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INTRODUCCION

Los bovinos criollos tienen importancia econémica familiar y aportan en la seguridad
alimentaria basicamente de los pobladores rurales del Pert. Sin embargo, su baja
productividad, cruzas mal planificadas con razas exdticas, estan ocasionando su erosion
genética (1). La conservacion de la biodiversidad del ganado bovino Criollo es incipiente, en
ganado criollo no existen programas de mejoramiento en el Per(, proceso que requiere
muchos afos; una herramienta disponible para acortar estos tiempos es el uso de produccion
de embriones in vitro, que comprende la maduracion de ovocitos, fecundacion de ovocitos

maduros y cultivo in vitro de embriones (2).

La mala calidad de ovocitos afecta la fecundacion, sea in vitro o in vivo, esta es dependiente
del factor nutricional. Cuando se limita por largo tiempo la energia en la dieta, disminuye el
peso y condicidn corporal, en consecuencia, la ciclicidad estral es afectada por efecto de la
reduccion de sintesis de LH, factor liberador de insulina tipo | y de glucosa, por otro lado,
aumenta los niveles plasméaticos de la hormona de crecimiento y acidos grasos no
esterificados (3). En vacas, la disminucion o aumento de peso se manifestara en la alteracion
de la condicion corporal (4). Las consecuencias del desbalance energético y su efecto de
disminucion de condicién corporal, modifica notablemente el metabolismo, funcién

endocrina, desarrollo folicular, con repercusiones en la actividad ovarica (3).

Las vacas criollas dentro de su variabilidad genética, pese a su limitada disponibilidad
alimentaria, tienen buena respuesta reproductiva, se puede utilizar para programas de
mejoramiento genético y conservacion de la biodiversidad de ganado Criollo, a través de
produccion de embriones in vitro. Para hacer uso de esta tecnologia, se requiere realizar
estudios basicos de las primeras etapas de esta biotecnologia, como es la obtencion de
ovocitos, evaluacion del estado nuclear y otras asociando con la condicién corporal. Por estas
consideraciones, se plante6 el presente estudio con el objetivo de evaluar la calidad y el
estado nuclear de ovocitos aspirados, segun, condicion corporal en vacas criollas faenadas

en matadero.
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RESUMEN

Con el objetivo de evaluar la cantidad, calidad y el estado nuclear de ovocitos aspirados de
ovarios de acuerdo a condicion corporal en vacas criollas faenadas en el matadero. La
condicion corporal (CC) de las vacas se considerd en escala 1 a 5 (1 = emaciada, 5 = obesa)
con valores intermedios de 0.5, formandose grupos: CC baja (< 1.5), CC moderada (2 a 2.5),
CC alta (>3). Se obtuvieron 212 ovarios de vacas criollas del Matadero Municipal de
Abancay, se transportaron con NaCl 0.9% al Laboratorio, luego los ovocitos se recuperaron
mediante aspiracion folicular. Los ovocitos se clasificaron en tipos A, B y C; se considero
ovocitos viables (aptos para maduracion in vitro) a los A y B, los que fueron seleccionados
para evaluar el estado nuclear, vesicula germinal intacta (GV) y vesicula germinal rota
(GVBD); estos ovocitos, a 30 min post recuperados, fueron colocados con etanol - &cido
acético (3:1) por 24 h, luego fueron tefiidos con Lacmoid al 2%. El analisis estadistico, para
medir el grado de asociacion entre variables se utilizd la correlacién no paramétrica de
Spearman, luego, el andlisis de varianza no paramétrica de Kruskal-Wallis. El nimero de
ovocitos recuperados por ovario entre condicion corporal baja, moderada y alta de las vacas
fueron similares (P > 0.05). Se encontr6 mayor promedio de ovocitos viables de categoria A
y B por ovario para la condicion corporal alta seguida de moderada y baja (P < 0.05). Se
encontraron asociacién positiva moderada (P = 0.001) entre CC y calidad de ovocitos tipo A;
asociacion positiva muy baja (P = 0.018) entre CC y ovocitos tipo B; asociacion negativa
muy baja (P = 0.016) entre CC y ovocitos tipo C. Se obtuvo mayor (P < 0.05) cantidad de
ovocitos tipo A y B con la CC moderada y alta; se encontré mayor (P < 0.05) cantidad de
ovocitos tipo C en vacas de CC baja. No se encontr6 asociacion (P = 0.073) entre CC y
ovocitos con GV intacta tampoco (P = 0.737) ovocitos con GVBD. La CC no influyé (P >
0.05) sobre el estado nuclear del ovocito GV y GVBD. Se concluye, que la CC se asocia y
afecta sobre la calidad de ovocitos de tipo A, By C, mientras el estado nuclear GV y VGBD

no es influido por la CC de las vacas criollas del matadero.

Palabras Clave: Oocito, categoria, nuclear, bovino.

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



-3de66 -

ABSTRACT

With the objective of evaluate the quantity, quality and nuclear status of aspirated oocytes of
ovaries according to body condition in Creole cows slaughtered in the slaughterhouse. The
body condition (CC) of the cows was considered in scale 1 to 5 (1 = emaciated, 5 = obese)
with intermediate values of 0.5, was formed groups: low CC (< 1.5), moderate CC (2 to 2.5),
CC high (>3). Were obtained 212 ovaries of Creole cows from the Municipal Slaughterhouse
of Abancay, they were transported with 0.9% NaCl to the Laboratory, then the oocytes were
recovered by aspiration. The oocytes were classified into types A, B and C; A and B were
considered viable oocytes (suitable for in vitro maturation), which were selected to assess
nuclear status, germinal vesicle (GV) and vesicle break down (GVBD); these oocytes, 30
min post recovered, were placed with ethanol - acetic acid (3: 1) for 24 h, then they were
stained with 2% Lacmoid. Statistical analysis, to measure the degree of association between
variables, Spearman's non-parametric correlation was used, then the Kruskal-Wallis non-
parametric variance analysis. The number of oocytes recovered per ovary between low,
moderate and high body condition of the cows were similar (P > 0.05). A higher average of
viable oocytes of category A and B per ovary was found for high body condition followed
by moderate and low (P < 0.05). Was found a moderate positive association (P = 0.001)
between CC and quality of type A oocytes; very low positive association (P = 0.018) between
CC and type B oocytes; very low negative association (P = 0.016) between CC and type C
oocytes. It was obtained higher (P <0.05) of type A and B oocytes is obtained with moderate
and high CC; He was found higher (P < 0.05) of type C oocytes in cows of low CC.
Association was not found (P = 0.073) between CC and oocytes with intact GV either (P =
0.737) oocytes with GVBD. The CC did not influence (P > 0.05) on the nuclear state of the
GV and GVBD oocyte. In conclusion, the CC is associated and affects the quality of oocytes
of type A, B and C, while the nuclear state GV and VGBD is not influenced by the CC of the

Creole cows of the slaughterhouse.

Keywords: Oocyte, category, nuclear, bovine.
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CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Descripcion del problema

Los bovinos criollos, bajo la diversidad de condiciones ambientales de crianza,
caracterizado por su rusticidad, sobriedad, multipropdsito, facilidad de parto y alta
capacidad maternal, son los que predominan; sin embargo, su baja productividad de
este animal estd ocasionando la erosion geneética, fundamentalmente por cruzas mal
planificadas con razas exoéticas (5); se suma a este escenario la inexistencia de
programas de conservacion de biodiversidad genética del bovino Criollo. Una
herramienta disponible para acortar tiempos para obtener progenie de generaciones
bovinas, es la produccion de embriones in vitro; sin embargo, esta ain no esta siendo
utilizada en ganado Criollo. En general, esta biotecnologia todavia poco eficiente con
gestaciones bovinas entre 30 a 40% (6). Por otro lado, las vacas criollas presentan baja

eficiencia reproductiva, siendo la edad al primer parto 35.7 meses (5).

Varios factores afectan la produccion de embriones in vitro, siendo la mas importante
la nutricion. El nivel nutricional esta asociado a la dieta ingerida, peso del animal y la
condicion corporal (7). Una condicién corporal baja limita el reinicio de la actividad
ovarica, cuyo mecanismo de utilizacién de la glucosa disponible, entre la produccion
de leche y/o la reposicién de tejidos es aun poco claro (8). En vacas, toda pérdida o
ganancia de peso se reflejard en una variacion de la condicion corporal (4). Las
consecuencias del desbalance energético, la reduccién de condicién corporal, modifica
la esteroidogenesis, el desarrollo folicular, con efectos negativos sobre la actividad de
los ovarios (3). Si el desarrollo folicular es alterado, entonces los ovocitos también
sufririan las consecuencias, afectandose bésicamente la calidad de ovocitos,
considerando que los niveles de nutrientes tienen relacion con la condicion corporal

del animal.
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Existen estudios sobre ovocitos en proceso de produccion in vitro de embriones en

bovinos; sin embargo, todavia los estudios son insuficientes asociando la condicion

corporal con la calidad y estado nuclear de ovocitos; es por estas consideraciones se

planted el presente estudio con el objetivo de evaluar la cantidad, calidad y el estado

nuclear de ovocitos aspirados segun condicién corporal en vacas criollas faenadas en

el matadero.

Enunciado del problema

1.2.1

1.2.2

1.2.3

Problema general

¢Como afecta la condicién corporal en la cantidad, calidad y desarrollo
nuclear de ovocitos aspirados de vacas criollas faenadas en el Matadero

Municipal de Abancay?

Problemas especificos

e ;Como afecta la condicion corporal en la cantidad de ovocitos aspirados de
foliculos ovéricos de vacas criollas del matadero?

e ;Cual es la relacion de la condicidn corporal sobre la calidad los ovocitos
aspirados de vacas criollas del matadero?

e Como se relaciona la condicion corporal con el estado nuclear de ovocitos

de vacas criollas del matadero?

Justificacion de la investigacion

La biodiversidad ganadera es esencial para asegurar la seguridad alimentaria
y la vida tradicional. La formacion de reservas genéticas de razas en peligro
de extincidn esta en crecimiento, por ello, existen esfuerzos por evitar la
pérdida total del potencial genético a través del uso de la biotecnologia
reproductiva (9). El ganado bovino Criollo representa una biodiversidad
importante en el ecosistema del mundo. Este evolucion6 naturalmente
consumiendo alimentos de baja calidad, los criollos no son tan productivos,
pero son fértiles y resistentes, sobreviven en tiempos donde el clima se vuelve
extremo (10). Hay necesidad de conservar y mejorar el ganado bovino Criollo,

a través de bancos de germoplasma que permitan la conservacion (5).
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La tecnologia de produccion de embriones in vitro, es una de las herramientas
que permite acortar los tiempos de generaciones, ademas de otras, tiene la
ventaja de utilizar el material genético seleccionado orientados a mejorar o
conservar la especie animal. Esta biotecnologia reproductiva es una
herramienta en los programas de mejoramiento genético del ganado, que
favorece los sistemas ganaderos en el avance del mejoramiento genético (11).
En general, comprende: obtencion de ovocitos, seleccion de los ovocitos,
maduracion in vitro, fecundacién in vitro y cultivo de los cigotos hasta
blastocistos (6). La calidad del ovocito es determinante en desarrollo de
embriones. Es afectado por varios factores, entre uno de los mas importantes
viene a ser la nutricion del animal, siendo una forma observable del grado de
nutricion la condicion corporal. El estado nutricional del animal, expresado en
condicién corporal, es esencial para la funcién reproductiva normal (12). Los
efectos del nivel de alimentacién en la calidad de ovocitos dependen de la
condicion corporal del animal; alto nivel de alimentacién mejora el desarrollo
posfertilizacién en los animales en condiciones corporales bajas, pero reduce

este en animales en buenas condiciones corporales (13).

Al no existir informacion suficiente sobre relacion de la condicion corporal de
vacas criollas en la calidad y el estado nuclear de ovocitos para procesos de
produccion de embriones in vitro, es vital los estudios basicos de esta etapa,
que podrian ayudar a explicar la respuesta reproductiva respecto a su
condicion corporal, bajo sistemas de produccién limitada fundamentalmente
de disponibilidad alimentaria. Resultados que podrian coadyuvar la utilizacion
de produccién de embriones in vitro en las gestiones de conservacion o

seleccidn de bovinos criollos para el desarrollo de esta ganaderia.
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CAPITULO II
OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Objetivos de la investigacion
2.2.1 Objetivo general

Evaluar la cantidad, calidad y el estado nuclear de ovocitos aspirados segun

condicién corporal en vacas criollas faenadas en el matadero.

