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RESUMEN

La crioconservacion del material genético de camélidos sudamericanos es una
alternativa para preservar y mejorar las diferentes especies de camélidos
existentes en el pais; ya que esto ayuda a garantizar la calidad genética en el

tiempo para experimentacion y optimizacion reproductiva de la especie.

La crioconservacion del ovocito de la llama se la realiz6 aplicando la técnica
de vitrificaciébn que es un proceso rapido y sencillo; y a su vez el mas

recomendado para preservar a los ovocitos de todas las especies.

Estas llamas fueron super ovuladas para una mayor eficacia con el fin de
obtener la mayor cantidad de ovocitos en metafase Il; ya que el objetivo
primordial de este trabajo es el mejoramiento genético y repoblacion de
camélidos sudamericanos (Lama glama), asi como el evaluar la

crioconservacion de ovocitos del mismo.

El presente trabajo se realizd en el laboratorio de biotecnologia de la
reproduccion animal de la Universidad Técnica de Cotopaxi con llamas del
camal que estaban destinadas al faenamiento; con los ovarios se pudo extraer
los ovocitos en metafase 11 los cuales fueron crio conservados con la técnica de

vitrificacion.

Los resultados obtenidos fueron de 20 ovocitos recolectados y 16 ovocitos
vitrificados; para establecer confianza de la técnica de vitrificacidn se observé
la viabilidad de los ovocitos congelados, la cual se realizé des-congelando el
5% del total de la muestra.

Con ello se pudo concluir que la técnica de vitrificacion es apropiada para crio
conservar los ovocitos ya que no hubo ningin cambio en la morfologia del

ovacito teniendo asi un 100% de viabilidad.



ABSTRACT

The cryoconservation of genetic material in southamerican camelids is an
alternative to preserve and improve the different species of in the country,
because this helps ensure the genetic quality in time for experimentation and
optimize the reproduction of species, the oocyte cryoconservation of the Llama
it is performed using the vitrification technique is a quick and simple process,
and most recommended in order to maintain the oocytes of all species. These
Ilamas were well ovulated for a greater efficiency in order to get the main
quantity of oocytes at metaphase 11, the first objective of this research is the
genetic improvement and breeding of camelids (Lama glama ) and to evaluate
the oocyte cryoconservation. This one was performed in the of biotechnology
laboratory in animal reproduction at the Technical University of Cotopaxi with
Ilamas that were assigned for slaughter, the ovaries could be extracted the
mature oocytes which were cryoconserved, it made the defrosting of 5% of the
total sample; it because concluded that vitrification technique is appropriate for
cryconserved the oocytes because there was not change in the morphology of

the oocytes and having a 100 % feasibility.
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INTRODUCCION

Los camélidos sudamericanos son especies muy importantes en la economia de
los pobladores de las comunidades alto andinas, por constituir una fuente de
carne, fibra y trabajo para los criadores que habitan las zonas; estos animales
utilizan extensas areas de praderas naturales, esta crianza se desarrolla en
condiciones de comunidades campesinas; pero la produccién y productividad

es muy baja.

Es por ello que se requiere trabajar en el campo de la investigacion para
contribuir a mejorar los niveles de produccion y productividad, tomando en

cuenta que los productores desarrollan una crianza tradicional.

Se han realizado diferentes investigaciones en varios paises como Per( y Chile;
desarrollando alternativas en cuanto al avance de biotecnologias de la
reproduccion como es la inseminacion artificial, la transferencia de embriones,
desarrollo de protocolos de fecundacion in vitro y criopreservacion de material
genético. Dando resultados favorables para la repoblacion de camélidos
sudamericanos en vista de ello se realiz0 esta investigacion para incrementar

bases bibliograficas en el Ecuador.

En las investigaciones realizadas se concluy6é que pese a la problematica, la
aplicacion de biotecnologias reproductivas podria contribuir rapidamente a
superar los bajos indices reproductivos logrando la obtencién de animales de
alto valor productivo formando nucleos genéticos que pueden proveer

reproductores para los productores.

El objetivo de este trabajo es reunir la informacion disponible sobre el
mejoramiento genético y repoblacion de camélidos sudamericanos (Lama
glama), se espera optimizar el material genético de los camélidos es asi que se
plantea el siguiente objetivo que es la evaluacion de la crioconservacion de

ovocitos en llamas (Lama glama); despejando las dudas de la hipotesis
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planteadas asi como determinando las diferentes conclusiones en cuanto se

refiere a la investigacion.

Por lo antes expuesto el presente trabajo buscd conseguir los siguientes

objetivos.
OBJETIVO GENERAL.:

Evaluar la crioconservacion de ovocitos en llamas (Lama glama) en el
laboratorio de la biotecnologia de la reproduccion de la carrera de Medicina
Veterinaria de la Universidad Técnica de Cotopaxi.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Definir el total de ovocitos recolectados de los ovarios post mortem.

2. Determinar el ndmero de ovocitos ya maduros para la
crioconservacion.

3. Evaluar la viabilidad de los ovocitos vitrificados mediante la

descongelacion del 5% del total de la muestra.

Las hipétesis que se plantearon fueron las siguientes:

HIPOTESIS NULA:
La crioconservacion de ovocitos de llama (Lama glama) no es eficiente para la

crioconservacion.
HIPOTESIS ALTERNATIVA:

La crioconservacion de ovocitos de llama (Lama glama) es eficiente para la

crioconservacion.

13



CAPITULO |

1. REVISION LITERARIA

1.1 ORIGEN DEL CAMELIDO SUDAMERICANO

(Llama)
Es la forma doméstica del guanaco y fue posiblemente el primer animal que

domestic6 el hombre andino hace unos 8 000 afios es uno de los més
importantes de épocas pre-hispanicas; cuando los espafioles Ilegaron quedaron
admirados con la llama (Lama glama), pues a diferencia del caballo, que
necesita una racion diaria de comida bien balanceada, herrajes, arnés, y silla
para transportar carga, la llama posee una fisonomia apropiada para ello y
puede alimentarse tan solo con hierba que crece en cualquier lugar de los
Andes; vive desde Colombia hasta Bolivia, norte de Argentina y noreste de
Chile, la mayoria habita los Altos Andes, a mas de 3 800 msnm., se estima que
existen aproximadamente 2.5 millones de llamas a nivel mundial. (Urrutia,
2006)

Los cameélidos pertenecen al orden de los Artiodactyla, son animales de
ovulacion inducida y de reproduccion mono estacional; poseen tres estbmagos
y una flora ruminal activa que maximiza la utilizacién de la proteina y de la
fibra; la primera es muy escasa en los pastos de su habitat, pero la segunda, en
cambio, abunda mucho alli, el periodo de vida util es de 14 afios; sin embargo,
su fertilidad, bajo el control del hombre, es relativamente baja: llega al 50 por
ciento. (Cardozo, 2005)

