maduracién in vitro de ovocitos y

cultivo dc embriones. estos avances deben contribuir a la produccién exitosa de la

primera cria de camélidos sudamericanos derivado de tecnologias in vitro

(Leisinger el al., 20l4); que pennitiria la posibilidad de obtener mayor n}402merode

generaciones de poblaciones en tiempo menor (Conde et al., 2008).
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Por las consideraciones anteriores, hay necesidad de mejorar el transporte dc

ovarios, medics dc coleccién y métodos de recuperacién ovocitaria, para obtener

més cantidad de ovocitos de calidad, que sirvan para la maduracién in vitro, que

posteriormente se pueda mejorar las biotecnologfas reproductivas en camélidos

sudamericanos. El estudio tuvo como objetivo general evaluar la cantidad y

n}401merode ovocitos segfm calidad obtenidos por diferentes métodos de

recuperacién, medios de coleccién, medios dc trasporte dc ovarios de alpacas

Huacaya postmortem.
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11. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacién

Se evaluaron la cantidad y calidad de ovocitos de alpacas, obtenidos por dos

métodos, se utilizaron 40 ovarios de alpacas. Para el método de aspiracién

folicular, se aspiraron foliculos de 2 mm de diémetro con aguja 20 G x 1 y para el

método corte los ovarios fueron cortados en fonna longitudinal y transversal con

bisturi. El numero de ovocitos recuperados fue superior por el método de corte

(10.00 zt 7.0l) comparando con el método de aspiracién folicular (4.50 t 2.06)

para alpacas. En cuanto a la calidad, no se encontré cl efecto de métodos de

coleccién (asplracién folicular o cone) sobre la categoria de los ovocitos en

alpacas (Vasquez er al., 2015).

Se recuperaron ovocitos para fenilizacién in vitro en llamas utilizando dos

técnicas. La primera consistié en el desmenuzado del ovario con ayuda de una

hoja de afeitar, con este método se recuperé 27 ovocitos por llama descarténdose

el 26% de los I324 complcjos de ovocito cumulus (COCs) recuperados. Ademés,

se utilizé la técnica de puncién dc foliculos de los ovarios para la recuperacién de

los COCs de la llama utilizando ovarios recuperados del camal, con esta técnica se

recuperé 6.4 ovocitos por llama (Del Campo et al., 1994).

3
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Se obtuvo ovocitos de 270 ovarios (I35 alpacas) de hembras vacias en edad

reproductiva, en solucién }401siolégicaal 0.9% a 30 a 35°C, al que se agregé

penicilina G potasica. Utilizando tres técnicas de recuperacién de complejo

ovocitos Cumulus (COCs). Para la aspiracién folicular, se utilizé 98 ovarios (49

alpacas), con aguja 21G x l'/2. Con el slicing folicular (incisién de la super}401cie

del foliculo del ovario). 86 ovarios (43 alpacas). Para la diseccién ruptura

folicular. se utilizaron 86 ovarios (43 alpacas), y se procedié a diseccionar y

aspirar foliculos de 2 a 6 mm en los tres casos, obteniendo como resultado I01.

I05 y I24 ovocitos respectivamente, y con un porcentaje de COCs aptos

considerando |os ovocito de clase l y ll, 63.l7. 67.90 y 72.36% (Gémez et al.,

2013).

En un experimento Benavides er al. (20l5), utilizaron 1 I6 ovarios para la técnica

de aspiracién y 88 ovarios de alpacas para la técnica de diseccién. Se recuperaron

772 ovocitos con el método de aspiracién y l 134 con el método dc diseccién, pero

luego del proceso dc seleccién, se utilizaron 451 y 449 ovocitos, procedentes dc

aspiracién y diseccién, respectivamente. Los ovocitos fueron categorizados dc

acuerdo a su calidad como A (excelente), B (buena) y C (mediana). Los resultados

muestran una diferencia en el numero de ovocitos recuperados por ovario (P <

0.05), a favor del método de diseccién. No hubo diferencias signi}401cativasentre

categorias de ovocitos segim el método de coleccién.

Ruiz er al. (2011) evaluaron la viabilidad posdescongelamiento dc ovocitos dc

alpaca vitri}401cadosluego de la maduracién in vitro. En este proceso se recuperaron

96 ovarios dc alpaca procedentes del Camal Municipal de Huancavelica, Peru, los

4

 
cc Repositorio Institucional – UNAMBA - PERÚ  



cuales fueron llevados en termos a temperatura ambiente al Laboratorio de

Biotecnologias Reproductivas de la Universidad Nacional de Huancavelica,

dentro de las tres horas siguientes al sacri}401ciode los animales. Foliculos

peque}401os(2 a 6 mm) se aspiraron con ayuda dc agujas 21 G en jeringas de 5 mL.

Se recolectaron en promedio 3.5 complejos ovocito-cumulus (COCs) por ovario,

recuperéndose 667 COCs, y siendo seleccionado el 69% de ellos como apto para

la maduracién in vitro.

El objetivo del estudio fue evaluar cl efecto de diferentes temperaturas de

transporte (35°C, 4°C) sobre la calidad morfolégica de ovocitos colectados desde

ovarios de alpacas. Se fonnaron dos grupos. El grupo G1 (n=l0) correspondié a

ovarios colocados en solucién salina a 35°C y el grupo G2 (n=l0) a ovarios

colocados en solucién salina a 4°C. Fueron transportados al laboratorio en un

lapso de 18 horas. En cada grupo, usando el método de aspiracién |os ovocitos

fueron colectados desde los ovarios, siendo colocados en solucién salina a 35°C.