2.2.2 Objetivos especificos

e Determinar la cantidad de ovocitos recuperados por ovario de vacas criollas

faenadas segln condicion corporal.

e Categorizar la calidad de ovocitos recuperados de ovarios de vacas criollas

faenadas de acuerdo condicion corporal.

e Identificar el estado nuclear de ovocitos aspirados segun la condicion

corporal de vacas criollas del matadero.
2.2 Hipotesis de la investigacion
2.2.3 Hipotesis general

La cantidad y calidad del estado nuclear de ovocitos son afectados por la

condicion corporal de vacas criollas.
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2.2.4 Hipdtesis especificas

e Se recuperan mayor cantidad de ovocitos por ovario de vacas criollas de

condicion corporal mayor.

e Existe mayor cantidad de ovocitos de categoria aptos para maduracion in

vitro de vacas de condicion corporal buena.

e Hay mayor cantidad de ovocitos con vesicula germinal rota recuperados

de vacas con condicion corporal buena.

2.3 Operacionalizacion de variables

Tabla 1. Operacionalizacion de variables

Variables Dimension Indicador Indice/Escala

Variable de asociacion

Condicién corporal Apariencia visual Grado de condicion 1 a5 grados
principalmente de la corporal de vacas criollas
region de la cadera  ante mortem

Variable de respuesta

Cantidad de ovocitos Ovocitos aspirados  Cantidad de ovocitos Ovocitos
contabilizados aspirados por ovario aspirados / total
de ovocitos

contabilizados

Calidad de ovocitos Ovocitos aspirados  Cantidad de ovocitos Categoria o tipo
clasificados de recuperados de categoria A A, B, C
acuerdoasuscapas yB
de granulosa y

citoplasma.

Ovocitos inmaduros Ovaocitos con Cantidad de ovocitos con Ovocitos
vesicula germinal vesicula germinal intacta o inmaduros / total
intacta o rota rota de ovocitos

contabilizados
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CAPITULO Il
MARCO TEORICO REFERENCIAL

3.1 Antecedentes

a)

b)

d)

En un estudio utilizando las técnicas de slicing y aspiracion folicular se aspiraron
ovocitos de foliculos de 2-8 mm de didmetro de bovinos criollos. No hubo asociacion
entre recuperacion de ovocitos mediante slicing o aspiracion folicular y calidad de
ovocitos (p>0.05). Se obtuvieron por aspiracion folicular 4.26 ovocitos por ovario y

2.08 ovocitos de calidad por ovario (14).

Se us6 ovarios de bovinos mestizos del matadero, se aspiraron ovocitos de foliculos
visibles (2-8 mm de diametro). El porcentaje de ovocitos madurables/ovario fue
73.49 £ 24.54; y no madurables/ovario 26.5 + 24.54 para aspiracion. EI promedio de
ovocitos/ovario resulté en 4.58+1.05; mientras el promedio de ovocitos para
maduracion por ovario 3.24 + 1.11 por aspiracion (15).

Se colect6 ovarios y desde los foliculos se obtuvo ovocitos. Estos se maduraron en
camara de CO2 a 38.5 °C y 5% de CO, durante 22 a 24 h. Luego, se seleccionaron y
se denudaron parcialmente. Se recuper6 6.11 ovocitos por ovario de vacas del
matadero con la técnica de aspiracion. Mientras para los ovocitos viables fueron 2.9

ovocitos de categoria Ay B (16).

Se realiz6 un estudio en matadero para evaluar el potencial ovarico de bovinos cebues
locales de Ngaoundere, para la produccion de embriones in vitro (IVEP). Los ovarios
se extirparon, se sumergieron en solucion salina normal (0.9%) y se transportaron al
laboratorio para una evaluacién detallada. Los ovocitos se recuperaron en solucion
salina tamponada con fosfato de Dulbecco, se examinaron y se clasificaron en cuatro
grupos segun la morfologia de las células del cimulo odforo y los cambios

citoplasmaticos de los ovocitos. Se determinaron los efectos tanto de los ovarios
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(localizacion ovérica, cuerpo ldteo, tamafio y peso del ovario) como de factores no
ovaricos (raza, edad, puntaje de condicion corporal (BCS) y estado gestacional de la
vaca) en la poblacion folicular y la tasa de recuperacién de ovocitos. La recuperacion
de ovocitos fue de 10.97 £ 0.43 por ovario. Los ovocitos con grados I, I, 111y IV
fueron 3.53+0.19; 2.72+0.15; 2.24+0.15 y 2.47+0.20, respectivamente. EI nimero
promedio de ovocitos por ovario para la condicion corporal flaca fue 9.59 + 0.82, para
regular 12.50 + 0.87 y para gorda 9.87 £ 1.52. Los ovocitos obtenidos de grado | y
Il fueron: 2.93 +£0.26, 2.44 + 0.25; 4.34 £+ 0.31, 3.07 £ 2.15; 2.55 + 0.41, 2.33 £ 0.38
para condicion corporal flaca, buena y gorda respectivamente. Por otro lado, la
cantidad de ovocitos viables (I y 1) para produccion de embriones in vitro en la
condicion corporal flaca fue 5.38 £ 0.48; en la buena 7.42 £ 0.49 y en la condicion
corporal gorda 4.89 = 0.75 ovocitos. Las vacas mas jovenes no gestantes con
condicion corporal de 3 y ovarios grandes presentaron mayor cantidad de foliculos y
calidad de ovocitos (P <0.05) en comparacion con otros animales. Se deben tener en
cuenta factores como, el estado de gestacion, la BCS y el tamafio de los ovarios para

aumentar el potencial del ovario para la IVEP (17).

En vacas mestizas (Bos taurus x Bos indicus), distribuidas aleatoriamente en
tratamientos (T). T1: condicion corporal al parto baja (<2.5) y nivel de alimentacion
bajo; T2: condicién corporal al parto baja (<2.5) y nivel de alimentacion alto; T3:
condicidn corporal al parto alta (>2.5) y nivel de alimentacion bajo; T4: condicion
corporal al parto alta (>2.5) y nivel de alimentacion alto. Se obtuvo ovarios de vacas
del matadero, luego se aspir6 ovocitos clasificandolos en A, B y C. Hubo efecto del
tratamiento sobre foliculo clase 3 (>10mm; P<0.01) y de condicién corporal al parto
sobre ovocitos C (P<0.05). La calidad de ovocitos mostré asociacion negativa -0,816
(P<0,05) entre ovocitos tipo C y condicion corporal al parto. Hubo efecto entre
condicion corporal al parto y ovocitos tipo C. Parte de los resultados, indican que la
condicion corporal al parto es determinante para la reactivacion ovarica reproductiva

en vacas mestizas (18).

En vacas mestizas de doble propdsito (Bos taurus x Bos indicus), se formaron dos

grupos: Tratamiento 1: vacas de condicion corporal alta y baja, con nivel de
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alimentacién bajo; Tratamiento 2: vacas de condicién corporal baja y alta con nivel
de alimentacion alto. Se evaluaron los cuerpos luteos y clases de foliculos ovaricos.
A los ovocitos se clasificaron en A, By C. Hubo asociacion entre nivel de nutricién
con cantidad de ovocitos tipo A (0.756; P<0.05). Hubo efecto del nivel de nutricion
en la concentracion plasmatica de glucosa, antes y después de la colocacion de
insulina. Se sugiere que la alimentacion podria afectar el desarrollo folicular

fundamentalmente al finalizar la maduracion (19).

En un estudio como parte del procedimiento de produccién de embriones in vitro, en
vacas Aberdeen Angus adultas, beneficiadas en matadero, se obtuvieron por técnica
de aspiracion en total 5.86 + 0.10 ovocitos por ovario, 1.67 = 0.07 (28.49%) ovocitos
aptos y 4.19 + 0.02 (71.50%) ovocitos no aptos para maduracion in vitro por ovario,

respectivamente (20).

En un estudio, el movimiento cromosdémico se observo con éxito durante la primera
y segunda meiosis utilizando un sistema de cultivo de lapso de tiempo y un
microscopio invertido de contraste de interferencia diferencial. En los ovocitos
humanos, se observé una secuencia especifica de cambios tempranos de maduracion.
Tras la finalizacion de la descomposicion nucleolar, los cromosomas se ensamblaron
en una Unica agregacion que anuncio el inicio de la descomposicion de la membrana
nuclear. La fase de agregacion cromosémica (fase gere) persistié después de la
descomposicion de la vesicula germinal (GV), que dur6 varias horas, y una fase gere
similar (acumulacion de cromosomas) ocurrié después de la primera extrusion del
cuerpo polar, que dur6 1-4 h. En contraste, en los ovocitos GV de raton, las
membranas nucleolares y nucleares comenzaron a descomponerse casi al mismo
tiempo. La posicion de la vesicula germinal en los ovocitos humanos no fue estables,
se movio en el ooplasma hasta que comenzo a descomponerse; ademas, el nucleolo
se movio en todas las direcciones dentro de la vesicula germinal; por otro lado, el
nucleolo de la vesicula germinal en los ovocitos del ratén fue relativamente
estacionario; poco después de la descomposicion nucleolar, la membrana nuclear

comenzd a descomponerse alrededor de 29 min (21).
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3.2 Marco tedrico

3.2.1 Importancia del bovino Criollo peruano

Es posible que la genética bovina criolla ayudaria la generacion de lineas,
orientadas a cualquier tipo de produccion como leche, carne o doble proposito,
guardando las caracteristicas genéticas de adaptacion y habilidad materna. En
consecuencia, el bovino Criollo en el Peru, representaria como base genética para
la mejora, de tal manera se aprovecharia las caracteristicas de adaptacion al

ambiente adverso y sobre todo la rusticidad (22).
3.2.2 Fisiologia reproductiva de la hembra bovina

Los cambios en las estructuras ovaricas y genitales dentro del ciclo estral estan
gobernados por el sistema endocrino, fundamentalmente por interaccion del eje
hipotalamo hipofisiario con participacion del ovario y utero, en los que participan
hormonas (23). En estos procesos participan en conjunto el sistema

neuroendocrino (24).
3.2.3 Regulacion endocrina de los ciclos estruales

El ciclo estral comienza con el estro y termina con el siguiente estro; presentan la
fase folicular (Proestro y estro) y fase lutea (metaestro y diestro). En el proestro se
incrementa el estradiol e inhibina secretados por los foliculos, estas hormonas
regular la FSH. El estradiol estimula los receptores para la GnRH en hipdéfisis y la
secrecion de GnRH por el hipotalamo incrementandose la sintesis de LH. En el
estro, los foliculos logran su madurez y tamafio preovulatorio, produciéndose la
méxima cantidad de estradiol, ocurriendo la atraccion del macho. En el metaestro,
ocurre la ovulacion espontanea en bovinos, en esta etapa ocurren contracciones de
utero y oviducto para facilitar el transporte de los gametos para la fertilizacion.
Esta etapa inicia cuando termina la receptividad sexual y concluye a la formacion
del cuerpo lateo funcional, las células lateas grandes liberan oxitocina vy

progesterona. EI diestro, ocurre la maxima produccién de progesterona, bloquea
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la liberacion de LH inhibiendo la formacion de receptores hipofisiarios a GnRH.

El anestro es el periodo de inactividad reproductiva (24).

3.2.4 Crecimiento folicular y la ovulacion

El desarrollo folicular ocurre continuamente, inicia desde la vida fetal y termina
con la ovulacion del foliculo o con la regresion de este. Foliculogénesis inicial,
aparentemente es independiente de las gonadotropinas, regulado por factores
internos, como TGFpB, GDF-9, BMP producidos por ovocitos, el crecimiento
folicular continua gracia a IGF-I, EGF, TGF a, inhibina y activina, entre otros.
En la foliculogénesis dependiente de gonadotropinas, los foliculos son sensibles a
ellas, consta de tres etapas: reclutamiento, seleccion y dominancia. EI 99% de los

foliculos sufren atresia en el ovario (24).

3.2.5 Ovarios

Los ovarios (Figura 1) presentan una corteza y una médula. Los foliculos varian
en numero son los lugares donde se forman los ovocitos (25). Al nacimiento se
encuentran entre 50000 a 150000 ovocitos, se desarrollan hasta llegar a foliculo
maduro, en la corteza se ubican los foliculos y cuerpo lGteo, varian en su tamafio,
el foliculo dominante llega a ser foliculo preovulatorio, el resto alrededor de 95%

sufren regresion (26).

3.2.6 Método de obtencidon de ovocitos

Los ovarios se pueden obtener a partir de hembras beneficiadas o sacrificadas en

el matadero, los ovocitos se obtienen mediante las técnicas siguientes:

3.2.6.1 Aspiracion folicular

La aspiracion folicular es una de las técnicas mas usadas consiste en la
aspiracion del contenido folicular desde la parte externa del ovario, para
ello se usa una jeringa con aguja hipodérmica, se puede aspirar de
foliculos con didmetro mayor a 2 a 8 mm (20), otros autores recomiendan

que se deben aspirar foliculos de tamafio entre 3 y 6 mm de didmetro (27).
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3.2.6.2 Slicing

A esta técnica también se le denomina de corte o slicing ovarico, los
cortes pueden realizarse en diferentes orientaciones, longitudinales o
verticales, incluso se puede usarse después de la aspiracién folicular en el
que se obtiene el triple de ovocitos debido a que se obtienen ovocitos de

la superficie incluido los presentes en la corteza ovarica (28).