La llama es el camélido sudamericano de mayor tamafio pudiendo llegar entre
100 y 129 kilogramos aproximadamente. Produce una fibra mas gruesa que la
de la alpaca; existen dos razas de llamas C’cara (pelada) produce mayor
cantidad de fibra, pero muy quebradiza; la fibra se extiende desde la frente

hasta el tren posterior, sin llegar a cubrir sus extremidades. El segundo raza es
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Ch’aku (lanuda) se caracteriza por tener un cuello largo y fuerte, la cara y la

cabeza son limpias sin pelos. (Sepulveda, 2011)

Los cameélidos sudamericanos poseen ciertas caracteristicas reproductivas que
los hacen diferentes de otros animales de granja. Por ejemplo, las hembras en
edad reproductiva muestran periodos extendidos de receptividad sexual al
macho y pueden copular en cualquier época del afio. La hembra es de
ovulacion inducida, la gestacion dura aproximadamente 11,5 meses y la
placenta es de tipo difuso; el macho copula entre 5 a 50 minutos emitiendo un
sonido gutural caracteristico y deposita el semen el los cuernos uterinos.
(Cardozo, 2005)

1.2 PUBERTAD

El comienzo de la pubertad de los camélidos sudamericanos es alrededor de los
12 a 13 meses, mientras que en el macho pareciera estar determinada alrededor
de los 2 afios de edad. La presencia de la pubertad esta relacionada con el
estado nutricional, alcanzandola con un 60% del peso adulto. (Estudio FAO,
2006)

1.3ANATOMIA DEL APARATO REPRODUCTOR
DE LA HEMBRA

1.3.1 Ovarios
Son 6rganos pares localizados en la cavidad abdominal, estan fijados por el

mesovario y envueltos por la bolsa ovarica, son de forma ovalada en hembras
pre-puberes, la superficie ovérica es lisa; en cambio, en hembras en estado
reproductivo, es irregular debido a la presencia de foliculos en varios estadios
de desarrollo, mide de (1,3-25 x 1,4-25 x 0,5-1,0cm), con la presencia
del cuerpo luteo, con pequefios foliculos que no se pueden ser detectados por
palpacion (1 a 3 mm) el peso ovarico se incrementa, ya que pesade 1,2a1,7 g

lo que representa la mayor proporcién del peso total del ovario. (Garcia, 2005)
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1.3.2 Vulva
Externamente es el érgano mas visible es una apertura orientada verticalmente

de 2,5 a 3,0 cm de longitud; tiene labios externos bien definidos, que en la
parte inferior terminan con una protuberancia, no se observan cambios
marcados en el aspecto de la vulva en relacion a los ciclos foliculares, se le
puede notar tumefacta y algo hinchada en hembras muy préximas al parto y en
algunas hembras estan predispuesta a sufrir infecciones del tracto reproductivo
por un problema de conformacion, cuando la vulva esta demasiada inclinado
hacia adelante (en vez de vertical) las heces contaminan la vagina; esto lleva a
infecciones que reducen la fertilidad de la hembra. (Estudio FAO, 2006)

1.3.3 Oviductos
Son tubos delgados y sinuosos que unen el ovario con el Gtero tienen un

didmetro es de 2 a 3 mm, su extremidad proxima al ovario se ensancha a
manera de embudo, formando una verdadera bolsa que envuelve el ovario; esta
estructura sirve para recibir los 6vulos liberados del ovario la porcion ovarica
del oviducto tiene mayor importancia en la fertilidad, ya que alli se efectia la

fecundacion. (Sepulveda, 2011)

1.3.4 Utero
El aspecto general del Utero hace acordar al de la oveja, no obstante existe una

diferencia importante, tiene una marcada bifurcacion de los cuernos y cuando
esta en relajacion tiene una forma de T tipica, el Gtero esta conformado por los
cuernos uterinos, el cuerpo uterino y el cérvix o cuello; el cuerno izquierdo es
mas largo que el derecho de 10-12 cm vs 7-8 cm y tiene un grosor de 4-5 cm en
la base y 3 cm en la punta el cuerpo uterino derecho es pequefio, con no mas de
2.5 cm de largo y alrededor de 5 cm de ancho, el cuello o cérvix presenta de 2-
3 anillos y la parte vaginal del cérvix no supera el cm de largo y presenta
pliegues radiales, cuya imagen al espéculo recuerda a una evaginacion de la
mucosa (ectopion) esta no posee tapon mucoso y esta cerrado, aunque no
consistentemente en la hembra no gravida, teniendo esto un significado
adaptativo de la estructura cervical al hecho de que la hembra no gravida

presenta celo permanente; la afirmacion de algunos autores de que la forma del
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cérvix uterino se debe a su adaptacion a la forma del glande del pene, en una
supuesta analogia con la especie porcina y asumiendo una eyaculacion intra

cervical, no parece ser muy consistente. (Garcia, 2005)

1.3.5 Ligamento Ancho o uterino
El ligamento ancho o ligamento uterino es una formacion del mesenterio que

mantiene al aparato reproductor en su posicion predominantemente pelviana en
la hembra no gravida, la parte izquierda del ligamento es ligera- mente mayor
que la derecha y esta diferencia de tamafio ya se verifica en el recién nacido;
dado que la porcidon izquierda es grande, cuando se produce una contraccién
del cuerno izquierdo, se genera un pliegue en el ligamento y el ovario se coloca
encima de dicho pliegue, el pediculo del ovario es largo y la ubicacion del
ovario izquierdo no es estable y en esa forma no siempre es facil de palparlo
como el derecho; la bolsa ovarica es mayor que la de los otros animales y esta
dividida por un septo en dos cdmaras la lateral y la medial, la primera
corresponde al infundibulo. (Frank, 2000)

1.3.6 Vagina
La vulva da entrada a la vagina, un érgano de forma tubular, a través del cual

penetra el pene del macho durante la copula y sale la cria en el momento del
parto; normalmente la vagina es de 12 a 18 cm de largo y 2 a 4 cm de diametro,
esta se dilata para permitir la salida de la cria, pero los partos dificiles a
menudo provocan lesiones en la vagina; si durante la monta se observa que el
macho tiene dificultad en penetrar la hembra, puede ser debido a algin defecto
anatomico en la vagina, a insuficiente desarrollo de ésta, 0 a un himen

(membrana) robusto y persistente. (Estudio FAO, 2006)
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Grafico 1 Estructura del aparato reproductor.
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Fuente.- (Sepulveda, 2011)

1.4 FISIOLOGIA REPRODUCTIVA DE LA
HEMBRA

En camélidos, los estudios realizados desde hace més de 50 afios han
contribuido al conocimiento de la fisiologia reproductiva pero aln existen
aspectos poco conocidos o0 que no siempre son considerados en el manejo
reproductivo; los avances tecnoldgicos y el conocimiento de nuevos conceptos
son importantes para mejorar los deficientes indices reproductivos reportados

en camélidos. (Garcia, 2005)