Se evalué la calidad morfolégica y diémetro de los ovocitos colectados. Los

resultados obtenidos fueron: GI: calidad morfolégica 54% de ovocitos de

categoria l y 11, diémetro de los ovocitos 0.l7 i 0.03 mm, 3.5 1 1.7 ovocitos

colectados de 5.] i 2.3 foliculos > 3 mm; y para G2: calidad morfolégica 36% de

ovocitos de categoria I y H, diémetro de los ovocitos 0.17 1 0.03mm, 3.6 :4: 2.]

ovocitos colectados de 6.6 t l.6 foliculos > 3mm. Diferencia estadistica

signi}401cativafue observada entre la calidad morfolégica de ovocitos obtenidos

desde ovarios de alpacas transportados a 35°C y 4°C. Los resultados nos sugieren

una mejor calidad morfolégica en ovocitos procedentes de ovarios transportados

5
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en suero }401siologicoa 35°C respecto a los transportados a 4°C (Huanca et al.,

2007b).

2.2. Bases teéricas

2.2.1 Generalidades de la alpaca

Del quechua Alpaqo o Paqo �024lama Pacos, es un camélido capaz dc alimentarse

con pastos muy pobres. Llega a medir 100 cm, como promedio y a pesar entre 60

a 70 kg de peso vivo en edad adulta y tener una cria por a}402o.se discute aun si

tiene su origen en el Huanaco o Vicu}401a.presenta dos variedades o razas, Huacaya

y Suri. Su periodo de gestacién es de 330 dias (De |os Rios, 2006).

2.2.2 Anatomia del ovario de la alpaca

Los ovarios de los camélidos sudamericanos en especial de las alpacas presentan

formas irregulares. presentando dos formas més comunes (elipsoide y globular),

particularmente cuando se presentan multiples foliculos, esto dependiendo de|

estadio de maduracién. Por [0 general presentan peque}401osfoliculos que no pueden

ser detectados por palpacién (I a 3 mm), como también se puede observar

foliculos maduros con un tama}401ode 3 mm a més (Fowler. 1989).

El ovario de la alpaca, por lo general es de forma globosa irregular, semejando en

algunos casos al ovario de la cerda, especialmente cuando contiene numerosos

foliculos en desarrollo. La extremidad tubo-ovérica (bursa) cubre totalmente al

ovario. El ovario izquierdo es ligeramente més pesado (2.40 i 1.34 g) que el

derecho (1.87 + 0.94 g) cuando no contienen un cuerpo luteo activo. en cuyo caso

el peso se incremcnta entre un 60 y 100%. Las dimensiones son las siguientes:

6
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largo, l.6 1 0.3 cm y ancho, 1.1 i 0.2 cm. Cuando los foliculos alcanzan un

diémetro mayor a 4 mm, asi como el cuerpo lmeo, éstos se proyectan sobre la

super}401ciedel ovario en forma muy prominente y son facilmente identi}401cables.

Foliculos entre 5 y I2 mm son considerados nonnales, mientras que estructuras

mayores se consider-an patolégicas (Sumar, 2007).

2.2.3 Estacionalidad reproductiva

Los camélidos sudamericanos en especial las alpacas son considerados

generalmente estacionales en su actividad reproductiva en las zonas donde

tradicionalmente se crian en su habitat natural, |os nacimientos se producen

agrupados en la época de mayor lluvia (diciembre a marzo), cuando el forraje es

mas abundante, pero si son mantenidos en buen estado corporal y los machos

separados de las tropas de hembras presentan una actividad ovérica durante todo

el a}401o(Franklin, 1982). Aunque baja la tasa ovulatoria a partir de agosto, debido a

que no se encuentra su}401cienteforraje para que las alpacas estén en éptimas

condiciones (Bonacic, 1991).

2.2.4 Dinémica folicular

Los foliculos son la unidad fundamental que determina desde el nacimiento el

potencial reproductivo que puede exhibir una hembra a lo largo de su vida. la

calidad de| ovocito condicionara la supervivencia embrionaria, establecimiento y

el mantenimiento de la pre}401ezy el desarrollo fetal (Rodriguez, 20l3). La

foliculogénesis, ovogénesis, ondas foliculares y las hormonas sexuales

involucradas en el ciclo estral, tienen relacién con el tama}401ofolicular en la vida

reproductiva de la hembra (Motta er al., 201 1). La dinémica folicular es afectada

7
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por los efectos ambientales y los estados }401siolégicosde las hembras que impiden

establecer un patrén especi}401co,para el desarrollo normal de los procesos de

formacién, desarrollo y la maduracién del ovocito y de] foliculo (Restrepo. 2010).

Exhiben ondas de crecimiento folicular ovérico y son ovuladores inducidos. por

lo [amo no exhibcn ciclos eslralcs en la forma dc especies que ovulan

esponténcamenle (Giglc et al.. 2016).

2.2.5 Fertilizacién in vitro

Las tecnologias de reproduccién asistida tienen muchas aplicaciones en la

ganaderia. La investigacién dirigida a mejorar la calidad de los ovocitos y la

produccién in vitro de cmbriones se ha centrado principalmente en la

optimizacién de las condiciones de cultivo (Huanca, 2012).

El desarrollo de las biotecnologias reproductivas en los camélidos sudamericanos,

permitiria la propagacién de los animales genéticamente superiores, especialmente

los que poseen }401bra}401nay de colores naturales (Miragaya er al., 2006).

2.2.6 Maduracién de ovocitos

En cada ciclo estral, un mimero de foliculos se activan para entrar en una fase dc

crecimiento, se caracteriza por la proliferacién de células de la granulosa y un

aumento en el tamafio de los ovocitos (Ali er al., 2006).

Ruiz er al. (2015) se}401alanque en alpacas varios autores reportan diferentes

tiempos dc maduracién in vitro desde 24 a 38 h; estos resultados nos llevan a

pensar que el tiempo éptimo de maduracién in vitro de ovocitos de alpaca y llama

aim no esta de}401nido.
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2.2.7 Recuperacién de complejos ovocito-cumulo

Se denomina ovocito al évulo en diferenciacién (RAE, 2016). Distintas

metodologias se han evaluado para la recuperacién de complejos ovocito-c}402mulo

(COCs) en hembras de camélidos sudamericanos. Ovarios de alpacas y llamas

bene}401ciadasson una fuente adccuada para la recuperacién dc COCs, por la gran

disponibilidad de ovocitos para la investigacién en la estandarizacién de

protocolos dc maduracién y fecundacién in vitro y para su utilizacién como

receptores dc micleo dc células donadoras en un programa de transferencia

nuclear (Ruiz, 2008). La primera recuperacién de ovocitos para su fecundacién in

vitro en camélidos sudamericanos se hizo en llamas; en esta investigacién se

desmenuzé el ovario con ayuda de una hoja dc afeitar y posterior evaluacién y

clasi}401caciénde los ovocitos (Del Campo et al., 1994). La coleccién de COCs se

realiza de foliculos que tienen un tama}401oen promedio de 3 a 6 mm mediante

técnicas de aspiracién o puncién folicular y el método de slicing (Vasquez er al.,

2015; Del Campo er al., 1994).