3.2.6.3 Aspiracion transvaginal ecoguiada (OPU)

Esta técnica aspiracion folicular a través del OPU consiste en utilizar un
transductor de ultrasonido, en ubicando en el fondo de fornix de la vagina
caudal al cérvix, se atraviesa con la aguja la pared vaginal hasta llegar a
puncionar el o los foliculos ovaricos, para ello es necesario presentar al
ovario con la mano desde el recto se fija el ovario contra el transductor,
se escanea y se observa el ovario y foliculos en el monitor ecogréafico, el
contenido folicular es aspirado por una bomba de vacio en un tubo
colector (28).

3.2.7 Ovogénesis

La ovogeénesis es una secuencia de procesos en el cual las células germinales
primitivas se convierten en ovocitos maduros. Es un proceso complejo regulado
por una gran cantidad de factores intra y extra ovaricos (29). La ovogénesis en la
mayoria de los mamiferos progresa a través de etapas similares de desarrollo de
células germinales, aunque hay una gran variacién en el tiempo de cada etapa. En
algunos animales domésticos estan bien estudiados, pero en otros carecen de
informacion. Una comprension mas completa de la ovogénesis en las especies
domésticas conducira al desarrollo de técnicas para mejorar la capacidad

reproductiva y la calidad del rebafio (30).

La ovogénesis culminara cuando el ovocito primario reinicie la meiosis, alli
completara la primera division meiética formando un ovocito secundario con la
expulsion del primer corpusculo polar, luego habra la segunda division meiotica

donde el ovocito formara el segundo corpusculo polar; gran parte de los ovocitos
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se atresian, menos del 0.1% de los ovocitos primarios culminan la ovogénesis,

originando un ovocito (31).

3.2.8 Foliculogénesis

La foliculogénesis es el proceso de crecimiento y maduracion folicular, conlleva a
la formacidn de ovocitos funcionales; implica varios mecanismos complejos que
tiene caracter endocrina y paracrina, finalmente conducen a maduracién ovocitaria
(32). Los quistes de células germinales se rompen, algunos ovocitos mueren, los
restantes se rodean de células sométicas formando foliculos primordiales (30). En
este proceso, al crecimiento los ovocitos desarrollan competencia con dependencia

entre las células somaticas adyacentes, con participacion esencial de FSH (33).

La foliculogénesis inicia durante el desarrollo fetal, las células germinales
primordiales colonizan a la gbénada primitiva en la quinta semana
aproximadamente, luego por mitosis dar origen a las ovogonias, posterior al
nacimiento y entrando a la vida reproductiva, ingresan al periodo de crecimiento
rapido que dara origen del foliculo primordial hasta el foliculo de Graaf. El foliculo
primordial, alrededor de los 90 dias, en la vaca los foliculos primordiales bien
formados se hacen presentes; del foliculo primordial, desarrolla a foliculo
primario, luego a foliculo secundario, seguido de foliculo antral hasta llegar a

foliculo preovulatorio (31).

3.2.9 Condicion corporal y dinamica folicular

La restriccion alimentaria afecta el desarrollo folicular, reduce el tamafio del
foliculo dominante y del cuerpo IUteo en el animal. Cuando se restringe el alimento
el diametro folicular y cuerpo lateo es menor (10.5 vs. 18.8 mm; 0.89 vs. 1.4 mm),
esta restriccion provoca desbalance energético, afectando la condicion corporal,
afectando el metabolismo, el sistema endocrino con consecuencias sobre el

desarrollo folicular y las subsecuentes alteraciones ovaricas (3).
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Figura 1. Esquema estructural del foliculo antral (34).

3.2.10  Factores que afectan la calidad de los ovocitos

3.2.10.1

3.2.10.2

Edad del animal

La edad del animal afecta la calidad de los ovocitos, en
animales prepuberes presentan ovocitos menos aptos que las
vacas adultas; sin embargo, responden similarmente en

procesos de produccion de embriones in vitro (35).
Nutricion

La influencia del factor nutricional en la calidad de los ovocitos
es esencial; sin embargo, hay poca literatura al respecto. La
nutricion influye sobre el proceso reproductivo de las vacas, el
desbalance de nutrientes con la alimentacion inadecuada
alrededor del parto puede afectar la calidad de los ovocitos, por

ejemplo, formulaciones de alimento con concentraciones

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



3.2.11

3.2.12

3.2.13

-17 de 66 -

elevadas de amoniaco afecta la competencia de los ovocitos
(35).

Meétodos de recuperacion de ovocitos

Las técnicas de recuperacion de ovocitos mediante slicing podria afectar la
calidad de los ovocitos, dado que se recupera de foliculos de diferentes
tamafios, mientras la recuperacion mediante aspiracion o corte de foliculos de
tamafio de 2 a 8 mm no afectaria la calidad de los ovocitos. La presion usada
mediante la aspiracion folicular guiada por ecografia determina el dafio de las

células del camulo (35).

Tamaro de los ovarios

La cantidad de ovocitos recuperados se asocia al peso y tamario del ovario,
vacas adultas permite recuperar mas cantidad de ovocitos versus vaquillas o
de menor edad (35).

Evaluacién de los ovocitos

La evaluacion o seleccion de los ovocitos es parte de la produccion de
embriones in vitro. La vaca ovula un solo ovocito a la aspiracion folicular
puede sufrir degeneracion, es por tal razon importante considerar antes de la
maduracion in vitro, dado que una parte de dicha poblacién fecunda y tiene

capacidad de desarrollar el embrién (36).

El tamafio folicular afecta la maduracién nuclear y citoplasmatica del ovocito;
foliculos menores de 2 mm o mayores a 8 mm se consideran no aptos para
procesos de maduracion in vitro en procesos de produccion de embriones in
vitro (11).

La seleccion de ovocitos se realiza generalmente basado en dos criterios: el
aspecto de su citoplasma y las caracteristicas del cmulo, es decir el nimero
de capas de la granulosa (37). Una de las evaluaciones de ovocitos, clasifica

en tres tipos los ovocitos; categoria A: calidad buena; B: calidad intermedia;
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C: rechazados (Tabla 2). Otra, clasifica en cuatro grados o categorias, Grado
I: cuando hay cumulus con mas de tres capas de células de granulosa, ademas,
con citoplasma con granulaciones pequefias homogéneas Grado Il: cuando
presenta parcialmente cumulus compacto, con menos de tres capas de células
de granulosa, con citoplasma con granulaciones heterogeneas; Grado 11 : con
presencia de cumulus expandido, con citoplasma reducido, fragmentado o
degenerado; Grado IV: el ovocito no presenta células del cumulus, es
desnudo (11).

Tabla 2. Clasificacidon de ovocitos segun caracteristicas morfoldgicas.

Tipo de Rasgos del cumulo Rasgos del ovocito
ovocito

Calidad buena Compacto, con muchas capas de células de Homogéneo denso finalmente

"A" granulosa adherida, el citoplasma se observa granulado

claramente.
Calidad Grueso, frecuentemente con granulosa Rango de homogéneo denso y
intermedia adherida, el citoplasma no se observa finalmente granulado a
"B claramente, cimulos compacto con varias o granulado de tamafio moderado

pocas capas que cubre alrededor de la mitad
de la zona pelicida.

Rechazados  Parcialmente o completamente expandido, Granulado grueso o con mezcla

"C" con cumulo disperso, ausencia de células de de zonas muy claras 0 muy
granulosa con presencia de material oscuras; citoplasma
extracelular, cumulo descolorido; corona descolorido; ovocitos deformes.
radiata sin cumulo; ovocitos desnudos.

Adaptado de Hawk & Wall (37).

3.2.14 Maduracion de ovocitos

La maduracion de ovocitos es el evento fisioldgico que precede y es necesario
para la fertilizacion exitosa y el desarrollo embrionario (Lonergan & Fair,
2016). La maduracion de ovocitos es un proceso largo y complejo, empieza

antes del nacimiento y continta durante la foliculogénesis, logrando el
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desarrollo de los ovocitos. Una cantidad reducida se desarrollaran y

alcanzaran la competencia hasta la fecundacion (38).

3.2.14.1 Maduracion nuclear y citoplasmatica del ovocito

La maduracion de los ovocitos es un proceso largo durante el cual los
ovocitos adquieren su capacidad intrinseca para soportar las etapas
posteriores de desarrollo de manera escalonada, alcanzando finalmente la
activacion del genoma embrionario. Este proceso implica diferentes
eventos complejos de maduracion nuclear y citoplasmética. La
maduracion nuclear involucra principalmente la segregacion de
cromosomas, mientras que la maduracion citoplasmatica implica la
reorganizacion de organulos y el almacenamiento de ARNm, expresion
de proteinas (39). Los ovocitos dentro del foliculo se detienen en la
profase de la primera divisibn meidtica. La maduracion nuclear,
comprende la reanudacion de la meiosis desde la etapa de vesicula
germinal hasta la formacion de la placa metafasica, como metafase II
(40). A nivel del nacleo ocurre la ruptura de vesicula germinal, seguido
de condensacion del cromosoma, metafase |, llegando a metafase 11 con
expulsién del primer cuerpo (41).

La maduracion citoplasmatica se divide en: (1) redistribucion de
organulos, (2) dindmica del citoesqueleto y (3) maduracion molecular.
Las mitocondrias, los ribosomas, el reticulo endoplasmico, los granulos
corticales y el complejo de Golgi asumen diferentes posiciones durante la
transicion de la etapa de vesicula germinal a la metafase Il. Los
microfilamentos y microtibulos citoesqueléticos presentes en el
citoplasma promueven estos movimientos y actlan sobre la segregacion
cromosomica (39). Durante la maduracion citoplasmica, los cambios
moleculares y estructurales proporcionan al ovocito madurado la
capacidad de apoyar la fertilizacion y el desarrollo embrionario temprano,
los procesos bioldgicos celulares y moleculares que toman lugar en el
citoplasma durante la progresion del ciclo meiotico (40). In vitro, el
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reinicio de la meiosis ocurre espontaneamente post retiro fisico del

ovocito desde el foliculo cuerpo (41).

3.2.14.2 Bloqueo meioético y reinicio de la meiosis

La primera progresion meiotica en el ovocito ocurre durante el desarrollo
embrionario, al nacimiento los ovocitos se detienen en la etapa diploteno
de la profase I, a esta caracteristica se conoce como vesicula germinal
(42). En el proceso del ciclo reproductivo de la hembra, el pico
preovulatorio de LH por diferentes procesos complejos induce la
reanudacion de meiosis y su progresion a metafase I, al que se conoce

como maduracién de ovocitos (43).

Los ovocitos de mamiferos completamente desarrollados reanudan la
meiosis como consecuencia de aumentos en los niveles de gonadotropinas
en la mitad del ciclo. EI aumento de adenosin monofosfato ciclico y la
activacion de la proteina cinasa A, la proteina cinasa C y la proteina cinasa
activada por mitdgenos en las células del cimulo son necesaria para la
reanudacion meidtica de ovocitos inducida por gonadotropinas. Las
diversas acciones del AMPc activado por la hormona estimulante del
foliculo y la hormona luteinizante, las hormonas esteroides gonadales y
la red del factor de crecimiento epidérmico durante reanudacion meidtica.
Otro segundo el mensajero guanosina monofosfato ciclico inducido por
Oxido nitrico o péptido natriurético auricular también media en la
reanudacion meiodtica de ovocitos de mamiferos controlada por

gonadotropinas (44).

El control de la maduracion de los ovocitos implica una interaccion
compleja entre los ovocitos y las membranas extracelulares y el medio
ambiente, con la participaciébn de numerosas vias metabdlicas. La
reanudacion de la meiosis del ovocito ocurre por dos mecanismos:

estimulacion positiva y la eliminacion de una sefial inhibidora. El primero
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implica la produccién de un ligando que actua sobre el ovocito en la etapa

de vesicula germinal induciendo la ruptura de esta vesicula (45).

Estado nuclear del ovocito

La maduracion meidtica de ovocitos se describe en la Figura 2: Dentro del
foliculo, los ovocitos permanecen detenidos en la profase | y se caracterizan
por una vesicula germinal (VG) en la que los cromosomas (rojo) permanecen
descondensadas. Al ovocito arrestado en profase | se conoce como ovocito
primario. Un aumento preovulatorio de LH bajo condiciones fisioldgicas o la
liberacion mecanica del ovocito del foliculo seguido del cultivo in vitro causa
la descomposicion del GV (GVBD); los cromosomas comienzan a
condensarse (rojo) y las fibras del huso aparecen (verde). Posteriormente, los
cromosomas (rojo) se condensan y se alinean en la placa metafésica del eje
bipolar (verde) cuando el ovocito alcanza la metafase I. La meiosis | se
completa mediante la extrusién de un cuerpo polar que contiene un conjunto
de cromosomas. El segundo conjunto de cromosomas se retiene en el ovocito,
gue se conoce como ovocito secundario (o un huevo). El ovocito maduro se

mantiene detenido en la metafase Il hasta la fertilizacion (46).