Los camélidos son poliéstricos de ovulacion inducida, es decir que no
presentan estacionalidad por fotoperiodo; son uniparos (una cria por afio) cuya
gestacion dura aproximadamente en promedio 340 dias (11 meses + 10-20
dias); se considera que a los 2 afios estan en condiciones de recibir la primera
monta, la hembra recibe el servicio echada de cubito ventral y la duracion de la

monta es prolongada. (Rossi A, 2004)
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a) Deficiencias en la ovulacion

Las investigaciones desarrolladas en permitieron determinar una de las mas
importantes caracteristicas en la fisiologia reproductiva de los camélidos, la
condicion de especies de ovulacion inducida por lo que requieren de estimulos
externos como la copula para que ocurra el evento de la ovulacion; las fallas en
la ovulacién pueden ser un factor importante en las deficiencias reproductivas

de los centros de crianza. (Garcia, 2005)

Investigaciones desarrolladas permitieron determinar que la ovulacion no
ocurre Unicamente por el estimulo de la copula sino por la presencia de una
proteina, denominada Factor de la Hormona Luteinizante (LH) a partir de las
células secretoras de la hipdfisis, mediante un mecanismo de accién sistémico,
recientemente se ha reportado su resistencia al calor y a la accion enzimética.
(Huanca, 2011)

b) Manipulacién de los ciclos foliculares

La hembra de los camélidos no presenta ciclos estrales como otras especies,
pero en ausencia de copula, permanecen en un estado de aceptacion al macho
hasta por 40 dias de receptividad continua, con un corto periodo de rechazo, no
mayor a las 48 horas; esta conducta de receptividad esta determinada por el
crecimiento folicular en forma de ondas, similar a otras especies domeésticas,
que se superponen; este crecimiento de las ondas foliculares ha sido reportada
por diversos autores, con diferencias entre especie, sefialandose un intervalo
entre ondas de 12 a 16 dias en alpacas o de 14 a 21 dias en Ilamas dependiente
de la condicion de lactante o no lactante de la hembra, los estadios de
desarrollo folicular presentan fases denominadas de crecimiento, estatico o de
regresion; en las condiciones del altiplano, las hembras de los camélidos
presentan actividad de receptividad sexual durante los meses de Diciembre a
Marzo o Abril, coincidiendo con la época de lluvias y una mayor
disponibilidad de pasturas, el corto periodo de servicio sugiere la necesidad de
utilizar esquemas de manipulacion ovarica, que permitan la sincronizacién de

las ondas foliculares y realizar los servicios con presencia de foliculos en fase
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de crecimiento o estatica que posiblemente puedan ayudar a mejorar la tasa de

prefiez. (Huanca, 2011)

1.4.1 Ciclo ovarico de la llama

El ciclo ovérico se divide en dos eventos fisioldgicos y que se suceden uno
después del otro, la fase folicular y la fase lUtea; la actividad folicular de las
Ilamas inicia a los 6 meses, pero son estacionales ademas la ovulacion es
inducida por la copula del macho o mediante la administracion de hCG; ya que
esta no presenta celo y la hembra permanece receptividad al macho con

periodos de no aceptacion mayores a 48 horas. (Ruiz A, 2011)

1.50VOGENESIS

Es el desarrollo de los dvulos tiene lugar en las gonadas femeninas: los ovarios;
en este organo, las células madres germinales sufren un complicado proceso en

el que se pueden distinguir las siguientes fases. (Flores, 2006)

1°) Fase de proliferacion o multiplicacion: las células madres germinales se

multiplican por mitosis dando ovogonias.

2°) Fase de crecimiento: las ovogonias atraviesan una fase de crecimiento y se

convierten en ovocitos de primer orden (ovocitos I).

3°) Fase de maduracion: una vez que el ovocito primario ha completado su
crecimiento esta ya preparando para atravesar las dos divisiones de la meiosis y

transformarse en una célula haploide con cromosomas; la ovotida.

Una peculiaridad muy importante de la ovogénesis es que durante la meiosis el
ovocito no se divide en cuatro células iguales sino que la mayoria del
citoplasma queda en una sola de ellas, la que dara lugar al ovulo. Asi, cada
ovocito primario da lugar a un Unico ovulo; las otras tres células restantes, muy

pequefias, se denomina crepusculos polares y se trata en realidad de gametos
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abortivos que permanecen un tiempo adosados al ovulo hasta terminar

atrofiarse y desaparecer. (Felipe, 2006)

4°) Fase de diferenciacion: la ovétida se transforma en el 6vulo. En general no
se trata de una fase de transformaciones tan acusadas como las que suceden en

el espermatozoide.

El ovulo es una célula haploide de gran tamafio, pues almacena sustancias
nutritivas en forma de granos de vitelo. Como cualquiera otra célula esta
recubierta por la membrana plasmatica. Pero en la mayor parte de los animales
existen otras membranas de gran espesor envolviendo a la membrana
plasmatica. (Veeck, 2007)

1.5.1 Ovulacion

La ovulacién es refleja o inducida y después de la copula con el macho a las
34,2 y 12,8 horas hay un aumento de la hormona luteinizante (LH) 15 minutos
después de la copula seguido por un pico a las 2 horas y un retorno a los
niveles basales a las 72 horas. (Rossi A., 2004)
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Grafico 2 Desarrollo de un foliculo ovarico.
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Fuente.- (Fiorl, 2010)
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1.6 FOLICULOGENESIS

El foliculo es la unidad estructural y funcional de los ovarios. La
foliculogénesis se define como el proceso de formacion, crecimiento y
diferenciacion folicular; abarca desde el estadio de foliculo primordial hasta el
de foliculo preovulatorio. La fase de crecimiento puede durar de 4 a 7 dias, la
fase de maduracion puede durar de 7 a 21 dias y la fase de regresion puede
durar de 4 a 7 dias. (Ruiz B, 2011)

1.6.1 Dinamica folicular

Las llamas no tienen ciclos estrales como otras especies domésticas. Cuando la
hembras no son expuestas al macho presenta largos periodos de receptividad y
coros periodos de no receptividad (48 a 72) horas esto esta relacionado con los
niveles plasmaticos estrogenicos, reflejando las ondas sucesivas de maduracion
y atresia de los foliculos ovaricos; por lo tanto la tasa de remplazo de foliculos
dominantes que prevalecen por largos periodos, es probable que asegure
niveles ininterrumpidos de estrogenos que facilite una casi continua
receptividad al macho. (Gigli, 2006)

1.6.2 Fases del desarrollo folicular

Las células pre-granulosas, derivadas del epitelio ovarico, se diferencian en

células granulosas, rodeando a los ovocitos 1.

a) Foliculos primordiales. Estos se caracterizan histologicamente por el
ovocito | detenido en la profase de su primer division meiotica (diploteno)
rodeado por una capa plana de células de la granulosa y no es hasta la pubertad
bajo la accion de FSH que comienza el desarrollo folicular y termina alli en la
corteza ovarica la primera division meidtica; es a partir de esta poblacién
estadtica y durmiente que se origina toda la poblacion de foliculos en
crecimiento. La mayoria se atresian antes de adquirir las condiciones de

foliculo preovulatorio. (Palma A, 2007)
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Grafico 3 Foliculo Primordial