2.2.8 Medios de transporte de ovarios

El trasporte de ovarios para proceso de fecundacién in vitro, se realiza desde el

matadero al laboratorio, en medios isoténicos de solucién salina y a temperatura

adecuada (Huanca er al., 2007b). Se evalué cl efecto del tiempo de cultivo sobre

la tasa de maduracién nuclear y tasa de divisién postfecundacién a 72 horas de

ovocitos de alpacas. Los CCOs fueron obtenidos dc ovarios procedentcs de

animales bene}401ciadosen el camal y transportados a 35 °C en solucién salina 0.9%

suplementada con antibiético antimicético (Huanca et al., 2014). Los ovarios
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pueden permanecer en solucién salina 0.9% a temperatura de 30 a 37°C hasta 8

horas sin llegar a afectar la calidad de los ovocitos (Gomez et al., 2013). Uno de

los medios mas comunes es el fosfato buffer salino y cloruro de sodio.

2.2.8.1 Buffer Fosfato Salino (PBS)

El tampon fosfato salino 0 buffer fosfato salino (conocido también por sus siglas

en inglés, PBS, de phosphate buffered saline), es una solucion tampon 0 buffer

empleada en la investigacion biologica, bioquimica y de inmunologia diagnostica.

Es una solucion acuosa y salina que contiene cloruro sodico, fosfato sodico,

cloruro de potasio y fosfato de potasio. Su osmolaridad y concentracién de iones

(Cl', Na+ y K+) es muy semejante a la del liquido extracelular de los mamiferos.

Mientras que los grupos fosfato mantienen el pH estable, la osmolaridad coincide

con la del cuerpo humano (isoténica). Se trata de una solucién isoténica, es decir,

la concentracién de soluto es igual dentro y fuera de la célula; no es toxica para

las células de los mamiferos, y su pH es de 7.4. La solucién salina amortiguada

por fosfatos (PBS) constituye una solucion amortiguadora dc pH. comimmente

empleada para procedimientos bioqufmicos. Su osmolaridad y concentracién de

iones (Cl'. Na�030y K�030)es muy semejante a la del liquido extracelular de los

mamiferos. Esta solucion se prepara a partir de cloruro de sodio, fosfato de sodio

y, en algunas formulaciones, con fosfato de potasio. Esta solucién es isoténica y

no-toxica para las células de los mamiferos. El PBS se emplea como vehiculo

neutro para células, ya que no modi}401cael per}401lde expresién y funcionamiento

celular normal (Genomica. 2016).
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Existe una gran variedad dc medios de cultivo (TCM�024l99),PBS, HAM�024Fl0,etc.,

que pueden utilizarse para recolectar oocitos, el més usado actualmente es el

Dulbecco's fosfato buffer saline (PBS). Este medio tiene la particularidad que su

buffer es fosfato lo que lo hace mas estable a los cambios de pl-l. Ademas, es un

medio de fécil preparacién, sus componentes son encontrados sin mayores

problemas en el comercio y son de relativo bajo costo. Com}401nmentese habla de

dos tipos de medios de cultivos. El medio de coleccién 0 de lavado (flushing) y el

medio de mantencién. La diferencia fundamental entre ambos radica en la

cantidad de proteina agregada, el primero posee 1 a 2% de proteina (suero fetal,

alb}402minabovina, etc.), en cambio el medio de mantencién posee 10 a 20% de

protelna y a veces se enriquece con glucosa (1 mg/mL) y piruvato de sodio (0.33

mM) [Del Campo, 1983].

2.2.8.2 Cloruro de sodio

Cloruro de sodio es un compuesto iénico formado por un catién sodio (Na*) y un

anién cloruro (Cl'). y, como tal, puede reaccionar para tener cualquiera de estos

dos iones. Como cualquier otro cloruro iénico soluble, precipita cloruros

insolubles cuando es agregado a una solucién de una sal metélica apropiada como

nitrato dc plata. El ién Nal es causante de la regulacién osmética celular

regulando el potencial de membrana expulsando el ién K�030.El suero }401siolégicoo

también conocido como solucién salina normal es una solucién cstéril dc cloruro

dc sodio al 0.9% (peso/volumen) CNaCl) [Reyes el al., 2016].

El cloruro dc sodio provee de suplementos electroliticos. El sodio es el principal

catién de| liquido extracelular y acnlla en el control de distribucién de agua.
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balance electrolitico y presién osmética de los fluidos corporales. El sodio

también se asocia a cloruro y bicarbonato en la regulacién de| balance acido-base.

El cloruro, el principal anién extracelular, sigue la disposicién }401siolégicadel

sodio y los cambios en el balance acido-base del organismo son re}402ejadospor

cambios de la concentracién sérica de cloruro (Fresenius, 2016).

2.2.9 Métodos de coleccibn de ovocitos

Ovarios de alpacas y llamas bene}401ciadasson una fuente adecuada para la

recuperacién de COCs, por la gran disponibilidad de ovocitos para la

investigacién en la estandarizacién de protocolos de maduracién y fecundacién in

vitro (Ruiz, 2008). La obtencién de ovocitos puede ser realizada de ovarios

procedentes dc mataderos o por aspiracién transvaginal (Huanca et al., 2007a).