Polar body

Immature oocyte GVBD Metaphase | Mature egg arrested
arrested at at metaphase Il

prophase |

Figura 2. Representacion esquematica del proceso de maduracion meiotica de ovocitos
de mamiferos. VG: Vesicula germinal; GVBD: Vesicula germinal rota (46).
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3.2.16 Evaluacién del desarrollo nuclear de ovocitos

La evaluacion de ovocitos se realizara segun el estado de cromatina nuclear
(Tabla 3), estos se clasifican como GV (ovocitos con vesicula germinal
intacta), GVBD (ovocitos sin membrana nuclear definida o nucléolo), Ml
(ovocitos con placa metafasica y sin cuerpo polar), metafase Il (ovocitos con
placa metafasica y cuerpo polar) ), anormales o degenerados (es decir,
ovocitos con ooplasma fragmentado, sin membrana nuclear nitida o nucléolo,
cromosomas dispersos en grupos dentro del ooplasma, o cromatina no

reconocible en cualquier etapa de la meiosis) (47).

Tabla 3. Clasificacion del estado nuclear del ovocito.

Categoria Caracteristicas del estado nuclear
Vesicula germinal (VG) Ovocitos con envoltura nuclear intacta.
Vesicula germinal rota (VGBD) Ovocitos con desaparicion de envoltura

nuclear intacta.

Metafase | (MI) La cromatina se ubica en la placa metafasica
y sin corpusculo polar.

Metafase 11 (MII) Cromatina se encuentra en la placa
metafasica y hay presencia del primer cuerpo
polar.

Degenerados (D) Ovocito alterado en su desarrollo presenta
degeneracion con citoplasma fragmentado, o
vacuolar, cromatina dispersa y hay un
aumento  significativo  del  espacio

perivitelino.

Adaptado de De Loos et al. (47).

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



-23de 66 -

3.2.17  Condicion corporal

3.2.17.1 Concepto de condicion corporal

La condicién corporal estima la proporcién del tejido graso subcutaneo
en algunos lugares anatémicos del animal, también estima la masa
muscular; en consecuencia, viene a ser un indicador que estima el estado
nutricional de la vaca (3). La condicion corporal se asocia con la cantidad
de tejido de reserva que el animal presenta, este concepto debe entenderse
como estado corporal del animal, que implica el nivel de reserva que
dispone el animal para satisfacer los requerimientos de produccién y

mantenimiento (4).

La condicién corporal y sus cambios son méas confiables que el peso
corporal referidos al indicador del estado nutricional, esta evaluacion es
una herramienta esencial para toma de decisiones de manejo a nivel de
finca; la variacion de la condicion corporal individualizada o grupal del
hato, podria utilizarse para la toma de decisiones de gestion de manejo de

un hato ganadero (3).

3.2.17.2 Escalas de evaluacion de la condicién corporal

La condicion corporal se evalUa estimando la cantidad de tejido graso
subcutaneo, al mismo tiempo, observando el grado de acumulacién o
pérdida de masa muscular de ciertas areas del cuerpo del animal (L6pez,
2006). Es posible hacer seguimiento del estado de condicion corporal del
animal observando visualmente y realizando palpacién de regiones o
puntos anatdmicos en mayoria de los hatos ganaderos; el grado o puntaje
de condicion corporal se estima visualmente la region pélvica, entre la
tuberosidad coxal, isquidtica y la base de la cola, ademas se observa la

“cobertura” sobre las vértebras toracicas y lumbares de la vaca (7).

Para evaluar la condicién corporal en forma idonea de un régimen de
alimentacion para vacas lecheras, considerando que el ganado lechero

deposita sus reservas de energia alrededor del area pélvica, se utiliza el
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puntaje estandar de evaluacién de la condicion corporal; normalmente la
puntuacién que se utiliza esta en una escala de 1 a 5, siendo 1 demasiada
delgada y 5 demasiada gorda. Una vaca ideal tiene un puntaje de
condicion corporal de aproximadamente 3.5, pero el sistema es disefiado
para tener vacas en ciertas etapas de la lactancia en ciertas condiciones

corporales (48).

La condicion corporal descrita en la Figura 3, es una herramienta de
campo efectiva para la calificacion de la condicion corporal de vacas
Holstein, esta fue calificada en una escala de 1 a 5, siendo 1 emaciada y
5 obesa, usando incrementos de 0.25 unidades; los ensayos han
demostrado que mientras la evaluacion de la condicién corporal es una
técnica subjetiva, puede relacionarse con medidas objetivas de cambios
bioldgicos del animal y ser utilizada para tomar decisiones en ganaderia
bovina (49).

Caracteristicas corporales dela Escala  Proceso Proceso Proceso  Tuberosidad Entre Entre Base de la
vaca espinoso  espinoso a  transverso coxal e tuberosidad tuberosidad cola a
transverso isquidtica  isquidtica y coxal tuberosidad
coxal isquidtica
Subcondicionamiento severo 1.00
(emaciada) 1.25 - - 22\ ey e i\F -
s _ _ _ _ _ _
1.75 @m Za
Esqueleto visible 2.00 } - ) ) e
i P _ _ _ _ _ _
s L T T B ) B B B
T N~ LA L e _
_7s D N _ _ - _
Buen balance de esqueleto y 3.00 i
tejidos superficiales 219z - - - - - T~ -
3.25 _ N _ _ _ _ W _
3.50 _ _ _ B B _ _
Esqueleto no tan visibl i;; - - - - - B -
squeleto no tan visible como ! o _ _ o — B
tejidos superficiales 125 - — 7
4.50 _ _ _ B _ B _
a5 T T ) o —

Sobrecondicionamiento severo 5.00

Figura 3. Puntuacion de condicién corporal para vacas Holstein. Adaptado de Edmonson et

al. (49).

Se puede utilizar puntajes de condicion corporal en vacas, en base a
descriptores primarios de regiones corporales especificas, la descripcion
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de estas siete regiones (Figura 3) es suficiente para separar las vacas en
unidades de condicién corporal de 0.25 en escala de 1 a 5; las unidades
de 0.25 de 2.25 a2 4.25, a<2.25y > 4.25, las vacas solo pueden separarse
por 0.50 unidades con las descripciones empleadas en este estudio, no
esta claro si la resolucion reducida de BCS <2.25 y > 4.25 se debid a un
insuficiente caracteristicas corporales o al nimero insuficiente de vacas
en estas categorias, dado que la mayoria de las vacas en las granjas tienen
condicién corporal entre 2.00 a 4.00 (50).
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Tabla 4. Puntaje de condicidn corporal basado en descriptores de componentes principales de regiones corporales de bovinos
lecheros.

Puntuacion de condicidén corporal
2.00 225 250 275 3.00 3.25 350 3.75 4.00 425 450 4.75 5.00

Region del cuerpo

Grupa Aparien Aparien plan redondea
ciaVv ciaU a da
Tuberosidad ileal angular redondea apen no
da as visible
visib
le
Tuberosidad isquiatica angular aspect redondea no
0 da visib
grasa le
palpab
le
Apofisis transversa de la vértebra Mayor  0.25 010 a solo tips
lumbar 0.5 ao0b 0.25 tips no
visible  visib visible visib visib
le le le
Ligamento coccigeo visible apen no
as visib
visib le
le
Ligamento sacro visible apen no
as visib
visib le
le

Adaptado de Ferguson et al. (50).
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Tabla 5. Descripcion de puntuacién de condicién corporal de vacas lecheras en sistemas
de escala de 5 puntos.

Sistema de cinco puntos Estado Descripcion

Score 1 Condicion pobre (esquelética) Muy Demasiada flaca

pobre Espina dorsal parecida a una
sierra (dientes)

Pueden verse las prominencias de

N las vértebras hacia los costados
' La cadera  puede  verse
) | perfectamente, sin grasa

Forma de V' en la zona debajo
de donde comiénzala cola

Score 2 Esqueleto todavia visible | Moderado | El esqueleto todavia es visible
Todavia pueden identificarse las
vertebras
Las prominencias de las vértebras
comienzan a verse mas cubiertas
La cadera se ve mas cubierta
Forma de "*U ‘debajo de la zona
donde comienza la cola

Score 3 Esqueleto visible (equilibrado) bueno El esqueleto y la grasa estan
equilibradas

LN La columna se ve en una sola
linea

Las vértebras de la columna

pueden individualizarse cuando

son palpables

Los huesos de la cadera se ven
| redondeados, pero no

excesivamente

Debajo de la cola se ve cubierto
pero equilibrado

Score 4 Cobertura exagerada gordura | Exceso de grasa de cobertura

Y No pueden individualizarse las
- vertebras
\ Las prominencias horizontales de
las vértebras estan redondeadas y
cubiertas de grasa
La cadera se ve cubierta de grasa,
pero puede palparse

a

Score 5 Vaca obesa obesidad | La columna se ve cubierta de

grasa

— Las vértebras estadn cubiertas de
grasa y casi no se diferencian las
prominencias horizontales
La cadera se ve redondeada y no
puede palparse
Si la vaca se ve de costado parece

de una forma cuadrada

Adaptado de Goopy & Gakige (51).
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La condicion corporal se mide en un sistema de cinco puntos, donde “1” es
una vaca demasiada flaca y “5” es una vaca demasiada gorda, se muestra en
el Tabla 5 (51).

Algunos sistemas para evaluar condicion corporal adoptan escalas de 1a 9,
generalmente en bovinos de carne, otras escalas de 1 a 5, la correlacion entre

ambas se describe en el Tabla 6 (7).

Tabla 6. Correlacion de escalas equivalentes de condicion corporal en bovinos.

Escalalab Escalala9
1
15
2
2.5
3
35
4
45
5

Adaptado de Frasinelli et al. (7).

-
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3.2.18 Relacion entre nutricién, actividad ovarica y fertilidad en bovinos

La eficiencia reproductiva en bovinos esta supeditado a varios factores siendo la
nutricion de mayor influencia (52). La condicidn corporal de las vacas depende de la
disponibilidad de alimentos y esta depende de la produccion de forrajes y de
concentrados; existe relacion entre el peso vivo y la condicién corporal, es decir,
musculo, grasa intramuscular y grasa subcutanea. Dichos aspectos afectan al sistema

reproductivo y en consecuencia a la fertilidad de las vacas (53).

Los parametros reproductivos del animal son afectados por la condicion corporal.
Siendo asi, en la vaca la condicidn corporal al parto es crucial para el restablecimiento
de la actividad ovarica durante el postparto de las vacas. El balance energético
positivo esta relacionado con la condicidn corporal, en consecuencia, la fertilidad y
el mantenimiento de gestacion, una condicion corporal media es la adecuada para
elevar la eficiencia reproductiva (4). El incremento de la tasa de fertilidad de vacas,
por efecto del consumo de lipidos, fundamentalmente estan asociadas con aumento

del desarrollo folicular, foliculo ovulatorio grande, aumento de secrecion con la
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consecuente incremento de niveles de progesterona en la fase lutea del ciclo estral,

entre otros (52).

Los efectos de los cambios agudos en la ingesta dietética en la actividad ovérica
pueden correlacionarse con cambios en las concentraciones circulantes de hormonas
metabolicas, incluida la insulina, el factor de crecimiento similar a la insulina | (IGF-
1), la hormona del crecimiento y la leptina. No hay un cambio correspondiente en las
concentraciones circulantes de gonadotropina y se propone que los cambios
inducidos en la dieta en la actividad ovérica, como resultado de cambios agudos en
la ingesta dietética, son el resultado de acciones directas de estas hormonas
metabolicas en el ovario. Los cambios en las concentraciones periféricas de insulina,
IGF-1 y leptina también se asociaron con el inicio de una onda sincronizada de
crecimiento del foliculo y se hipotetiza que el estrégeno secretado por el foliculo en
desarrollo interviene en la regulacion de la secrecion de estas hormonas metabolicas.
A nivel celular, las concentraciones fisioldgicas de insulina e IGF-I interacttan para
estimular la produccién de estradiol por las células de la granulosa. En contraste, la
leptina inhibe la produccién de estradiol estimulada por FSH por las células de la
granulosa y la produccion de androstenediona estimulada por LH por las células de
teca. Los incrementos inducidos por la dieta en la biodisponibilidad del IGF
intrafolicular también tienen un efecto negativo en la calidad de los ovocitos, y las
dietas que son dptimas para el crecimiento del foliculo pueden no ser necesariamente

Optimas para la maduracion del ovocito (54).