Fuente.- (Juarranz, 2012)

b) Foliculo primario. Las células planas de la granulosa antes de comenzar a
dividirse por mitosis se diferencian en una capa de células de forma cubica que
rodea al ovocito I, cuando esto sucede los foliculos se clasifican en foliculos
primarios; en esta etapa el ovocito comienza a rodearse de una capa celular
amorfa de glicoproteinas denominada zona pellcida, las células de la teca
interna comienzan a rodear por fuera a las células de la granulosa. (Gigli,
2006)

Grafico 4 Foliculo primario
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Fuente.- (Juarranz, 2012)

c¢) Foliculo secundario. Las células de la granulosa aumentan de tamafio,
ndmero y se denomina foliculo secundario al ovocito | rodeado por varias
capas de células de la granulosa; las células tecales se diferencian en una capa
externa y otra interna rodeando por fuera a las células de la granulosa, hasta
este estadio los foliculos se clasifican en preantrales debido a que aun no se ha
formado la cavidad antral. (Gigli, 2006)

Grafico 5 Foliculo Secundario

Fuente.- (Juarranz, 2012)

d) Foliculos terciarios o foliculos antrales.- se caracterizan histolégicamente
por la presencia de la cavidad antral y por estar rodeados de varias capas
cubicas de células de la granulosa que comienzan a secretar un trasudado que
se denomina liquido folicular, que al acumularse produce un reordenamiento
de las mismas en células del cimulo y murales, los foliculos terciarios se

clasifican en dominantes y subordinados. (Gigli, 2006)
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Grafico 6 Foliculos Terceario

Fuente.- (Juarranz, 2012)

e) Foliculos preovulatorios o foliculos De Graaf. Tienen la capacidad de
responder al estimulo de la LH produciendo cambios morfoldgicos y
bioquimicos que finalizaran reiniciando la meiosis y desencadenando la
ovulacion; la segunda division meiotica comienza inmediatamente después de
la ovulacién, pero se detiene en metafase Il y no se completa hasta tanto no
penetre el espermatozoide. (Gigli, 2006)

Grafico 7 Foliculo de Graaf

Fuente.- (Juarranz, 2012)
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1.7 DINAMICA FOLICULAR OVARICA

En camélidos sudamericanos, también se describen onda foliculares pero de
naturaleza anovulatoria, es decir, no llegan a ovular mientras las hembras se
encuentran en ausencia de machos a su alrededor; por tanto, las ondas
foliculares continGan desarrollandose en forma continua, existiendo siempre la
presencia de un foliculo dominante, la duracion de la onda folicular en alpacas
varia entre 12 a 16 dias, con presencia de foliculos dominantes que alcanza los
8.8 mm (Vasquez, 2010)

1.8 LUTEINIZACIONY LUTEOLISIS

En camélidos sudamericanos, el cuerpo luteo ya se encuentra desarrollado a las
48 horas de la ovulacion (3 dias post copula) y se mantiene durante 8 a 9 dias,
en el caso de no ocurrir la fecundacién, la destruccion del cuerpo luteo o
lutedlisis ocurre entre los dias 10 a 12 post cOpula, el agente responsable de
desencadenar la lutedlisis en alpacas tanto en forma natural como artificial es la
PGF2a. (Vasquez, 2010)

1.9METODOS DE RECUPERACION DE
OVOCITOS

1.9.1 Puncion folicular trans-vaginal y recuperacion de

ovocitos.
La técnica de OPU fue desarrollada con el fin de obtener repetidamente
ovocitos de alto material genético; este se compone de tres partes un ecografo
con un transductor sectorial (sonda), una bomba de aspiracion y un sistema de
guia de la aguja, conectado a un recipiente de recoleccion de ovocitos.
Cualquier ecografo capas de que use sonda lineal, que transmite ondas de
sonido paralelas para dar una imagen plana, o una sonda sectorial que presenta
una imagen segmentada de la estructura investigada; en ambos tipos, la

frecuencia de las ondas de sonido transmitidas puede ser alterada: cuanto mas
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alta la frecuencia, mas superficiales con las ondas que penetran el tejido y mas
definidas son las imagenes. Al animal se lo pude sedar logrando una relajacion
adicional de los intestinos, las heces deben ser removidas del recto durante la
palpacién y posteriormente se realiza la anestesia epidural con lidocaina al 2%
para evitar el movimiento del recto durante el procedimiento. La vulva y el
periné debera ser limpiados y desinfectados antes que el dispositivo de OPU,
que contiene el transductor sectorial y el sistema de guia dela aguja, sean
introducidos en la vagina. El dispositivo tiene un mango mediante el cual
puede ser manipulado con una mano fuera del animal. La cabeza del
transductor es fijada en posicién craneo dorsal, a la izquierda o derecha de la
abertura externa del cérvix, dependiendo del ovario que serd puncionado;
introduciendo la mano en el recto, el operador fija el ovario para fijarlo contra
la cabeza del transductor, de esa forma el ovario y sus foliculos pueden ser
visualizados en la pantalla del ecografo; debido a que el sistema de guia de la
aguja estd ubicado cerca del transductor, la aguja se visualiza en el sector
escaneado, pudiendo puncionarse los foliculos cuyo contenido es aspirado
mientras se colapsan. La linea de puncién, que indica donde debe ser ubicado
el foliculo para una puncion exitosa, estd programada en el software que
controla las imégenes ecograficas y puede ser visualizada en la pantalla. El
operador mueve la aguja lentamente hacia craneal hasta que la pared vaginal es
atravesada y esta penetra el foliculo, la aguja esta conectada a la bomba de
vacio que aspira el contenido del foliculo; el liquido folicular y el ovocito son
recolectados en un recipiente que contiene medio de recoleccion y heparina.
Los ovocitos se identifican utilizando una lupa estereoscopia y por medio de

una pipeta son colocados en un medio de maduracion. (Palma, 2001)

1.9.2 Slicing folicular

Los ovarios son transportados en solucion fisiologica al 0,9%, a una
temperatura entre 30 — 35°C, hasta el laboratorio. Alrededor de 2 horas post-
recoleccion de los ovarios, se lavan por tres veces en solucion fisiologica al
0,9%. Los ovarios se fijaron a una pinza hemostatica curva para con un bisturi

seccionar longitudinal y transversalmente cada foliculo de 2 — 8 mm de
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diametro visibles en la superficie del ovario, y luego se sumerge para lavarse
con una suave presion cada area seccionado en un medio de lavado entre 5 — 10

ml en una placa de Petri graduado y protegido de la luz. (Gomez, 2012)

1.9.3 Aspiracion folicular post-morten

Los ovarios fueron colocados en solucién fisioldgica al 0,9% a 30-35°C, al que
se agrega penicilina G potasica, la cual se puede transportar por 4 horas al
laboratorio; se procedio a lavar los ovarios con solucion fisiologica al 0,9% a
30-35°C vy retirar los restos de tejido. Para luego aspirar los foliculos visibles
utilizando una jeringa de 10ml con una aguja de 21G x 112 pulgadas para luego
colocarlas en un medio de lavado entre 5-10ml en una placa Petri graduada.
(Gdémez O, 2013)