Los ovocitos se liberan del foliculo por puncién y aspiracién con una aguja de 18

G. En hembras jévenes (I a 3 meses de edad), los foliculos son peque}401osy la

textura suave del ovario hace dificil seleccionar ovocitos por aspiracién folicular.

Por tanto. los ovocitos a partir de estos ovarios se obtienen rutinariamente por

corte de la super}401ciedel ovario, la recuperacién de un grupo de ovocitos con un

grado heterogéneo de crecimiento y atresia desde desconocidas etapas de

desarrollo del foliculo. En este caso, los ovocitos son seleccionados por el

diametro y la apariencia morfolégica de las células del c}401muloy ooplasma

(Paramio etal.. 2016).

Los ovocitos inmaduros pueden recuperarse de matadero de ovarios 0 de animales

vivos. Los ovarios de| matadero proporcionan una fuente abundante y barata
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obtencién de ovocitos que se pueden recuperar por aspiracién folicular, slicing, 0

diseccién del foliculo (De Souza-Fabian et al., 2014).

2.2.9.] Método de aspiracién

La aspiracién folicular se realiza de foliculos peque}401os(2 a 6 mm) se aspiran con

ayuda de agujas 21 G en jeringas de 5 mL (Ruiz et al., 2015). Se aspiran los

contenidos foliculares dc los foliculos (3 a 10 mm) con aguja de calibre 18 G

unida a una jeringa desechable (Nowshari. 2005).

Vasquez et al. (2015) utilizé para evaluar la cantidad y calidad de ovocitos

obtenidos de ovarios de alpacas y llamas, el método de aspiracién folicular, se

colectaron de foliculos de 2 mm de diémetro con aguja 20 G. En llamas y alpacas

puncionando foliculos de ovarios recuperados del camal, se aspiraron los COCs

de con ayuda dc unajeringa (Del Campo er al.. 1992).

2.2.9.2 Método de slicing

Es una técnica que consiste en realizar repetidos cones longitudinales y

transversales con un bisturf en la super}401ciedel ovario colocado sobre una placa

Petri (Manincz. 1992).

La recoleccién de ovocitos por corte consiste en realizar cl cone del ovario }401jado

con una pinza hemostatica y los cones se realizan en forma longitudinal y

transversal con un bisturi, realizando cones a 2 mm de distancia aproximadamente

sobre la placa Petri (Vasquez et al., 2015).
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La diseccién quir}402rgicade los foliculos del ovario se deposita en una placa Petri y

se }401jacon una pinza quir}402rgica,posteriormente con la ayuda del micro-escalpelo

la pared de cada foliculo visible se seccionada consiguiendo la expulsién del

contenido folicular (Quintana et al., 2012).

La discccién de la corteza ovarica se realiza con la ayuda de una hoja de bisturi y

luego se sumerge en la solucién dc lavado pre maduracién (Benavides er al.,

2015).

2.2.10 Medios de coleccién de ovocito

Medio de cultivo tisular (TCM-199)

El TCM-I99 es un medio de cultivo tisular (Tissue Culture Medium 199), que

esta compuesto por sales de Earles con bicarbonate, suplementado con piruvato,

Iactato, vitaminas, aminoacidos, purinas y proteinas (albumina bovina o suero)

[Ahumada, 2009].

Muchos medios de cultivo de tejidos temprano se fonnularon predominantemente

de productos de Origen animal y/o extractos de tejidos. En 1950, Morgan y sus

colaboradores informaron de sus esfuerzos para producir una fuente nutricional

totalmente dc}401nidopara cultivos celulares. Sus experimentos, llevados a cabo con

varias combinaciones de vitaminas, am inoa'cidos, y otros factores revelaron que el

crecimiento del tejido explantado podria medirse en lo que se conoce como

Medium 199. Sin embargo, se encontré que la adicién de un cultivo a largo plazo

de las células requiere suplemento de suero para el }402uidode cultivo. Cuando

complementado adecuadamente, Medium 199 tiene una amplia aplicabilidad
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especies. en particular para el cultivo de células no transformadas. Es

ampliamente utilizado en virologia, produccién de vacunas y en el cultivo in virro

de explantes primarios de los tejidos epiteliales del cristalino y de rata de pancreas

dc raton (Sigma-Aldrich. 20l6).

2.2.11 Cantidad de ovocitos

La cantidad de ovocitos se re}401ere,al n}402merode ovocitos recuperados de los

foliculos ovaricos, por cualquiera de los métodos existentes. Los métodos mas

comunes en camélidos sudamericanos para obtencién de ovocitos son el corte

(diseccién) y aspiracion (puncion) folicular (Del Campo et al., 1992; Ruiz et al.,

2007).

La disponibilidad dc ovocitos es la principal limitante, sobretodo en CSA, por la

lejania de los centros de crianza y por el bajo n}401merode camales para el bene}401cio

de estas especies, los mataderos no siempre se encuentran cerca a los laboratorios

(Huanca el al., 2007a; Ruiz, 2009). Esta realidad di}401cultala implementacion de

lineas de investigacién en la produccién in vitro de embriones (Ruiz, 2009).

2.2.12 Calidad de ovocitos

Sobre la calidad de ovocitos los embriélogos coinciden en que el principal desa}401o

en la tecnologia dc embriones in vitro, sigue siendo el uso de ovocitos con

competencia optima. Dependera de la calidad de ovocito y su posterior capacidad

para completar la maduracién citoplasmica y nuclear, y producir un embrion

viable y saludable. La competencia de desarrollo de los ovocitos es adquirida
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progrcsivamente, alcanzando los foliculos al tama}401oméximo (Gandol}402et al.,

2005).

Los ovocitos son clasi}401cadosseg}401ncl numero dc capas dc células del cumulus y

el aspecto del citoplasma: categorla l - COC con 2 5 capas de células de| cumulus

compactos y citoplasma homogéneo; categoria 2 - COC con 2 a 4 capas

compactas de células del cumulo, y citoplasma homogéneo; categoria 3 - 3 I capa

dc células de la granulosa o parcialmente desnudado. y citoplasma vacuolado; y

categoria 4 - ovocitos denudados y citoplasma granular (De Loos et al., 1989).