3.3 Marco conceptual

a) Ovocito. El évulo u ovocito es el gameto femenino ovulado, un ovocito secundario que
se encuentra en la fase de metafase, listo para realizar la fecundacion (34). El ovocito es
la célula de mayor tamafio de los mamiferos, varias capas de células de granulosa se

ubican alrededor formando el complejo cumulos ovocito (55).

b) Foliculo ovérico. El foliculo ovarico es el que se forma en los ovarios de los mamiferos,
en su interior contiene évulo. Es un conjunto de varias células esferoidales, que se ubica

en los ovarios (56).

c) Calidad del ovocito. La valoracion de la calidad del ovocito se sustenta en su
morfologia, apariencia de zona pelucida, espacio perivitelino, formacién del cuerpo

polar, uniformidad del citoplasma, ndcleo y membrana celular (55).
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d) Estado nuclear del ovocito. ElI nucleo del ovocito sufre divisiones celulares.
Basicamente el estado nuclear del ovocito se clasifica como vesicula germinal intacta,

vesicula germinal rota, metafase I, metafase 11 (47).
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CAPITULO IV

METODOLOGIA

Tipo y nivel de investigacion

El tipo de investigacion fue observacional, debido a que no existe intervencién del
investigador, los datos son los que se presentan naturalmente, es ajena a la manipulacion
del investigador. Fue transversal, porque la medida de la variable se da un tiempo

determinado y es analitico porque analiza varias variables (57).

El nivel de investigacion que corresponde al relacional, porque no son estudios de causa y

efecto; debido a que solo demuestra dependencia probabilistica entre eventos (57).

Disefio de la investigacion

Se obtuvo ovarios de vacas criollas del matadero, de los foliculos se aspiraron los ovocitos
recuperados, estos fueron agrupados en tres grupos segun condicion corporal (escala de 1
a 5): baja que comprende la puntacion < 1.5; moderada de 2 a 2.5 y alta > a 3 puntos. Se
evalud es estado nuclear de los ovocitos como vesicula germinal intacta, vesicula germinal
rota segn condicién corporal; ademas, se clasificaron los ovocitos en tipo A, By C, cuyas

proporciones se asociaron con la condicion corporal.

Poblacion y muestra

4.3.1 Poblacién

La poblacion de estudio fue ovocitos recuperados de foliculos de ovarios,
aparentemente normales, de vacas criollas con diferente condicién corporal, faenadas

en el matadero de la Municipalidad Provincial de Abancay.
4.3.2 Muestra

El método y el tamafio muestral fue por conveniencia, estuvo representada por 1029

ovocitos recuperados de 212 ovarios de 106 vacas criollas clinicamente sanas de dos
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dientes a boca llena con diferente condicién corporal evaluada en escala de 1 a 5

incluidos valores intermedios entre puntos.
4.4 Técnicas e instrumentos / procedimiento de la investigacion
4.4.1 Localizacion

La investigacion se realizé en el Laboratorio de Reproduccion Animal de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia, que se ubica en el distrito y provincia de
Abancay del departamento de Apurimac, se localiza a 13° 38 31. 40 Latitud Sur y
72° 53 17. 03” Longitud Oeste, a 2180 m de altitud (58).

4.4.2 Evaluacion de la condicion corporal de la vaca

La evaluacion de la condicion corporal de las vacas criollas fue realizada por una
sola persona, en escala de 1 a 5 (1 = emaciada, 5 = obesa), segin descrito por (51)
con la modificacion de puntos intermedios (0.5) entre cada unidad, dichos puntos
intermedios corresponden al promedio de las descripciones del punto superior e
inferior; ademas, el sustento para considerar puntos de 0.5 es tomando referencia a
Ferguson et al. (50), quienes consideran puntos 0.25 en escala de 1 a 5. Ademas,
existen antecedentes, sin descripciones especificas, del uso de escala de 1 a5 en vacas
criollas, como lo sefialan Holgado et al. (59), Mayorga et al. (60), Alfaro (61). La
observacion visual fue enfocada bésicamente en la region pélvica de la vaca,
principalmente entre las regiones de tuberosidad coxal, tuberosidad isquiatica y base
de la cola, siguiendo los criterios que se sefialan en la Tabla 7 sobre el estado y
descripcion de la condicion corporal, esta evaluacion se hizo cuando las vacas
estuvieron en el corral de descanso del Matadero Municipal, luego, se realizo la
palpacion sobre la base de cola y vértebras lumbares, esta se realizé en la manga de
ingreso a la playa de beneficio. Se identifico a las vacas registrando mediante

ndmeros.
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Tabla 7. Condicion corporal de vacas criollas consideradas para este estudio.

Condicion corporal Estado Descripcion
" o Demasiada flaca
Espina dorsal parecida a una sierra
(dientes)
Pueden verse las prominencias de las
1 vértebras hacia los costados
La cadera puede verse perfectamente,
sin grasa
Forma de V' en la zona debajo de
donde comiénzala cola

=

15 Valor intermediode 1y 2

El esqueleto adn es visible

Todavia pueden identificarse las

vertebras

Las prominencias de las vértebras
2 comienzan a verse mas cubiertas

La cadera se ve mas cubierta

Forma de "'U ‘debajo de la zona

donde comienza la cola

2.5 Valor intermediode 2y 3

El esqueleto y la grasa estan
equilibradas
La columna se ve en una sola linea
Las vértebras de la columna pueden
3 individualizarse cuando son palpables
Los huesos de la cadera se ven
redondeados, pero no excesivamente
Debajo de la cola se ve cubierto pero
equilibrado

Continda
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Condicion corporal Estado Descripcion
3.5 Valor intermedio de 3y 4

Exceso de grasa de cobertura
No pueden individualizarse las
No se encontro vertebras
4 Las prominencias horizontales de las
vertebras  estdn  redondeadas 'y
cubiertas de grasa
La cadera se ve cubierta de grasa,
pero puede palparse
No se encontro 45  Valorintermediode 4y 5
La columna se ve cubierta de grasa
Las vértebras estan cubiertas de grasa
y casi no se diferencian las
No se encontro 5 prominencias horizontales
La cadera se ve redondeada y no
puede palparse
Si la vaca se ve de costado parece de
una forma cuadrada

4.4.3 Obtencién y transporte de ovarios

Los ovarios fueron colectados de vacas faenadas en el Matadero Municipal de
Abancay. Estos ovarios fueron colocados en un termo con contenido de NaCl al
0.9%, suplementados con penicilina 100000 Ul, mantenidos entre 35 a 37 °C y
transportados al laboratorio entre 2 a 3 h. Los ovarios fueron colocados en bolsitas

de polietileno con identificacion segun la condicion corporal de la vaca.
4.4.4 Recuperacion y evaluacion de ovocitos

En el laboratorio, los ovarios fueron colocados en un vaso precipitado de 500 mL con
NaCl mantenidos en bafio Maria a 37 °C. Seguidamente, se realizé el lavado de los
ovarios, dos atres veces con solucion salina, para retirar restos de sangre. Se realizo
la recuperacion de ovocitos de foliculos de 2 a 8 mm de didmetro aproximadamente,
mediante aspiracion folicular, con jeringa de 10 mL y aguja de 18 G. EIl contenido
aspirado se coloco en tubos conicos de plastico de 15 mL de capacidad con contenido

de 1 a 2 mL de fosfato buffer salino (PBS), luego se dejo decantar por 12 min.
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Se colocaron varias gotas de 50 pL de PBS sobre placas Petri mantenidas en platina
térmica a 37 °C. El sedimento de los tubos conicos donde se encontraba los ovocitos
fue aspirado con micropipeta hacia placa Petri para ser lavados en gotas sucesivas

utilizando el estereomicroscopio a 2x 0 4x con platina térmica.

La evaluacién de los ovocitos se realizo, segun caracteristicas morfoldgicas de
acuerdo a la descripcion de Hawk & Wall (37), clasificando en tres tipos los ovocitos:
categoria A: calidad buena; categoria B: calidad intermedia; categoria C: rechazados
(Tabla 2). Los ovocitos de tipo A y B fueron seleccionaron como aptos para

produccion de embriones in vitro.

4.4.5 Evaluacion nuclear del ovocito

Los ovocitos seleccionados fueron transferidos a viales de 0.5 mL con contenido de
PBS, inmediatamente fueron pipeteados en repetidas veces, con la finalidad de retirar
las capas de los cimulos del ovocito para luego ser lavados. Posteriormente, dentro
de los 30 min post aspirado de los foliculos, los ovocitos fueron colocados en viales
con contenido de solucion fijadora compuesta por acido acético / etanol (1: 3) por 24
h. La fijacion de ovocitos se realizé segin técnica descrita por Lorenzo et al. (62)
con algunas modificaciones que consistio en colocar en viales de 0.5 mL &cido
acetico: etanol (1:3, v/v) durante 24 horas donde se colocaron los ovocitos, luego se
realizo la tincion por capilaridad con una gota de Lacmoid al 2%. Los ovocitos se
pipetearon y se colocaron sobre portaobjetos (5 a 10 ovocitos), luego cubiertos con
cubreobjetos que previamente fueron colocados las esquinas con pegamento de barra.
Luego de 10 a 20 min aproximadamente de la tincion se evalu6 utilizando
microscopio a 100x. Las evaluaciones de los ovocitos fueron clasificados como
vesicula germinal, vesicula germinal rota (Tabla 3). Se tomo en consideracion las dos
primeras etapas, debido al tiempo desde la aspiracion de ovocitos hasta la fijacion

con acido acético / etanol.

4.5 Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante el software InfoStat 2018 version libre.
Primeramente, se realizo la prueba de normalidad, resultando que los datos no siguen una
distribucion normal; por tanto, se uso la prueba no paramétrica Kolmogorov. Para evaluar

el grado de asociacion entre las variables condicidn corporal, tipo de ovocitos, vesicula

WICAELA BASTIDAS
—

H
H
H
H
o
]
o
0
o

Repositorio Institucional - UNAMBA Peru



MICAELA BASTIDAS

- 36 de 66 -

germinal intacta y vesicula germinal rota, se utiliz la correlacién no paramétrica de
Spearman. Luego se realizo el analisis de varianza no paramétrica de Kruskal-Wallis,

considerandose que hay diferencia cuando P < 0.05.

Los datos fueron agrupados en tres grupos de condicion corporal (escala de 1 a 5): baja
que comprende la puntacion < 1; moderada de 2 a 2.5 y alta > a 3 puntos. Esta agrupacion
se realizd considerando a Kouamo et al. (63) quienes clasifican (escala de 1 a 5) en tres
grupos de condicion corporal: flaca de 1 a 2 puntos, buena 3 puntos y gorda de 4 a 5
puntos. Es usual la agrupacion de la condicion corporal de acuerdo al interés de la
investigacion, Ruiz et al. (18) utilizan valores de 0.5 (escala de 1 a 5) clasificando en dos
grupos: condicién corporal baja correspondiente a < 2.5 puntos y condicion corporal alta

> 2.5 puntos.

La escala de interpretacion de la correlacién (r) se considerd segun Bisquerra (64), r=1
perfecta, 0.8 <r<1muy alta; 0.6 <r<0.8alta; 0.4 <r <0.6 moderada; 0.2 <r < 0.4 baja;
0 <r<0.2 muy baja; r = 0 nula.

El coeficiente de correlacion de Spearman se define como:
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Donde: Srj es el coeficiente de correlacion de Spearman. R (xij) es el rango que pertenece
a la i-ésima observacion de la variable j y R (x ik) es el rango que pertenece a la i-ésima

observacion de la variable k, con i=1,...,n. (65).

Prueba de Kruskal-Wallis es una prueba no paramétrica. Cuyo estadistico de prueba es:
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Donde: “N = numero total de observaciones de las muestras combinadas. k = numero de
muestras. R1 = suma de los rangos de la muestra 1. n1 = nimero de observaciones de la
muestra 1. Para la muestra 2, la suma de los rangos es R2 y el nimero de observaciones es

n2, y se usa notacion similar para las otras muestras” (66).
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CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1 Analisis de resultados

5.1.1 Cantidad de ovocitos segun condicion corporal

Los resultados sobre la cantidad de ovocitos encontrados se encuentran en el Tabla
8. El nimero de ovocitos recuperados por ovario entre condicion corporal baja,
moderada y alta de las vacas fueron similares (P > 0.05). Se encontr6 mayor
promedio de ovocitos viables de categoria A y B (aptos para maduracion in vitro) por
ovario para la condicion corporal alta seguida de moderada y baja (P < 0.05).

Tabla 8. Promedio (+ error estdndar) de ovocitos recuperados por ovario segun condicién
corporal de vacas criollas faenadas en matadero.

Ovocitos
Condicién corporal Ovarios  Recuperados Recuperat_:ios V|abIe§ por

por ovario ovario

n n X X!