1.9.4 Diseccion-ruptura folicular
Se inicia diseccionando foliculos de 2 a 6mm hasta aislar la integridad del
foliculo ovérico, luego se procede a realizar ruptura de la membrana del
foliculo en una placa Petri graduada, utilizando un bisturi delgado, se lleva la
muestra a una lupa estereoscopia para identificar los ovocitos. (Gémez O,
2013)

1.10 MADURACION DE OVOCITOS IN VITRO

Los complejo de ovocitos cumulus (COC’s) recuperados requieren de un
proceso de maduracién artificial en el laboratorio; la maduracién in vitro
simula el tiempo transcurrido y sobretodo los procesos metabdlicos que en
forma natural ocurre en el ovocito contenido en el foliculo dominante, entre el
pico preovulatorio de LH hasta que se produce la ovulacién, en este proceso se
reactiva la division mitica desde el estado de diploteno de la proface | de la
primera division hasta alcanzar la metafase Il de la segunda divisién meidtica,

que ocurre en forma natural. (Ruiz A, 2011)
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Para la maduracion in vitro de ovocitos, se utilizan medios de cultivo
clasificados en medios simples y medios complejos; un medio simple es aquel
que contiene una solucién salina fisiolégica BUFFERADA usualmente con
bicarbonato y adicionado de piruvato, lactato y glucosa, un medio de
maduracion complejo contiene, ademas de los constituyentes de un medio
simple, aminoacidos, vitaminas, purinas y otras sustancias encontradas
asociadas al suero. En bovinos el medio tradicional y exitosamente usado es el
Tissue Culture Medium 199 (TCM-199), medio complejo, compuesto por sales
Earle’s con HEPES y bicarbonato, como estabilizantes de pH y suplemento con
piruvato, lactato, vitaminas, aminoacidos, purinas y proteinas como suero fetal
bovino o albumina sérica bovina. En camélidos se utiliza principalmente

medios de maduracién similares a los utilizados en bovinos. (Chavez, 2003)

Los COCs de llamas fueron madurados in vitro utilizando un tiempo de 36
horas de maduracion en medio TCM-199 suplementando con suero fetal
bovino, piruvato de Na, FSH, estradiol y sulfato de gentamicina, obtuvieron

62% de ovocitos que alcanzaron el estadio de metafase Il. (Ruiz B, 2011)

1.11 EVALUACION Y CALIFICACION DE
OVOCITOS

Se basa en el aspecto del complejo ovocito cumulus que rodea al ovocito; se
acepta que los ovocitos metafase 1l de buena morfologia deben de tener un
citoplasma nitido y moderadamente granuloso, un espacio perivitelino
pequefio, un corpusculo polar intacto y una zona pelucida clara. (Palma A,
2007)

Las anomalias extra citoplasmaticas incluyen irregularidades en la forma de los
ovocitos, ampliacion del espacio perivitelino, fragmentacion del primer
corpusculo polar y consistencia anormal de la zona pellcida.

La evaluacion morfoldgica se lleva a cabo en una lupa de 40 aumentos
aproximadamente y se toma en cuenta el aspecto del cumulus y del ovocito.
(Palma A.G. 2001)
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1.12 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS
DEL OVOCITO

1.1.1 Corpusculo polar: la presencia de un corpusculo polar dismorfico,
aunque no afecte a la tasa de fecundacion, si afecta al posterior desarrollo del

embrién.

1.1.2 Espacio perivitelino: un espacio perivitelino agrandado, irregular,
con contenido en su interior, disminuye la tasa de prefiez, aunque no afecte a la

tasa de fecundacion.

1.1.3 Zona pelldcida: la existencia de una zona pelicida engrosada,
adelgazada, irregular o cerrada o con diferente densidad, afecta a la tasa de

ovocitos que no contintan su desarrollo.
1.1.4 Citoplasma: la presencia de anomalias del citoplasma como

granulaciones, inclusiones, cuerpos retractiles, vacuolas, etc., se ha demostrado

que disminuye la tasa de prefiez. (Veeck, 2011)

Tabla 1 Clasificacion de ovocitos

e Cumulus con capas multiples
1 e Cumulus compacto
e Latotalidad el COC es clara y transparente
e Citoplasma homogéneo
e Cumulus como 1 0 algo més oscuras y menos transparente.
2 e Ooplasma con granulacion mas gruesa y mas oscura que en
1 en la periferia.
e Cumulus menos compactos, mas oscuros que en 1 0 2
3 e Con manchas oscuras
4 e Cumulus expandidos
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Fuente.- (Palma A.G. 2001)

Tabla 2 Calificacion de ovocitos

Buena

Cumulus con capas multiples, compacto pero translucido
Ooplasmas con granulacion fina, densa y uniforme
Cumulus ligeramente expandido, con menor numero de
capas que pueden cubrir la mitad de la zona pellcida,
granulaciones ligeramente mas gruesas.

Regular

Cumulus parcialmente expandido y disperso
Red de uniones son presencia de células del cumulus
Ovocitos pequefios o grandes, ovocitos desnudos

Mala

Cumulus muy oscuro (marrén oscuro, negro)
Ooplasmas de color muy claro o negro
Ooplasmas bueno con areas muy claras muy oscuras

Fuente.- (Palma A.G. 2001)

Grafico 8 Proceso de maduracién in vitro de los ovocitos

A) Complejo cumulus ovocito.

Fuente.- (Vargas L. 2012)
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Grafico 9 Proceso de maduracion in vitro de los ovocitos a las 36 Horas.

B) Complejo cumulus ovocito 36 horas después de ser cultivado en medio de

maduracioén.

Fuente.- (Vargas L. 2012)

Grafico 10 Proceso de maduracion in vitro del ovocito en Metafase 11

C) Ovaocito desnudo mostrando segundo cuerpo polar (metafase I1).