2.3. Bases conceptuales

Ovario: El ovario (lat. ovum, huevo; gr. ooforon) es la génada u érgano

reproductor femenino productor y secretor de hormonas sexuales y évulos

(Wikipedia. 2017).

El ovario de la alpaca tiene las dimensiones siguientes: largo, l.6 i 0.3 cm y

ancho, 1.1 at 0.2 cm. Cuando los foliculos alcanzan un diémetro mayor a 4 mm.

asi como el cuerpo luteo, éstos se proyectan sobre la super}401ciedel ovario en

forma muy promincnte y son fécilmente idcnti}401cables.Foliculos entre 5 y 12 mm

son considerados normales, mientras que estructuras mayores se consideran

patolégicas (Sumar, 2007).

Foliculo: Es el que se fonna en los ovarios de los mamiferos y aisla unos évulos

de otros (RAE, 2016). El foliculo ovérico, es una acumulacién dc células

haploides que se encuentran en el interior del ovario (De Loos et al., I989).

I6

 
cc Repositorio Institucional – UNAMBA - PERÚ  



Ovocito: Ovulo en diferenciacién (RAE, 2016). Un oocito u ovocito, es un

gametocito hembra 0 célula genninal que participa en la reproduccién. En otras

palabras, es un precursor inmaduro de| évulo, 0 célula huevo. El ovocito se

produce en el ovario del embrién durante la gametogénesis femenina (Huanca et

al., 2007a).

Colecciénz Acumulacién de una sustancia orgénica (RAE, 2016). Coleccién es

un término que procede del vocablo Iatino collectio y que hace mencién al

conjunto de cosas de una misma clase que se reL'Inen por su valor o por el interés

que despiertan (De}401nicién,2017).

Calidad: Propiedad o conjunto de propiedades inherentes a algo, que permiten

juzgar su valor (RAE, 2016). El primer paso que se hace necesario llevar a cabo

para poder detenninar la esencia del concepto calidad es establecer su origen

etimolégico, se encuentra en la palabra latina qualitas, la cual a su vez procede de|

griego y més en concreto del término Irozééqg (De}401nicién,2017).
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III. MATERIAL Y METODOS

3.]. Localizacién

El estudio de la evaluacién ovocitaria, se realizé en el Laboratorio de

Reproduccién Animal de la Universidad Nacional San Cristébal de Huamanga,

ubicado en el distrito de Ayacucho, provincia de Huamanga del departamento de

Ayacucho, Pen]. Localizado a 13° 08�03140�035Latitud Sur y 74° 13�03125" Longitud

Oeste, y estzi a 2880 In de altitud. Los ovarios de las alpacas, fueron recuperados

del Camal Municipal de Huancavelica, ubicado en el distrito, provincia y

departamento de Huancavelica, localizado a 1 1° 59' I0" Latitud Sur y 74° 34' 40"

Longitud Oeste, se encuentra a 3678 m de altitud (Google Earth, 2017). Se

realizé dentro de| mes dejulio de 2017.

3.2. Dise}402oexperimental

Se usé dos medios de transporte de ovarios: fosfato buffer saline (PBS), NaCl al

0.9%; dos medios de coleccién de ovocitos: medio de cultivo tisular (TCM - I99),

PBS; dos métodos de recuperacién de ovocitos: aspiracién folicular y slicing.

Distribuidos en ocho grupos en un diseno completamente al azar con arreglo

factorial 2A x 2B x 2C (A = medios de transporte; B = medios de colecciéng C =

métodos de recuperacién).
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3.3. Coleccién y trausporte de ovarios

a) Coleccién de ovarios

Los ovarios fueron colectados (n = 160) de alpacas adultas postmortem

bene}401ciadasen el Camal Municipal de Huancavelica, dentro de los I5 min de

bene}401cio.El ovario se scparé, mediante un corte, de la bolsa ovérica, fueron

colocados en bolsas de polietileno en medios dc transporte.

b) Transporte de ovarios

Los ovarios fueron transportados en dos medios de transporte PBS 0 NaCl, cada

uno en 500 mL de medio, dentro de la caja de poliestireno, donde se mantuvieron

a una temperatura de 30 a 36 °C (la temperatura se conservé colocando agua

atemperada en bolsas de polietileno, monitoreadas con termémetro digital durante

el transporte). el tiempo dc transporte fue aproximadamente 6 h hasta el arribo al

laboratorio para su posterior evaluacién.

3.4. Recuperacién de ovocitos

La recuperacion de ovocitos de los ovarios de las alpacas bene}401ciadasse realizé

por dos métodos:

a) Por método de aspiracién

Los ovarios fueron lavados dos veces con cloruro de sodio al 0.9%, para eliminar

restos dc sangre, en vasos precipitados de 500 mL. Se mantuvo los materiales

biolégicos en todo el proceso a temperatura de 36 °C sobre una platina

atemperada. Se sujeto los ovarios con papel toalla para puncionar y aspirar
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ovocitos de foliculos visibles, entre a 2 a 6 mm de diémetro. de la super}401cie

ovairica con ayuda de una aguja de 18 G x L5" adosado a una jeringa de 10 mL,

donde contenia 1 mL dc PBS 0 TCM. Se aspiré de ambos grupos de ovarios con

medios de transporte NaCl 0 PBS. El contenido folicular aspirado se colocé a

tubos cénicos de 45 mL, para sedimentar por 15 min. luego se aspiré el sedimento

con pipeta Pasteur hacia las placas Petri de 10 x 30 mm de diémetro para su

evaluacién posterior.

b) Por método de slicing

Luego de ser lavado los ovarios y mantenidos a temperatura constante, como se

describié anteriormente. Se colocé cl ovario en placa Petri de vidrio (I4 x 93 mm)

que contenia 2mL de PBS 0 TCM (como medios de coleccién), se sujeto con

pinza el ovario y se realizé los cones longitudinales y transversales a distancias de

2 mm aproximadamente por los lados de la pared ovérica donde se ubica la

corteza ovérica, luego se embebié con el medio de coleccién y se realizé el lavado

con el mismo medio. El contenido de la placa Petri se trans}401riéa otra placa de 10

x 30 mm dejando reposar por 15 min hasta su evaluacién posterior.