Baja (< 1.5) 28 116 414 (+0.35) 2.14 (+0.25) @
Moderada (2 a 2.5) 158 771 488 (x0.21) 394 (x0.18) °
Alta (>3) 26 142 546 (£0.36) 4.96 (x0.34) ¢
Total 212 1029 485 (£0.17) 3.83 (x0.15)

Letras con superindices diferentes dentro de la columna expresan diferencias (P < 0.05).

1 Ovocitos de categoria A 'y B considerados aptos para maduracion in vitro.

5.1.2 Calidad de ovocitos segun condicion corporal

Los resultados de correlacion de la asociacion entre condicion corporal y calidad de
ovocitos se muestran en el Tabla 9. Se encontrd correlacion significativa entre
condicion corporal y calidad de ovocitos. Hubo correlacion positiva moderada (P =

0.001) entre condicién corporal y calidad de ovocitos tipo A; correlacion positiva
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muy baja (P = 0.018) entre condicion corporal y ovocitos tipo B; correlacion negativa

muy baja (P = 0.016) entre condicion corporal y ovocitos tipo C.

Tabla 9. Correlacion de Spearman entre variables condicién corporal y calidad de
ovocitos recuperados de ovarios de vacas criollas.

Calidad ovocito n Coeficiente de Spearman P- Valor
Tipo A 212 0.49 0.001
Tipo B 212 0.16 0.018
Tipo C 212 -0.16 0.016

Los porcentajes de calidad de ovocitos segin condicidn corporal de las vacas criollas
del matadero se muestran en el Tabla 10. Las calidades de ovocitos tipo A, By C
fueron afectadas (P < 0.05) por la condicion corporal del animal, se obtuvo mayor (P
< 0.05) cantidad de ovocitos tipo A con la condicion corporal moderada y alta,
seguida de la condicion corporal baja; Hubo mayor (P < 0.05) cantidad de ovocitos
de ovocitos tipo B en la condicion corporal moderada, seguida de alta y baja; se
encontré mayor (P <0.05) cantidad de ovocitos tipo C en vacas de condicion corporal
baja.

Tabla 10. Porcentaje de calidad de ovocitos segun condicion corporal de vacas criollas del
matadero.

Ovarios Ovocitos Calidad de ovocitos
Condicién corporal n n A B C
Baja (< 1.5) 28 116 24.14% 27592 48.28%
Moderada (2 a 2.5) 158 771 4397° 36.71° 19.33°
Alta (>3) 26 142 58.45°¢ 3239°¢ 9.15°¢

Letras superindices diferentes dentro de la columna expresan diferencias (P < 0.05).

A: Calidad buena, B: Calidad intermedia, C: Mala calidad o rechazados

Repositorio Institucional - UNAMBA Peru



- 40 de 66 -

5.1.3 Estado nuclear de ovocitos segun condicion corporal

El estado nuclear de ovocitos segun condicion corporal de la vaca se muestra en el
Tabla 11. No se encontr6 asociacién (P = 0.079) entre condicidn corporal y ovocitos
con vesicula germinal intacta, tampoco hubo asociacion (P = 0.737) con vesicula
germinal rota. Los foliculos menores a 8 mm mantienen dentro, a ovocitos en estado
de vesicula germinal intacta, el tiempo expuesto fuera del foliculo probablemente no
sea suficiente para pasar a la etapa de vesicula germinal rota y reanudar la meiosis,
el ovocito fue fijado con etanol y acido acético dentro de los 30 min de aspirado.

Tabla 11. Correlacion de Spearman entre variables de condicion corporal y estado
nuclear de ovocitos recuperados de ovarios de vacas criollas.

Coeficiente de

Estado n P- Valor
Spearman
GV 106 0.17 0.079
GVBD 106 0.03 0.737

GV= Vesicula Germinal intacta, GVBD= Vesicula germinal rota.

Los resultados del estado nuclear de ovocitos segun condicion corporal de las vacas
se muestran en el Tabla 12. La condicion corporal no influyd (P > 0.05) sobre el
estado nuclear del ovocito, sea sobre vesicula germinal intacta o vesicula germinal
rota, evaluados dentro de los 30 min post recuperacion de ovocitos de ovarios de

vacas criollas del matadero.

Tabla 12. Porcentaje del estado nuclear de ovocitos de acuerdo a condicion corporal de
vacas criollas del matadero (P > 0.05).

Ovocitos Estado nuclear

Condicién corporal n GV GVBD
Baja (< 1.5) 44 97.40 2.60
Moderada (2 a 2.5) 274 95.20 4.80
Alta (>3) 38 95.00 5.00

GV= Vesicula germinal intacta, GVBD= Vesicula Germinal Rota
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5.2 Discusion
5.2.1 Cantidad de ovocitos segun condicién corporal

El promedio total de ovocitos recuperados encontrados en este estudio fue 4.85 +
0.17 ovocitos por ovario, que son similares al reporte de Gomez et al. (14) quienes
encontraron 4.26 ovocitos recuperados por ovario mediante técnica de recuperacion
por aspiracién folicular de ovocitos bovinos criollos; en otro estudio reportaron un
promedio de 4.5 + 1.0 ovocitos por ovario recolectados de vacas mestizas por
Aspiracion (15); por otro lado, Zarate (16) obtuvo un promedio de recuperacion de
6.11 ovocitos por ovario de vacas del matadero con la misma técnica de aspiracion.
Mientras para los ovocitos viables fue 3.83 £ 0.15, valores que son mayores a 2.08
ovocitos de calidad (categorias Ay B ) por ovario (14); 2.9 ovocitos de categoria A
y B (16); la raz6n probablemente sea porque estos autores usaron una clasificacion
de cuatro categorias A, B, C y D, mientras en el presente estudio se clasificacion fue

en tres categorias A, B, C.

De acuerdo a la condicion corporal, la cantidad de ovocitos recuperados en este
experimento fue similar entre los tres tipos de condicion corporal. Kouamo et al. (63)
encontraron para condicion corporal flaca 9.59 + 0.82 y para gorda 9.87 + 1.52
ovocitos por ovario, encontrando mayor cantidad 12.50 = 0.87 de ovocitos por ovario
para la condicion corporal regular de vacas. Por otro lado, la cantidad de ovocitos
viables encontrados en este estudio fueron diferentes, encontrandose mayor cantidad
de ovocitos viables para la condicion corporal alta (4.96 £ 0.25) y menor ovocitos
para la condicion corporal baja (2.14 + 0.25), comparado estos resultados con
estudios de Kouamo et al. (63) encuentran mayor (7.42 + 0.49) cantidad de ovocitos
viables (1'y I1) para produccion de embriones in vitro en la condicion corporal regular.
En ambos estudios la clasificacion de condicion corporal fue de 1 a5y en tres grupos;
sin embargo, en nuestro estudio el criterio de agrupacion fue con valores intermedios
de una unidad, siendo la condicién corporal 3 alta, mientras en la clasificacion de
ellos la condicién corporal mas alta fue de 4 a 5; en consecuencia, probablemente en
la condicidn corporal 3 se obtiene mayor cantidad de ovocitos por ovario viables para
maduracion in vitro. Ademas, las diferencias podrian ser atribuidas a factores de

genética racial y nutricion.
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El bajo rendimiento de ovocitos de vacas con condicion corporal menor puede estar
relacionado con el nivel de energia en la dieta, por tanto, las vacas de condicién
corporal < 2 tienen menos foliculos en desarrollo durante la fase lutea del ciclo estral
y tienden a producir menos durante la fase folicular que las vacas con condicion

corporal > 3 (67).
5.2.2 Calidad de ovocitos segun condicién corporal

La asociacién entre condicion corporal y tipo de ovocito encontrada en el presente
estudio explica que a mayor condicién corporal hay mayor cantidad ovocitos de tipo
Ay B, mientras a menor condicién corporal hay mayor nimero de ovocitos tipo C,
esta asociacion negativa estaria relacionada con la cantidad de ovocitos tipo C
procedentes de los foliculos de ovarios de vacas de condicion corporal baja (< 1.5).
En consecuencia, la condicion corporal tendria asociacion con el tipo de ovocitos
encontrados. Similares resultados fueron reportados por Ruiz et al. (18) quienes
realizaron el analisis de correlacién no paramétrica revelando una asociacion
negativa significativa de -0.816 (p < 0.05) entre ovocitos tipo C y condicion corporal
de vacas mestizas al parto. En otro estudio, al realizar el analisis de correlacion no
paramétrica encontraron una relacion de 0.75 (P < 0.05) entre los ovocitos tipo Ay

las vacas alimentadas con alto nivel energético (19).

La condicidn corporal esta determinada por los nutrientes que el animal ingiere, estos
desencadenan procesos metabolicos que afectan la foliculogénesis, ovogénesis que

repercuten en la calidad del ovocito (3).

La mayor cantidad de ovocitos de calidad tipo A y B encontrados en foliculos
provenientes de vacas de condicion corporal moderada a alta, explicaria que la
condicion corporal tiene efecto. Siendo la condicion corporal alrededor de 3 en escala
1 a5 (1=flaca; 5 = obesa) la que ofreceria mayor nimero de ovocitos tipo A. Los
resultados coinciden con reportes, donde se evidencia que las vacas alimentadas con
alto nivel energético presentaron mayor nimero de ovocitos tipo A; evidenciandose
que el nivel de alimentacion afect6 significativamente (P<0.05) el porcentaje de
ovocitos tipo A (19). Por otro lado, el menor nimero de ovocitos encontrados en el
presente estudio es similar al analisis de varianza no paramétrico que detecto un

efecto altamente significativo entre condicion corporal al parto y ovocitos tipo C (18).
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La condicidn corporal de las vacas afecta la cantidad de ovocitos de buena calidad;

las vacas de condicion 1 tienen una calidad menor (68).

El nivel de alimentacién afecta la calidad de los ovocitos, en particular los del tipo
A, atribuido a que las restricciones nutricionales, las del tipo energético, podrian
afectar los mecanismos de la actividad reproductiva (19). La condicion corporal
afecta la calidad inicial de los ovocitos recuperados in vivo; se obtiene mayor tasa de
ovocitos de buena calidad de condicion corporal 2 y 3, en comparacién con la
condicion corporal 1; es decir, las vacas con condicion corporal baja tienen ovocitos
de menor calidad, que las vacas con una condicién corporal promedio de 3, siendo

estos ovocitos de calidad 6ptima para la produccién de embriones in vitro (68).

Estd demostrado que el cambio de la condicion corporal tiene efecto sobre el
rendimiento reproductivo en general, asi las vacas que muestran una buena condicién
corporal en el parto tendran un buen rendimiento reproductivo; se obtuvieron mejores
resultados en vacas en buen estado corporal (puntaje superior a 3.5) en el parto y en
la primera inseminacion artificial, y en aquellas que mostraron una pérdida leve o

moderada en el estado corporal posparto (menos de 1 unidad) (69).

La influencia de la condicion corporal sobre la calidad de los ovocitos podria estar
relacionado con el entorno metabdlico de los foliculos ovéricos que tienen gran
influencia en el crecimiento y la maduracion de los ovocitos, principalmente el perfil
de &cidos grasos de los foliculos y ovocitos, siendo los acidos grasos saturados
perjudiciales para el desarrollo de ovocitos, mientras los acidos grasos insaturados
podrian ser beneficiosos; posiblemente las cantidades relativas de diferentes acidos
grasos saturados, monosaturados y poliinsaturados determinan la capacidad de

fertilizacion de los ovocitos (70).

La condicién corporal depende del nivel de consumo de alimentos, estos cambios;
ademas, de influir en el equilibrio energético de los animales, también promueven
cambios en las concentraciones de hormonas y metabolitos, como glucosa, insulina,
leptina, IGF-1 y hormonas reproductivas (71). Existe influencia de la glucosa-
insulina, IGF-1 vy la leptina en la modulacion de la secrecion de gonadotropinas y
esteroides (72). Las hormonas esteroideas se derivan del colesterol, que es un sustrato

esencial para la sintesis de progesterona en las células foliculares (73).
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Una de las principales formas de la utilizacion de glucosa por el ovocito se obtiene a
través de la via glucolitica, en la que la glucosa-6-fosfato se convierte en piruvato, el
principal sustrato energético utilizado por el ovocito (71). La actividad glucolitica
contribuye a la produccion de ATP y proporciona piruvato y equivalentes reductores
para una mayor oxidacion dentro de la célula, asi como el suministro de otros
metabolitos intermedios, especialmente para la glucosilacién; la via pentosa fosfato
comienza con la oxidacién de glucosa a glucosa-6-fosfato y se requiere para la
formacion de ribosa para la sintesis de ADN y ARN (74). El destino de la glucosa
dentro de complejo ovocito cumulus es principalmente la produccién de piruvato /

lactato, siendo estos los sustratos preferidos de los ovocitos (75).