Fuente.- (Vargas L. 2012)
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1.13 CRIOCONSERVACION

La criopreservacion es el proceso en el cual células o tejidos son congelados a
muy bajas temperaturas, generalmente entre -80 °C y -196 °C (el punto de
ebullicion del nitrogeno liquido) para disminuir las funciones vitales de una
célula o un organismo y poderlo mantener en condiciones de vida suspendida
por mucho tiempo. A esas temperaturas, cualquier actividad bioldgica,
incluidas las reacciones bioquimicas que producirian la muerte de una célula,

guedan efectivamente detenidas. (Ruiz B, 2011)

La congelacion de células vivas es un proceso fisicoquimico complejo de
transporte de calor y agua entre célula y el medio que lo rodea. Tanto la
criopreservacion de ovocitos como la del embrion se llevan a cabo mediante la
exposicion de ambos a temperaturas muy bajas. Con el enfriamiento se produce
una disminucion notable del metabolismo y ahorro energético, que son factores

necesarios para la prolongacion de la vida celular. (Ruiz A, 2011)

El punto de congelacion de la solucion es inversamente proporcional a la
concentracion de solutos presentes. Cuando la suspension celular es enfriada y
alcanza una temperatura entre -5 y -10°C se forman ndcleos de hielo
distribuidos aleatoriamente en el medio extracelular que daré lugar a regiones
en fase cristalina. El hielo en el espacio extracelular coexiste con el agua
liquida intracelular gracias a la membrana plastica que constituye la barrera
que detiene el crecimiento de cristales dentro de la célula. Cuando en el medio
extracelular ocurre la cristalizacion se forma hielo puro dejando los solutos
progresivamente mas concentrados en la fraccion liquida, a medida que el
cambio de fase progresa. Asi, las células en suspension deben deshidratarse
para mantener el equilibrio osmotico con un medio extracelular cada vez més
hipertonico. (Cobo, 2008)

Existe una tasa de congelacién 6ptima para cada tipo de célula debido a las

diferencias de permeabilidad del agua, el coeficiente de temperatura de dicha
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permeabilidad y su relacion superficie-volumen. Con una velocidad de
enfriamiento adecuada, la célula se deshidrata y concentra intracelularmente
antes de alcanzar la cristalizacion, de tal forma que la posibilidad de
congelacion intracelular y consecuentemente de dafio celular se minimiza.
(Fertilab, 2011)

1.14 VITRIFICACION

La vitrificacion es el proceso de conversion de un material en un solido amorfo

similar al vidrio, carente de toda estructura cristalina. (Cando 2005)

Esto se consigue por medio de calentamiento o enfriamiento muy répido o
mediante la mezcla con un aditivo; el proceso debe ser lo méas réapido o
instantaneo posible, por ese motivo se emplea el sistema denominado criotop
(Ruiz JE. 2013).

Se utiliza ampliamente como técnica de crioconservacion de embriones y
ovocitos la vitrificacion se consigue mediante un enfriamiento muy rapido en
el cual se utiliza una solucién altamente concentrada que no cristaliza durante
la congelacion, en tanto que su viscosidad aumenta con el descenso de
temperatura hasta la formacion de un estado solido amorfo. Para conseguir un
gran cambio de temperatura a gran velocidad, se usa un volumen minimo de
medio (menos de 0,1 micro litros) y nitrégeno liquido a -196°C. (Ruiz A,
2011)

La exposicion y las tasas de congelacion deben ser lo suficientemente rapidas
para evitar la toxicidad y la formacién de cristales intracelulares que puedan
dafar el contenido celular; para conseguir que la deshidratacion sea muy rapida
se utilizan crioprotectores en concentraciones elevadas, la velocidad de
congelacién/ descongelacion es indirectamente proporcional a la concentracion
de crioprotectores. (Ruiz JE. 2013).

Antes de la congelacion, el material bioldgico debe equilibrarse con la solucion

crioprotectora (en menor concentracion) para que pueda soportar el choque
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osmotico. La tasa de supervivencia de las muestras es mayor del 90%, y los

embriones/ovocitos suelen sobrevivir intactos. (Palma A. 2001)

1.15 DESCONGELACION DE OVOCITOS

Para descongelar los ovocitos, las micro gotas vitrificadas se retiraron del vial
criogénico y se expusieron a una solucion de 2 ml de TRE 0,3 M en SB por 5
minutos sobre una platina temperada a 39 °C y luego los ovocitos se
transfirieron a SB por un tiempo no menor de 2 minutos; los ovocitos se
lavaron tres veces en mSOF-Hepes y se colocaron en medio de maduracion
fresco por 30 minutos, de este modo, desde el descongelamiento hasta la
activacion quimica transcurrieron aproximadamente 50-60 minutos; basado en
una evaluacion morfoldgica los ovocitos sobrevivientes a la criopreservacion
se seleccionaron de acuerdo a la integridad de la zona pellcida y presencia de
un ooplasma homogéneo, los ovocitos dafiados por la solucion de vitrificacion
son descartados. (Ruiz J, 2010)

Grafico 11 Ovaocitos vitrificados descongelados

rehidratado

»
PR

Fuente.- (Veracruz H, 2006)
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La descongelacion de ovocitos vitrificados se lo realiza elevando la pajilla a
temperatura ambiente durante 5seg, sumergiéndola posteriormente en el medio
de desvitrificacion a 37°C durante 45 seg y después el crioprotector es
removido pasando el ovocito por soluciones con diferentes concentraciones de
sacarosa de 0.25 y 0.15 M. (Veracruz H, 2006)
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CAPITULO I

2. MATERIALES Y METODOS.

En el presente capitulo se describe la ubicacion geografica en donde se realiz6
el estudio, los materiales y equipos utilizados para su desarrollo, los métodos y

técnicas aplicadas.
2.1 Caracteristicas del area de experimento.

2.1.1 Ubicacion del &rea de estudio.

Provincia: Cotopaxi

Canton: Latacunga

Parroquia: Eloy Alfaro

Sector: Salache Bajo

2.1.2 Situacion geogréafica

Longitud: 78°37°19.16°E

Latitud: 00°59°47.68" N

2.1.3 Coordenadas cuadricula mercator utm.
N: 9888.749,37.

E: 764.660,386.

2.1.4 Condicion climatoldgica

Temperatura: 14.5°C Promedio
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2.2Unidad experimental.

2.2.1 Muestra.
En el experimento se utilizaron 6 ovarios obtenidos pos mortem de llamas las

cuales se adquirio del camal de la ciudad de Riobamba estas fueron llamas de

descarte que estaban preparadas para el faenamiento.
2.2.2 Materiales.

Para el desarrollo de la presente investigacion se emplearon los siguientes

materiales e insumos de laboratorio.

2.2.2.1 Materiales de Campo.
e Botas
e Overol
¢ Guantes de manejo
e Toallas de papel
e Guantes para chequeo ginecoldgico.
e Ecdgrafo Imago
e Gel ecogréfico
e Termo de transporte
e Jeringas de insulina
e Jeringas de 3ml
e FOLLTROPIN —V (20ml)

2.2.2.2 Materiales de oficina.
e Computadora
e Calculadora
e Flash memory.
e |mpresora.
e Hojas de papel bond.

e Camara fotografica.
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o Esferogréfico.
e Cuaderno.
2.2.2.3SUSTANCIAS Y REACTIVOS

2.2.2.3.1 Materiales para el transporte de ovocitos
e Cloruro de sodioa 37° C

e Gentamicina 280mg

2.2.2.3.2 Materiales para crioconservacion
e Medio HOLDING plus (vigro 50ml)
e Medios de vitrificacion (V1 - V2 - V3)
e Medios de solucion des-vitrificacion (SDV1 — SDV2)
¢ Nitrogeno Liquido
e Caja de espuma Flex
e Papel aluminio
e Viales de laboratorio
e Tubos falcon

e Tanque de nitrégeno liquido

2.2.2.3.3 Materiales de laboratorio
e Agujas descartables nimero 18 x 14”
e Micro pipeta de 20 micro litros
e Lupa Estéreo microscépica luz transmitida.
e Cajas Petri

e Jeringuillas de 20ml

2.3 Métodos y Técnicas

2.3.1 Método estadistico
Los métodos que fueron utilizados son los siguientes.

2.3.1.1 Inductivo

Ya que busca una solucién a un problema donde se obtuvo resultados para
poder despejar las hipotesis planteadas y llegar a conclusiones para determinar

si es 0 no efectiva la crioconservacion de ovocitos en llamas.
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2.3.1.2 Deductivo.