3.5. Evaluacién de ovocitos

Previa a la evaluacién los ovocitos, para separar de los detritos, fueron

transferidos de una placa a otra hasta tres veces. estas placas contenian los

mismos medios de coleccion. La calidad de los ovocitos se evalué de acuerdo a la

clasi}401caciénmorfolégica descrito por De Loos et al. (1989); los ovocitos fueron

categorizados segun el numero dc capas dc células de| cumulus y el aspecto del

citoplasma, categoria I: COC con 2 5 capas dc células de| cumulus compactos y
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citoplasma homogéneo; categoria 2: COC con 2 a 4 capas compactas de células

de| climulo, y citoplasma homogéneo; categoria 3: S I capa de células de la

granulosa o parcialmente denudado, y citoplasma vacuolado; y categoria 4:

ovocitos denudados y citoplasma granular.

3.6. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizé el sistema SAS (Statistical Analixys System)

version 9.4. Las variables de respuesta al principio se comprobaron la nonnalidad

y homogeneidad de varianzas mediante la prueba Shapiro-Wilk a través del

procedimiento UNIVARIATE, luego se utilizo el procedimiento GLM (modelo

lineal general) para realizar el analisis de varianza bajo cl dise}401ocompletamente

al azar, con arreglo factorial 2A x 2B x 2C, donde A es el factor medio de

transporte de ovarios con dos niveles: PBS y NaCl; B es el factor método de

recuperacién dc ovocitos con dos niveles: aspiracién y slicing; C es el factor

medio de coleccién dc ovocitos con dos niveles: PBS y TCM. Se considero que

hay diferencia estadistica entre grupos dc tratamiento, cuando resulte P 5 0.05. El

modelo estadistico fue:

Y= p. +A+B +C+AB+AC+BC+ABC+e

Donde:

Y = Es la cantidad o calidad de ovocitos recuperados.

pzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA= Es Ia constante. media de las observacioncs.

A = Es el efecto del factor medio de transporte con dos niveles: PBS y NaCL.

B = Es el efecto del factor medio de coleccién con dos niveles: PBS y TCM.

C = Es el efecto del factor método dc recuperacién con dos niveles:

aspiracién _v slicing.
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AB = Es el efecto de la interaccién de los factores A y B

ACzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA= Es el efecto dc la interaccién dc los factores A y C.

BC = Es el efecto de la interaccién de los factores B y C.

ABC = Es el efecto de las interacciones de los factores A por B y por C.

e = Es el efecto del en'or experimental, que esta�031:distribuido como a DNI (0 ,

o'2e).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.]. Ovocitos recuperados

Los resultados se muestran en el Cuadro 1. Se recuperé mayor (P < 0.05) cantidad

de ovocitos con el método slicing. E1 medio de transporte de ovarios PBS y NaC1,

medio de coleccién PBS y TCM de ovocitos no afectaron (P > 0.05) 13 cantidad

de ovocitos recuperados. Emre medio de transporte, medio dc coleccién ymétodo

de recuperacién no hubo (P > 0.05) interaccién para la cantidad de ovocitos

recuperados.

Los resultados encontrados en esta investigacién, promedio i desviacién esténdar.

para ovocitos recuperados por ovario por el método dc aspiracién fue 5.0 :h 0.4:

por slicing 10.5 :1: 0.5; son similares a los reportes dc Vasquez el al. (2015)

quienes se}401alanen promedio de ovocitos por ovario. colectados por los métodos

de aspiracién 4.50 i 2.06; por corte folicular 10.0 i 7.01. Otros estudios muestran

resultados con valores altos y bajos, Benavides et al. (2015) reportan por método

de aspiracién 7.42 :1: 4.67; por discccién 14.45 i 4.38 dc ovocitos colectados por

ovario. Gomez et al. (2013) encontraron por aspiracién folicular 3.21 at 1.19; por

slicing folicular 3.77 i 1.25; por diseccién-ruptura folicular 4.08 :t 1.15 ovocitos

colectados por ovario. Mamani (2015) repom�031)un numero promedio de 2.5 COC

viables recuperados de cada ovario; Ruiz et al. (2007) 2.2 COC por ovario de
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alpaca. Los resultados de este estudio se encuentran dentro de los valores

reponados en otras investigaciones.

Hay varios factores que afectarian la cantidad de los ovocitos colectados. Uno de

los mas importantes seria cl estado de la onda folicular, que estaria relacionado

con la nutricién. La época en que se colectb los ovocitos. pertenece a época seca,

donde la disponibilidad dc alimentos para las alpacas es limitada. Dupont et al.

(ZOI4) se}401alanque en los rumiantes como en otros mamiferos, las alteraciones de

la energia y el metabolismo de proteinas relacionados con las variaciones en la

dicta pueden afectar las funciones reproductivas a diferentes niveles en el eje

gonadotrépico. Los factores que in}402uyenson los nutrientes (acidos grasos,

glucosa y aminoécidos) y las se}402aleshormonales de diversos tejidos periféricos

(insulina (pancreas), IGF-I (higado), honnona del crecimiento (pituitaria),

honnonas tiroideas (T3 / 4) y adipocinas (adiposo tejido) tal como Ieptina,

adiponectina y resistina).