Por otro lado, el tipo de dieta parece alterar la expresion de genes involucrados con
la calidad y competencia de los ovocitos (76). La condicion corporal que depende de
la dieta; por tanto, el impacto de la nutricion en la expresion génica y la competencia

de los ovocitos en la fertilidad y la eficiencia reproductiva se hace evidente (77).

Los nutrientes y la condicion corporal del animal, posiblemente tengan influencia
sobre el metabolismo del ovocito, el mismo que es complejo, probablemente la
glucosa, piruvato y otros compuestos bioquimicos; ademas, de factores de
crecimiento, expresion de genes, hormonas metabdlicas y reproductivas, y otros
compuestos estén involucrados con el desarrollo del ovocito, los que afecten la

calidad del ovocito.
5.2.3 Estado nuclear de ovocitos segun condicion corporal

En el presente estudio, la condicion corporal no afectd la cantidad de ovocitos en
estado nuclear de vesicula germinal intacta ni rota. La reanudacion de la meiosis del
ovocito, se realiza por altos niveles de LH o por accién mecanica. En este caso se
realizO por acciébn mecénica aspirando el ovocito del ambiente folicular,
probablemente no fue suficiente el tiempo para la reanudacion de meiosis
evidenciado con vesicula germinal rota, debido a que se fijo con etanol y &cido
acético dentro de los 30 min. Este tiempo posiblemente no sea suficiente para la
descomposicion de la membrana de la vesicula. Comparado este tiempo a
investigaciones en otras especies, basada en las observaciones en diferentes
momentos la posicion de la vesicula germinal en los ovocitos humanos no fueron

estables, se movid en el ooplasma hasta que comenzé a descomponerse; ademas, el
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nucleolo se movio en todas las direcciones dentro de la vesicula germinal; por otro
lado, el nucleolo de la vesicula germinal en los ovocitos del raton fue relativamente
estacionario; poco después de la descomposicion nucleolar, la membrana nuclear
comenzo a descomponerse alrededor de 29 min (21). En otro estudio, se informa que
los ovocitos competentes para pasar a la etapa de vesicula germinal rota cultivados
in vitro demoran mas tiempo que in vivo, probablemente por tener insuficientes
moléculas del ciclo celular necesarias para impulsar la reanudacion de la meiosis,

alcanzando alrededor de 10% de vesicula germinal rota entre 90 a 115 min (78).

Por otro lado, los tamafios foliculares de los cuales se aspiraron los ovocitos fueron
entre 2 a 8 mm de didametro. La reanudacién de la meiosis puede ocurrir a través de
la anulacion del ambiente de inhibicion mediante la eliminacion del contacto entre
ovocito y su envoltura folicular (45). Tedricamente, los foliculos antrales con un
diametro de 2 a 5 mm contienen ovocitos con competencia nuclear y citoplasmatica
dependientes de los componentes intracelulares que pueden establecerse antes de la
formacion de foliculos antrales y acumularse durante su crecimiento (38). Los
ovocitos inmaduros son arrestados en el primer proceso meiético profase, que se
identifica morfolégicamente por una vesicula germinal; la eliminacion del primer
blogqueo meidtico marca el inicio de la maduracion, en este proceso gran cantidad de

moléculas estan involucradas en secuencias complejas (45).

En maduracion in vitro de ovocitos, el reinicio de la meiosis es inducido
espontaneamente al colocar los ovocitos a los medios de maduracion. Siendo estos
ovocitos capaces de completar la meiosis, sin embargo, no son capaces de
desencadenar la maduracion intracitoplasmética adecuadamente, por lo que sera
afectado la fecundacion y los procesos posteriores del desarrollo embrionario (41).
Convencionalmente la maduracion in vitro requiere un tiempo de 24 h, mientras el

tiempo de paso de vesicula germinal intacta a rota en el ovocito todavia no esta.

La maduracion de ovocitos esta relacionada por el sistema endocrino que esta
determinado por el equilibrio de las sefiales positivas (IGF1, leptina) y las sefiales
negativas (Ghrelina) en las neuronas GnRH; los factores nutricionales también
influyen directamente en los foliculos ovaricos, los ovocitos y los embriones, en
consecuencia, la nutricion determina la condicion corporal en la vaca, esta a su vez
la fertilidad (70).
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Varios estudios demostraron que los componentes bioquimicos del liquido folicular
son importantes para regular el desarrollo folicular y la esteroidogénesis. Ademas,
las concentraciones de estos componentes se han correlacionado con la capacidad
meidtica de los ovocitos, los que afectan la calidad de los ovocitos (79). Por otro
lado, el tipo de dieta parece alterar la expresion de genes involucrados con la calidad
y competencia de los ovocitos (76). La condicion corporal que depende de la dieta;
por tanto, el impacto de la nutricion en la expresion génica y la competencia de los
ovocitos en la fertilidad y la eficiencia reproductiva se hace evidente (77). Estos
factores que influyen sobre la maduracidn de ovocitos posiblemente se reflejen en un
proceso completo de 24 h de maduracion in vitro; en el presente estudio se observo
que la vesicula germinal rota fue alrededor del 5%, la misma que se atribuiria al
tiempo corto, desde la aspiracion del ovocito de los foliculos (2 a 8 mm
aproximadamente) hasta la observacion del estado nuclear que fue dentro de 30
minutos, en consecuencia, estos resultados sugieren que posiblemente dicho tiempo
no sea suficiente para evidenciar el efecto de la condicion corporal del animal sobre

la maduracion inicial del ovocito en bovino Criollo.
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

A mayor condicion corporal se obtuvo mayor cantidad de ovocitos viables para
produccion de embriones in vitro por ovario, procedentes de vacas criollas del matadero.

Existe asociacién positiva entre condicidn corporal y calidad de ovocito tipo A y B,
mientras con el tipo C la asociacion fue negativa, en los ovocitos recuperados de ovarios
de vacas criollas del matadero.

La condicion corporal afectd sobre la calidad de ovocitos, se obtuvo mayor cantidad de
ovocitos tipo A 'y B en vacas criollas del matadero con condicion corporal moderada y
alta.

No se encontrd asociacion entre condicion corporal y ovocitos con vesicula germinal
intacta ni ovocitos con vesicula germinal rota en vacas criollas del matadero.

La condicion corporal no afectd sobre el estado nuclear del ovocito vesicula germinal
intacta o rota en vacas criollas del matadero

6.2 Recomendaciones

Realizar investigaciones con mas variables de estudio relacionando con la condicion
corporal y calidad de ovocito.

Evaluar la condicion corporal, peso corporal, peso del ovario, nimero de foliculos sobre
la calidad de ovocitos.

Evaluar los estados nucleares de los ovocitos hasta la metafase Il en procesos de
maduracion in vitro, relacionando con la condicion corporal.
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Tabla 13. Base de datos de ovocitos aspirados y evaluados de ovarios de vacas criollas del
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= =T -2 =<
= =T en (%] n o = =T oo L wa wa
g s | E|E| 8| 8|8 g = | E|E&|&| 8|8
= ElEl=|l=2g2|sg = El=zlz|l=l2|=2
Sl s AN A Sl = SE|2|2|8|2|8
=l 2|o|B8|8|8|8|8|3 = | 2|lo| 818|818l 5|3
sl 212|3|3|3|3|3]|3 sl 2|l2|3|3|s8|3|3]|3
SIS |S|E|E|IE|E|E]|E EIS|IS|E|E|2|E|E| =
= [=] el )= = [ = = | +— | — = (=] Ll = = — — = —
101 CC2 2.0 r ] 3 o B 6 157 CCcz2 2.5 8 3 o 2 5 3
102 CC2 2.0 5 o 1 1 2 1 158 CCz2 2.5 9 2 1 o 3 3
103 CC2 2.0 8 2 2 1 5 4 159 CCz2 2.5 4 1 1 o 2 2
104 CC2 2.0 5 2 2 o a4 A 160 CC2 2.5 = 1 2 1 a4 3
105 CCz2 2.0 r 1 2 1 4 3 161 CCz2 2.5 a8 o 1 2 3 1
106 CC2 2.0 3 1 o o 1 1 162 CCz2 2.5 r 2 1 2 5 3
107 CC2 2.0 9 1 2 1 4 3 163 CCz2 2.5 r 3 2 o 5 5
108 CC2 2.0 B 2 o o 2 2 164 CC2 2.5 4 1 1 o 2 2
109 CC2 2.0 =1 1 2 2 5 3 165 CC2 2.5 a4 LS =1 1 11 10
110 CCz2 2.0 r 2 4 o o o 1060 CC2 2.5 4 1 1 (n] 2 2
111 CCz2 2.0 3 2 o o 2 2 167 CC2 2.5 11 3 2 1 o 5
112 CC2 2.0 9 2 3 o 5 5 168 CCz2 2.5 4 4 B o 10 10
113 CC2 2.0 B ] 2 o 5 5 169 CCz2 2.5 8 2 o 2 4 2
114 CC2 2.0 7 1 1 1 3 2 170 CC2 2.5 =1 2 2 (u] a4 a4
115 CC2 2.5 15 5 4 3 12 9 171 CCz2 2.5 11 3 2 1 o 5
116 CC2 2.5 g (1] 2 1 3 2 A72 CC2 2.5 5 2 1 1 g 3
117 CC2 2.5 8 1 2 2 5 3 173 CCcz2 2.5 8 2 3 2 r 5
118 CC2 2.5 5 ] o 2 5 3 174 CCz2 2.5 13 3 r 2 12 10
119 CC2 2.5 12 2 a4 3 = (=Y 175 CC2 2.5 a4 1 1 1 3 2
120 CC2 2.5 4 2 o o 2 2 176 CC2 2.5 a8 2 3 1 =3 5
121 CC2 2.5 5 3 o o 3 3 A77 CCz2 2.5 9 3 3 3 9 o}
122 CC2 2.5 5 2 3 o 5 5 178 CCcz2 2.5 B 2 o 2 4 2
123 CC2 2.5 3 2 o o 2 2 179 CCcz2 2.5 13 4 3 2 9 r
124 CC2 2.5 2 A a4 ] 2 2 180 CC2 2.5 2 =3 3 2 11 =
125 CC2 2.5 =3 3 2 2 7 5 181 CC2 2.5 14 2 5 2 9 7
126 CC2 2.5 8 4 1 o 5 5 182 CCz2 2.5 10 3 3 1 r o}
127 CC2 2.5 8 1 2 2 5 3 183 CCz2 2.5 9 4 2 o B B
128 CC2 2.5 5 1 o 2 3 1 184 CC2 2.5 15 2 4 3 9 B
129 CC2 2.5 a4 2 1 o 3 3 185 CC2 2.5 a8 2 a4 2 a8 (=3
130 CC2 2.5 5 1 1 1 3 2 186 CC2 2.5 =1 3 o 2 5 3
131 CC2 2.5 5 3 1 o gq £ 187 CC3 3.0 r 2 1 (0] 3 3
132 CC2 2.5 10 5 3 1 9 8 188 CC3 3.0 4 2 1 o 3 3
133 CC2 2.5 12 4 2 o B 6 189 CC3 3.0 9 3 2 o 5 5
1234 CC2 2.5 10 3 2 2 7 5 190 CC3 3.0 11 2 a4 1 7 (=3
135 CC2 2.5 5 1 1 1 3 2 191 CC3 3.0 =1 2 1 1 a4 3
1356 CC2 2.5 ol 2 1 1 4q 3 192 CC3 3.0 r 3 1 1 5 4q
137 CCcz2 2.5 10 1 2 1 4 3 193 CC3 3.0 5 3 1 o 4 4
138 CC2 2.5 10 2 3 2 r 5 194 CC3 3.0 10 ] 2 o 8 8
139 CC2 2.5 4 1 1 o 2 2 195 CC3 3.0 11 o 2 1 8 r
140 CC2 2.5 10 A 2 1 7T (=) 196 CC3 3.0 10 2 1 1 a4 3
141 CC2 2.5 8 4 2 2 8 (] 197 CC3 3.0 8 2 4q (n] ol ol
142 CC2 2.5 B ] o 1 4 3 198 CC3 3.0 5 3 o o 3 3
143 CCcz2 2.5 15 4 3 4 11 r 199 CC3 3.0 8 4 2 o B B
144 CC2 2.5 9 2 3 3 8 5 200 CC3 3.0 r 3 1 o 4 4
145 CC2 2.5 10 2 1 1 a4 3 201 CC3z 3.0 7T 2 3 1 =1 5
145 CC2 2.5 15 7T 3 4 14 10 202 CC3 3.0 r 3 1 (n] 4 4
147 CC2 2.5 8 4 3 o r r 203 CC3 3.0 r ] 1 1 8 r
148 CC2 2.5 10 4 1 1 B 5 204 CC3 3.0 8 2 1 1 4 3
149 CC2 2.5 B 2 2 2 B 4 205 CC3 3.0 r 2 1 o 3 3
150 CC2 2.5 7T 3 2 o 5 5 206 CC3 3.0 = 5 2 (n] 7T 7T
151 CC2 2.5 10 4 4 3 11 a8 207 CC3 3.0 13 5 2 1 a8 7
152 CC2 2.5 o 2 3 1 o 5 208 CC3 3.0 11 5 2 1 8 r
153 CC2 2.5 8 ] o 2 5 3 209 CC3 3.5 11 o 2 1 8 r
154 CC2 2.5 9 2 3 o 5 5 210 CC3 3.5 10 2 1 1 4 3
155 CC2 2.5 =1 2 ] ] 2 2 211 CC3z 3.5 = 2 a4 1 7 =1
156 CC2 2.5 =3 2 o o 2 2 212 CC3 3.5 11 2 3 (n] 5 5