Es el que aspira a demostrar en forma interpretativa, mediante la l6gica pura, la

conclusion en su totalidad, de manera que se garantiza la veracidad de las

conclusiones poder llegar a

recomendaciones.

establecer

los diferentes resultados vy

Se utilizd este método porque se requiere recolectar, enumerar y analizar la

informacion que se obtuvo durante la investigacion.

Tabla 3 Ovocitos recuperados de llamas

Ovarios. #
Ovocitos en metafase 11 #
Ovaocitos vitrificados #)
Ovocitos descongelados #
Viabilidad de los ovocitos (%)
vitrificados.

Total de ovocitos #

Elaborado por: Sanchez Jennifer.

Fuente: directa

Tabla 4 Grados de ovocitos recuperados

Ovocito grado 1 #
Ovaocito grado 2 #
Ovocito grado 3 #

Elaborado por: Sanchez Jennifer.

Fuente: directa
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2.3.3. Variables evaluadas.
a. Ovarios y ovocitos.

Estos seran por numeros se observo la cantidad de ovocitos recuperados,

Ovocitos maduros, Ovacitos vitrificados, Morfologia de los ovocitos.

Asi como el porcentaje de viabilidad esta se evalud utilizando la siguiente

formula:

5% de ovocitos crio conservados
Post descongelacion

% Viabilidad = - S — * 100

Ovocitos viables

% Viabilidad = 0,8 / 16 * 100= 5%

Para poder observar la viabilidad de los ovocitos crio conservados se
descongelo el 5% de ovocitos vitrificados del total de la muestra 0,8 es decir un
ovocito para desvitrificar, y para poder obtener el porcentaje de viabilidad se
toma en cuenta el 5% de ovocitos vitrificados (0,8) sobre ovocitos viables (16)
por cien dando un resultado del 5% de viabilidad de 5% de la muestra es decir

que el total de viabilidad de toda la muestra es del 100%.
2.4Manejo del experimento.

Para la presente investigacion, se trabajé con 6 ovario obtenidos pos mortem de
[lamas las cuales se adquiri6é del camal de la ciudad de Riobamba estas fueron
Ilamas de descarte que estaban preparadas para el faenamiento; junto con la

ayuda de la asociacion INTINAN.

Estas llamas fueron super ovuladas para una mejor obtencion de ovocitos; se
realiz6 con FOLLTROPIN — V que es una hormona foliculo estimulante
(FSH); se aplicd durante cuatro dias seguidos cada 12 horas por via

intramuscular con dosis de:
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Tabla 5 Dosis para super ovulacion en llamas

1 1.35ml 1.35ml
2 0.75ml 0.75ml
3 0.55ml 0.55ml
4 0.55ml 0.55ml

Fuente: directa

Elaborado por: Sanchez Jennifer, Pino Edwin.

Después de realizado esto esperamos 7 dias para efectuar un control por
ecografia para verificar si fue efectiva la aplicacion hormonal e iniciar con el

faenamiento de las llamas.

Los ovarios obtenidos después del faenamiento se transportaron en cloruro de
sodio a una temperatura de 37°C mas gentamicina de 280mg se coloco en un

termo para mantener la temperatura hasta el momento de llegar al laboratorio.

Una vez en el laboratorio se inicia higienizando los ovarios con una solucion

fisiologica; colocado en la caja Petri.

Para luego realizar punciones en el ovario para extraer liquido folicular y
slicing folicular junto con los ovocitos este resultante obtenido se coloco en la
caja Petri y fue llevado a la Lupa Estéreo microscopica de luz transmitida;
donde se seleccionaron los ovocitos; con la ayuda de una micro pipeta de 20
micro litros se absorbié a los ovocitos los cuales se ubicaron en solucion

fisioldgica por un tiempo muy corto para lavarlos y desechar impurezas.

Se inicia la vitrificacion colocando los ovocitos en el medio HOLDING plus
donde pasan 20 minutos; este medio capacita a los ovocitos y también contiene
antibidtico. Una vez que paso este tiempo los ovocitos son trasladados a otro
medio llamado medio de vitrificacion 1, denominado SV1 en este pasan los
ovocitos por 5 minutos, transcurrido este tiempo se pasan al medio de

vitrificacién denominado SV 2 durante 3 minutos, para inmediatamente pasar a
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una caja de espuma Flex colocada con nitrégeno liquido y encima una plancha
de papel aluminio; aqui se coloco las micro gotas para las vitrificacion que
fueron almacenadas en viales de laboratorio, este vial se coloco en el tubo

falcon y llevados al tanque de nitrégeno liquido.

Para la desvitrificacion de los ovocitos, donde se consideré el 5% de los
ovocitos vitrificados que al realizar los célculos nos da 0,8 ovocitos por
desvitrificar, las micro gotas vitrificadas se retiraron del vial almacenado y se
expusieron en un porta objetos atemperado para colocar la solucion des-
Vitrificante 1 (SDV1) durante 3 minutos, luego se paso a la solucién (SDV2)

en esta estuvo durante 5 minutos.

Basado en wuna evaluacion morfoldgica el ovocito sometido a la
criopreservacion se calificd de acuerdo a la integridad de la zona pelucida y el

citoplasma.
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CAPITULO IlIlI
3. RESULTADOS Y DISCUSION

El presente capitulo muestra y expone los resultados obtenidos acerca de los
ovocitos de llamas (Lama glama) que fueron crio conservados realizado en el
Laboratorio de la Biotecnologia de la Reproduccion de la Carrera de Medicina
Veterinaria de la Universidad Técnica de Cotopaxi donde dichos resultados se

ajustan a datos en estudios a nivel internacional.

3.1 Total de ovocitos analizados en el laboratorio.

Tabla 6 Total de Ovocitos

El cuadro muestra el total de ovocitos encontrados en cada uno de los
ejemplares (Camélido sudamericano Llama), los ovocitos y vitrificados asi
como también la calificacion de los ovocitos los cuales se basa en el aspecto
del complejo ovocito cumulus que rodea al ovocito podemos encontrar un
cumulus con capas multiples, compacto pero translucido ademas de un
Ooplasmas con granulacién fina, densa y uniforme y Cumulus ligeramente
expandido, con menor nimero de capas que pueden cubrir la mitad de la zona

pellcida, granulaciones ligeramente mas gruesas. (Palma A.G. 2001).
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Especie Ejemplar Calificacion Ejemplar Calificacion Ejemplar Calificacion

1 2 3
Ovarios 2 2 2
Ovocitos 8 9 3
recuperados
Ovocitos en 8 Buena 8 Buena 2 Buena
metafase Il
Ovocitos 7 7 2
Vitrificados
Total de 7 7 2
ovocitos
almacenados

Fuente: directa

Elaborado por: Sanchez Jennifer.