Dentro de| foliculo. la glucosa puede ser metabolizada por cuatro diferentes vias:

(i) por glicélisis para producir ATP y piruvato o lactato; (ii) por la via de pentosa

fosfato para proporcionar precursores para la sintesis de nucleétidos dc purina y

NADPH para diversas vias biosintéticas incluyendo defensa antioxidante; (iii) por

la hexosamina biosintética para proporcionar sustratos para la glicosilacién dc

proteinas y la sintesis del acido hialurénico requerida para el c}401muloexpansiéng y

(iv) por la via del poliol que produce sorbitol y la fructosa cuyos papeles en la

funcién folicular permanecen en gran parte desconocido (Collado-Femandez et

al., 2013).
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Cuadro l. Ovocitos recuperados (media i desviacién esténdar) del ovario de

alpacas Huacaya postmortem, seg}401nmedio de transporte, medio de coleccién y

método de recuperacién.

mam dc Métoda da Medio do �034:i:':::�030 Ovocitos por
xnmpone recuperadén colecdén (n) cokcndu ovnrio

PBS Asplridbn PBS 20 99 5.0 2 0.6 -

TCM 20 105 5.3 2 0.5 I

Slicing PBS 20 213 10.7 1 as a

TCM 20 217 10.9 X 0.5 5

NaCI Asplradén PBS 20 98 4.9 2 0.5 .

TCM 20 96 4.3 x 051 -

Slldns PBS 20 203 10.2 2 o.z o

TCM 20 209 10.5 1 0.8 I

Letras de superindice distintas dentro de la misma columna expresan diferencias (P <

0.05)

4.2. Cantidad de ovocitos colectados seg}402ncalidad

Los resultados se muestran en el Cuadro 2. Se colecté mayor (P < 0.05) cantidad

de ovocitos de calidad 1, 2, 3 y 4 con el método dc slicing que aspiracién

folicular. Se colectaron mayor cantidad dc ovocitos de calidad 1 y 2: 270.0

(67.8%) con el método de aspiracién; 553.0 (65.7%) con el método slicing

respecto a las otras calidades 3 y 4; estos ovocitos serian aptos para la maduracién

y fertilizacién in vitro de ovocitos. E] medio de transporte dc ovarios PBS y NaCl,

medio de coleccién PBS y TCM de ovocitos no afectaron (P > 0.05) la calidad de

ovocitos colectados. No hubo (P > 0.05) interaccién entre medio de transporte,

medio de coleccién y método de recuperacién para la cantidad de ovocitos

colectados seg}401ncalidad.
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Cuadro 2. Efecto del método dc recuperacién sobre la cantidad de ovocitos del

ovario segun calidad, en Alpacas Huacaya.

Calidad Método de recuperaclén de ovocitos

de %�024�024~�024�024�024�024�024�024�024�024%

ovoclto Aspiradén (n = 80 ovarios) Slldng (n = 30 ovarios)

Cantldud 96 Cantidad �030)6

1 109 I 27.4 226 D 26.8

2 161 I 40.5 327 D 38.8

3 51 a 12.8 106 I: 12.6

�030 77 I 19.3 183 b 21.7

Tntal 393 342

Letras de superindice distintas dentro de la misma }401laexpresan diferencias (P < 0.05)

Estos resultados son similares a los reportados por Gomez et al. (2013) que

recuperaron 63.2. 67.9 y 72.4% de complejos ovocitos cumulus de calidad 1 y 11,

con métodos de aspiracién folicular. slicing de ovarios y d1seccién�024ruptura

folicular. En otro estudio Benavides et al. (2012) colectaron ovocitos por el

método dc aspiraciénz 17.5, 63.41 y 19.07% (calidad A, B, C, seleccionados de

722 ovocitos); por el método de disecciénz 18.46, 56.34 y 25.17% (calidad A, B,

C, selcccionados de 1 I34 ovocitos). Los ovocitos colectados dc calidad 2, son que

se recuperaron en mayor cantidad; sin embargo, Vasquez er al. (2015) reportaron

40.0; 31.1; 8.9; 20.0% de ovocitos colectados por el método dc aspiracién; 30.0,

31.0. 23.5; 15.5% por el método de cone correspondientes a la calidad 1, 11, 111, IV

respectivamente.

Trasorras er al. (2013) se}401alaque no se conoce si estos foliculos recuperados,

considerados pre-ovulatorios, estén en fase de crecimiento o regresién, lo que
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afectaria la calidad de los ovocitos. La mayor cantidad dc ovocitos colectados por

método de corte, podria ocurrir porque se estaria recuperando ovocitos de la

corteza ovérica, incluyendo los ovocitos inmaduros cuyo antro afm no es visible

extemamente, mientras por aspiracién se realiza de foliculos entre 2 a 6 mm de

diémetro visibles a la aspiracion. La relativa mayor cantidad de ovocitos segun

calidad correspondientc a la calidad 2, podria ser entre otros factores por el

desarrollo folicular y ovocitario que estaria relacionado con los factores

intraovéricos, relacionados con la bioquimica nutricional y }401siologica,que

dependeria fundamentalmente de la disponibilidad de alimentos. El periodo donde

las alpacas estuvieron alimenténdose corresponde a la época seca, donde |os

alimentos son precarios en su calidad nutritiva.

La nutricion influye en el desarrollo folicular ovérico en rumiantes. posiblemente

por cambios en las hormonas metabélicas y también por efectos directos de

determinados nutrientes en el ovario. Las hormonas metabélicas que parecen tener

importantes funciones establecidas en estos procesos se incluyen a la insulina. la

leptina y factor de crecimiento tipo insulinoide. hom1ona de crecimiento,

hormonas tiroideas (T3/4), ghrelina, apelina, adipocinas, adiponectina y resistina.

Hay evidencia de que la cadena larga dietética n - 3 de los écidos grasos

poliinsaturados (PUFAS) pueden actuar como reguladores especi}401cos

reproductivos. Los mecanismos moleculares de la accién de estos PUFAS aim son

desconocidos en los rumiantes. Sin embargo, los PUFAS podrian mediar su accion

a través de la activacion de receptor de peroxisoma�024proIiferador-activadogamma

(PPARy) y / o la proteina cinasa activada por AMP (AMPK) modulando la

concentracién plasmética de algunas adipocinas tales como adiponectina o
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resistina. La AMPK parece ser una se}401alclave que regula la cantidad de energia

requerida en el crecimiento de foliculos, ovocitos y embriones (Dupont et al.,

2014).
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

a) CONCLUSIONES

Se obtuvo mayor cantidad dc ovocitos recuperados mediante el método de slicing

que por método de aspiracién; el medio de transporte dc ovarios PBS 0 NaCl,

medio de coleccién PBS 0 TCM de ovocitos no afectaron dicha cantidad.