CC = Condicidn Corporal
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Tabla 14. Base de datos de ovocitos segun estado nuclear: Vesicula germinal intacta y rota
de vacas criollas del matadero segun condicion corporal.
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| Bls|E =
a L] = I i a_
< ElE |23 Z
2 2| S | S| = o
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= = = T = =
5 2| = | =B 2
= = P i = =
= o S| 8 | 8|8 =
a = b= = = o a
= = | = = = | = Nl
= = [ = a i
o =l =28 |88 €| @
E|E|z|l=2|EBB|B|2 8|2 =
= = = e Bl L E|L ©
1 CC1 1.5 2 2 o 1000 oo
2 CCl 1.5 L 3 3 o 1O O o0
3 CC1 1.5 5 3 O 1000 o0
4 CC1 1.5 5 3 O 1000 o0
5 CC1 1.5 & L 3 o 1O O o0
&6 CCl1 1.5 A 2 O 1000 ]
F o1 1.5 2 2 O 1000 o0
8 CC1 1.5 r 5 o 1000 oo
9 CCl 1.5 & L 3 1 S0.0 200
10 <1 1.5 =] £ O 1000 o0
11 <1 1.5 2 2 O 1000 o0
12 CC1 1.5 2 2 o 1O O o0
12 CC1 1.5 3 L O 1000 ]
14 CC1 1.5 =] £ O 1000 o0
1 CC2 2.0 10 ] o 1000 ]
2 CC2 2.0 & 3 o 1O O o0
I CC2 2.0 £ 3 O 1000 o0
A4 CC2 2.0 5 £ 1 20.0 2000
5 CC2 2.0 & 3 o 1O O o0
& CC2 2.0 5 3 o 1O O o0
F o2 2.0 3 3 1 Fa.0 25.0
8 CC2 2.0 11 =] o 100 ]
9 CC2 2.0 =8 5 o 1O O o0
10 CC2 2.0 9 3 O 1000 o0
11 &2 2.0 ) £ 1 20.0 2000
12 CC2 2.0 & 2 o 1O O o0
13 CCz2 2.0 =8 3 o 1O O o0
14 2 2.0 3 3 O 1000 o0
15 2 2.0 ) 3 l 1000 ]
16 CCz2 2.0 12 2 o 1O O o0
17 CC2 2.0 5 3 l 1000 ]
18 CC2 2.0 £ 2 O 1000 o0
19 CCz2 2.0 L 3 2 o 1O O o0
20 CC2 2.0 10 2 o 1O O o0
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21 CCZ2 2.0 7 2 ] 0O o0
22 CC2 2.0 o 2 ] OO OO
23 CC2 2.0 = =] il OO il
249 CC2 2.0 11 2 1 BG. 7 33.3
25 CC2 2.0 7 2 ] 0O o0
20 CCZ2 2.0 o P | ] OO ]
27 CC2 2.0 7 2 1 BG. 7 33.3
28 CCZ2 2.0 7 5 ] 0O o0
29 CCZ2 2.0 5 2 ] OO OO
3I0 CC2 2.0 = 2 1 B6. 7 I3.3
3L CCZ2 2.0 2 2 ] A0 O o0
32 CCZ2 2.0 10 £ ] 0O o0
33 CC2 2.0 7 2 1 0.7 33.3
34 CC2 2.0 (=] ! ] 0O o.0
35 CC2 2.0 =] 2 ] 0O o0
In CCZ2 2.0 is & 1 25,7 14 .3
3IF CC2 2.0 i =] il OO il
I8 CCz2 2.0 ] 3 ] A0 O o0
39 CCZ2 2.0 = 3 ] 10O oo
A CC2 200 5 2 i ] OO ]
A1 CC2 200 = 2 ] A0 O o0
A2 CC2 200 7 2 ] 0O o0
AZ CC2 2.0 £ 3 ] OO OO
A4 CC2 2.5 17 & 1 s85.7 18,3
A5 CC2 2.5 - 5 ] A0 O o0
Ag CC2 2.5 o 3 ] 10O oo
AT CC2 2.5 = . | i ] OO ]
A5 CC2 2.5 = 3 ] A0 O o0
A9 CC2 2.5 £ 3 ] 0O o0
50 CC2 2.5 o 5 1 23.3 1.7
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51 CC2 2.5 a8 5 ] Lo O OO
52 CC2 2.5 L 8 2 o OO0 O o0
53 CC2 2.5 11 3 i ] ] o0
549 CC2 2.5 =3 i ] L0 O oo
55 CC2 2.5 =8 e i ] ] o0
S5 CC2 2.5 =2 = ] L0 O oo
57 CC2 2.5 3 a i ] ] o0
S8 CC2 2.5 1= = 1 =233 15.7F
59 CC2 2.5 £ 2 o OO o0
a0 CiCZ2 2.5 9 2 o ] o0
ol CC2 2.5 18 L o OO O
a2 CCZ2 2.5 = =4 o ] o0
a3 CC2 2.5 9 5 o OO O
ad CiCZE 2.5 ra e a S0.0 2000
aS CC2 2.5 =] L o OO0 O o0
oo CC2 2.5 =8 3 i ] ] o0
a7 CC2 2.5 15 =] a SS.7F 1.3
a8 CC2 2.5 a8 = i ] ] o0
209 CC2 2.5 11 =1 ] L0 O oo
T CoC2 2.5 12 e i ] ] o0
FTAL 2 2.5 5 Ea o OO O oo
T2 o2 2.5 143 o a S5.7 1443
FI oOC2 2.5 1 = o OO O oo
T4 CiC2 2.5 10 e o OO o0
TS o2 2.5 16 = o ] o0
Te CC2 2.5 13 o o OO O
FTTF 2 2.5 11 5 ] Lo O OO
TE O CoC2 2.5 10 5 o OO O
T CCZz 2.5 a8 e ] Lo O OO
1 CC=E 3.0 =] 3 o OO0 O o0
2 CCE 3.0 9 2 i ] ] o0
3 CC=E 2.0 9 L ] L0 O oo
[C IO i = T O 11 3 i ] ] o0
S CC=E 3.0 r 2 ] L0 O oo
o CCE I 11 3 i ] ] o0
FOoCE Z.0 r = o OO O oo
8 CC3E IO 11 e a S0.0 2000
9 CCE 3.0 14 1 O AT O L ]
10 CC3E I 10 3 o OO o0
11 = 2.0 1= = a =257 1443
12 3 2.5 13 a o OO O
13 CC3F 3.5 a8 3 ] Lo O OO
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Resultados de procedimientos estadisticos en software InfoStat.

Tabla 15. Prueba de Kolmogorov para normalidad de datos.

Variable Ajuste Media n Estadistico p - valor
Ovaocitos recuperados por ovario Normal (0,1) 4.85 212 0.94 0.0001
Ovaocitos recuperados viables por ovario Normal (0,1) 3.83 212 0.87 0.0001
Calidad de ovocitos A Normal (0,1) 2.12 212 0.75 0.0001
Calidad de ovocitos B Normal (0,1) 1.71 212 0.68 0.0001
Calidad de ovocitos C Normal (0,1) 1.03 212 0.50 0.0001

Tabla 16. Prueba de Kruskal Wallis para ovocitos recuperados por ovario segun
condicion corporal.

Fruebha de Kruskal Wallis

Variable Columnal N Medias gl H =
ColumnaZ T 28 4.14 2 4.4¢6 0.1032
ColumnaZ IT 158 4.88

ColumnaZ IIT 26 S5.46

Columnal: Condicién corporal (I : baja, Il : moderada, Il : alta)

Columna2: ovocitos recuperados por ovario

Tabla 17. Prueba de Kruskal Wallis para ovocitos viables recuperados por ovario segin
condicion corporal.

Variable Columnal N Medias gl H =
Columna3 I 28 2.14 2 2&.832 <0.0001
Columnal IT 158 3.54

Columnad ITI 2K 4.56

Columnal: Condicidn corporal (I : baja, Il : moderada, 111 : alta)
Columna3: ovocitos viables recuperados por ovario
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Tabla 18. Coeficientes de correlacién de Spearman entre condicién corporal y tipos de
ovocitos.

Coeficientes de correlacidn

Correlacidén d= Spesarman

Variakble (1) Variakle(2) n Spearman p-valor

Columnal Columnaz 212 0.4%9 <0.0001
Columnal Columnal 211 0.1le 0.017%
Columnal Columnad 212 -0.1le 0.01e3

Columnal: Condicién corporal
Columna2: ovocitos tipo A
Columna3: ovocitos tipo B
Columna4 ovocitos tipo C

Tabla 19. Prueba de Kruskal Wallis para calidad de ovocitos A. B y C segun condicién
corporal.

FPraelha de Ernskal Walli=s

Varialkhle Colummal M HMedias gl H =
Columnaz I 28 1.00 2 35.05 <0.0001
Columna?2 ITT 158 2_15

Columnaz IIT g .15

Variakble Colummal M Medias gl H =
Columna3 I 28 1.149 2 5.5%9 0.0502
Columna3 IT 157 1.80

Columna3 IITT g 1.77

Variakble Colummal M Medias gl F | =
Columnad I 28 2 .00 2 2F.59 =0.0001
Columnad IT 158 0 .949

Columnad IITIT 26 0. 50

Columnal: Condicién corporal (I: baja, I1I: moderada, I1l: alta)
Columna2: ovocitos tipo A
Columna3: ovocitos tipo B
Columna4: ovocitos tipo C
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Tabla 20. Medidas estadisticas de resumen de condicion corporal y tipos de ovocitos.

Medidas resumen

Columnal Variable n Media D.E. Min Max Suma

I Columnaz 28 1.00 O.77 0.00 3.00 28.00
I Columna3 28 1.14 0.85 0.00 3.00 32.00
I Columnad4 28 2.00 1.02 1.00 4.00 56.00
II Columna2 158 2.15 1.33 0.00 7.00 339.00
II Columna3 158 1.79% 1.41 0.00 8.00 283.00
II Columnad4 158 O0.%4 0.%4 0.00 4.00 14%9.00
ITT Columnaz2 26 3.15% 1.41 2.00 &.00 83.00
IIT Columna3 26 1.77 1.07 0.00 4,00 4&.00
IIT Columnad4 26 0.50 0.51 0.00 1.00 13.00

Columnal: Condicidn corporal (I: baja, Il: moderada, I11: alta)
Columna2: ovocitos tipo A
Columna3: ovocitos tipo B
Columna4: ovocitos tipo C

Tabla 21. Coeficientes de correlacion de Spearman entre condicion corporal y estado de
vesicula germinal intacta o rota.

Coeficientes de correlacidn

Correlacidn de Spsarman

Variable (l) Variable(Z) n Spearman p—valor
Columnal ColumnaZ? 106 0.17 0.0780
Columnal Columna3 106 D.03 0.7375

Columnal: Condicién corporal
Columna2: Vesicula germinal intacta
Columna3: Vesicula germinal rota
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Tabla 22. Prueba de Kruskal Wallis para vesicula germinal intacta, vesicula germinal rota
segun condicién corporal.

Prueba de Eruskal Wallis

Variable Colummnal M Medias gl H =
ColumnaZz T 14 3.14 2 1.62 0.4251
Colummaz ITT = 3.47

Columnaz ITT 13 2.92

Variable Colummnal M Medias gl H =
Columnad T 14 o.07 2 0.40 0.68115
Columma3 IT = .18

Columna3d ITT 13 0.15

Columnal: Condicion corporal (I: baja, II: moderada, Il1: alta)
Columna2: Vesicula germinal intacta
Columna3: Vesicula germinal rota
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Figura 4. Evaluacién de la condicién corporal.

Figura 5. Condicidn corporal 1
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Figura 10. Recuperacion de ovocitos mediante el método de aspiracion folicular.
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Figura 11. Fijacion de ovocitos desnudos.

Figura 12. Calidad de ovocitos.
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Figura 13. Ovocitos tefiidos con Lacmoid post fijacidon con etanol/acido acético.
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Figura 14. Ovocitos con vesicula germinal intacta.
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Figura 15. Ovocitos con vesicula germinal rota.
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