Grafico 12 Total de ovocitos

Representacion grafica del total de la muestra de ovocitos encontrados en cada
uno de los ovarios de los ejemplares (Camélido sudamericano Llama), donde
se evidencia que en los en los 6 ovarios se pudo encontrar 20 ovocitos de los
cuales 18 se encontraban en metafase Il con todas sus estructuras bien
definidas zona pellcida intacta y un citoplasma homogéneo (Vargas L. 2012)

y 16 ovocitos vitrificados con caracteristicas ideales como las ya mencionadas.
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Total de ovocitos

M Ovarios B Ovocitos recuoerados
Ovocitos en metafase Il B Ovocitos vitrificados
B Total de ovocitos almacenados

10

9
8 8 8
77 77
3
2 2 zlzzz
ol l l .l

Ejemplar 1 Ejemplar 2 Ejemplar 3

[e)]

N

N

Fuente: directa

Elaborado por: Sanchez Jennifer.

Tabla 7 Calificacién de ovocitos recuperados

En el cuadro se puede observar el total de ovocitos encontrados, asi como la
calificacion en grados de los mismos, donde 17 ovocitos se encuentran en
grado uno ya que encontramos un cumulus con capas maultiples, cumulus
compacto, la totalidad el COC es clara y transparente un citoplasma
homogéneo y un cumulus como 1 o algo mé&s oscuras y menos transparente; asi
como 2 ovocitos en grado dos ya que encontramos un ooplasma con
granulacion mas gruesa y mas oscura que en 1 en la periferia y cumulus menos
compactos, mas oscuros que en 1 0 2 ademas de un ovocito grado uno ya que

estaba con cumulus expandidos. (Palma A.G. 2001)
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Ovocito grado 1 17

Ovaocito grado 2 2
Ovocito grado 3 1
Total de ovocitos encontrados 20

Fuente: directa

Elaborado por: Sanchez Jennifer.

Grafico 13 Calificacion de ovocitos recuperados

Representacion gréafica de la clasificacion en grados de los ovocitos y total de
ovocitos en el cual se puede observar el total de ovocitos encontrados, asi
como la calificacion en grados de los mismos, donde 17 ovocitos se encuentran
en grado uno ya que encontramos un cumulus con capas mdltiples, cumulus
compacto, la totalidad el COC es clara y transparente un citoplasma
homogéneo y un cumulus como 1 0 algo mé&s oscuras y menos transparente; asi
como 2 ovocitos en grado dos ya que encontramos un ooplasma con
granulacion mas gruesa y mas oscura que en 1 en la periferia y cumulus menos
compactos, mas oscuros que en 1 o 2 ademas de un ovocito grado uno ya que

estaba con cumulus expandidos. (Palma A.G. 2001)
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Ovocitos de llamas

20
20 16
15
10
i 2‘ 2‘
0
Ovocitos grado Ovocitos grado Ovocitos grado Total de
1 2 3 ovocitos
encontrados
@ Numero

Fuente: directa

Elaborado por: Sanchez Jennifer.

Tabla 8 Viabilidad de ovocitos

En el cuadro se puede observar el porcentaje de viabilidad tomado en cuenta el
5% del total de la muestra de ovocitos post descongelacion en el cual se pudo
observar que no hubo dafio en las estructuras un citoplasma homogéneo y zona

pellcida intacta sin alteraciones.

Ovaocito Desvitrificado

Total de ovocitos 1

% de viabilidad de los ovocitos 5%
Desvitrificacion

Fuente: Directa

Elaborado por: Sanchez Jennifer.
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Grafico 14 Viabilidad

Representacion grafica del porcentaje de viabilidad del 5% del total de la
muestra de ovocitos post descongelacion en el cual se pudo observar que no
hubo dafio en las estructuras un citoplasma homogéneo y zona pellcida intacta

sin alteraciones.

Ovocitos de llamas

0,5

Viabilidad de Ovocitos Total de ovocitos
Post- vitrificados

ONumero

Fuente: directa

Elaborado por: Sanchez Jennifer.

Tabla 9 Calificacion del ovocito des-vitrificado

En el cuadro se observa la calificacion del ovocito post descongelacién donde
se encuentra un citoplasma bien definido sin alteracion alguna, una zona

pelGcida con una densidad buena y una corona radiada 6ptima.

Morfologia de ovocitos Calificacion
des-vitrificado

Zona pelucida Buena
Citoplasma Buena
Corona radiada Buena

Fuente: Directa

Elaborado por: Sanchez Jennifer
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Conclusiones

Los ovocitos obtenidos después de super ovulacion son
morfolégicamente aptos para vitrificacion ya que estan en grado uno y

se encuentran en metafase dos.
Los hallazgos de este estudio indican que la crioconservacion de

ovocitos en llamas mediante la técnica de vitrificacion es adecuada para

preservar el material genético.

Los ovocitos estan en condicion aceptable después de la vitrificacion,

sin ninguna dafio de sus estructuras.
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Recomendaciones

e Serecomienda valorar algun método de recoleccion eficaz para

perfeccionar u obtener mayor cantidad de ovocitos.

e Para mejores resultados de produccion de ovocitos se recomienda super
ovular a los animales de tal manera poder recolectar la mayor cantidad

de ovocitos en metafase Il.

e Se recomienda continuar evaluando la vitrificacion para ovocitos de
Ilamas considerando los diferentes estadios, ya que cada uno de ellos
puede influir en la viabilidad post-descongelacion.
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ANexos

Anexo 1Fotografias del trabajo de campo

Llamas seleccionadas para la investigacion
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Anexo 2 Fotografias aplicando el medicamento
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Induccidn a la super ovulacién
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Anexo 3 Chequeo ecografico

Foliculos de Graff

Control ecografico después de la stper ovulacion
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Foliculos de
Graff

Anexo 4 Ovarios de llamas
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Foliculos de Graff

Ovarios de llama super ovuladas
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Anexo 5 Ovarios en el laboratorio

Extraccion de ovocitos
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Anexo 6 Ovocitos

Ovocitos en metafase Il grado |
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SV2

Anexo 7 Vitrificacion de ovocitos

Sv1

SV3
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Micro gota
vitrificada

Aplicacion de los medios de vitrificacion
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Vial
Criogénico

Almacenado en el tanque de nitrégeno liquido
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Anexo 8 ovocito des-vitrificacion

/

Aplicacidn de medios de des-vitrificacion
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Anexo 9 ovocito vista microscopica

Zona Pellcida

Corona radiada

Citoplasma

Partes del ovocitos des-vitrificado
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