Se recuperé mayor cantidad dc ovocitos seg}401ncalidad, I a 4, utilizando el

método dc slicing en contraste con el método de aspiracién. La cantidad dc

ovocitos seg}401ncalidad no fue afectada por medios dc transpone de ovarios PBS 0

NaCl, tampoco por medios de coleccién PBS 0 TCM.

Se obtuvieron mayor porcentaje dc ovocitos de categoria 1 y 2 con ambos

métodos de recuperacion de ovocitos, slicing y aspiracién folicular, los que

servirian para maduracién y fertilizacion in vitro de ovocitos.

Los medios TCM 0 PBS tienen efectos similares sobre la cantidad y calidad de

ovocitos recuperados; sin embargo, podria tener efectos importantes para los

siguientes procesos de maduracién y fertilizacién in vitro de ovocitos dc alpacas.
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b) RECOMENDACIONES

Realizar estudios con diferentes medios de transporte de ovarios y de coleccién,

para observar los efectos sobre la maduracibn y fertilizacién in vitro de ovocitos

dc alpacas.

Orientar investigaciones basadas en medios dc coleccién de ovocitos, para

mantener la mejor calidad ovocitaria para procesos dc maduracién, fertilizacién y

cultivo de embriones in vitro.

Continuar estudios sobre los factores que mejorarian el mantenimiento de

ovocitos competentes, hasta lograr crias de alpacas producidas a partir de

fertilizacién in vitro.
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Figura 1. Recoleccién de ovarios en el Camal Municipal de Huancavelica.
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Figura 2. Cajas de poliestireno rotuladas para los dos medios dc transporte de

ovarios.
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Figura 4. Medios de coleccién (TCM 0 PBS) de ovocitos, mantenidos en ba}401o

Maria.
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Figura 7. Frascos rotulados seg}401nmedics de coleccién de ovocitos. medios de

transports y métodos dc recupcracién ovocitaria.
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Figura 8. Aspiracién del sedimento folicular seg}401nlos tratamientos.
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Figura 9. Evaluacién estereomicroscépica dc |os ovocitos dc alpaca.
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Figura I0. Ovocims recuperados pura su posterior evaIuaci(>n.
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Figura 11. Ovocito dc calidad I. SC observa mayor dc tres capas dc granulosa.
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Cuadro 3. Base de datos (TRANS = Medio dc transporte; RECUPzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA= Método dc

recuperaclén; COLEC = medio de colecclén; REP = repeucuén; CAL = Cahdad

de OVOCIIO; OV0 = cantidad de OVOCIIOS recuperados).

TRAIVS RECIJ? CSLEC OWE? (ILL 3\I<)

93$ ASI�031935 1 1 17

935 AS? 235 1 2 20

935 ASI�03193$ 1 3 6

935 AS? 935 1 6 11

935 AS? 235 2 1 12

935 AS? 935 2 2 22

P35 ASI�031P35 2 3 4

935 AS? 93$ 2 4 7

935 A59 'I'CI\II 1 1 14

235 ASI�031TCIIVI 1 2 20

935 AS? TCIVI 1 3 10

935 ASP �030l"Cl\Il 1 48 12

PBS ASP T('.2I'\II 2 1 12

P35 �030XS?TCBII 2 2 23

PBS AS? TCINII 2 3 S

935 AS? 'I'(:l\l'I 2 4 3

935 SLIC PBS 1 1 27

?3S SLIC 93$ 1 2 44

935 SLIC PBS 1 3 15

235 SLIC P35 1 4 25

935 SLIC 935 2 1 26

P35 SLIC P35 2 2 42

935 SLIC 93$ 2 3 11

935 SLIC 93$ 2 4 23

P35 SLIC �030I�031Cl\}402I. 1 26

935 SLI(: 'r<:I\II 1 2 43

735 SLICI TCB/I 1 3 �030.3

F35 SLIC �030TCIVI 1 4 23

235 SLIC T<:U\/I 2 1 30

P35 SLIC TCIIVI 2 2 44

935 SLIC TCIVI 2 3 13

935 SLIC �030I�031<:l\lI2 4 25

I\l3Cl AS? 935 1 1 9

l}402acl ASP 93$ 1 2 14

l\I5<:.' AS? 935 1 3 9

IKIJCI 4359 935 1 4 13

IVIOCI ASI�03193$ 2 J. 17

INJCI AS? 935 2 2 20

UUJCI 1&5? 23$ 2 3 7

l}401acl AS? 935 2 4 9

l\l3(:I QSF�030T(:l\/I 1 1 13

IQOCI AS? TCBII 1 2 24

IVQCI AS? TCRII 1 3 5

XQCZI ASI�031�030I'(:|'\fI 1 Q 7

l\l¢(:l AS? TCIVI 2 1 15

BICCI ASP TCl\/I 2 2 13

XQCI AS? TCZIVI 2 3 5

IVQCI 1859 TCl\/I Z 4 9

INIJCI SLIC >35 1 1 32

IQSCI SLIC 935 1 2 43C)

l\Ia<:I $LI<: I335 1 3 13

MIC. SI_I(: $35 1 4 I3

IVIGCI SLIC 23$ 2 1 27

l\laCl SLIC 935 2 2 37

BIECI SLIC 735 2 3 14

BIQCI SLIC 935 2 4 22

I\IaCI SLIC. TCRII 1 1 3°

l\laCl SLIC TCRII 1 2 40

XQKZI SLIC 'I'(:l\/I 1 3 15

BISCI SLIC YCINII 1 4 24

I\la<.�030.I SLIC TCIWI 2 1 23

INIZCI SLIC �030TCIVI 2 2 37

INIBCI SLIC TCIVI 2 3 11

RIQCI SLIC TCBJ 2 3 23

44

 
cc Repositorio Institucional – UNAMBA - PERÚ  


