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RESUMEN

La maduracion in vitro es un punto de suma importancia en la biotecnologia
reproductiva, ya que es parte de la produccion in vitro, que estd compuesto por tres
etapas, maduracion in vitro, fertilizacion in vitro y capacitacion in vitro, lo que se
considera que la maduracion es la etapa mas critica, puesto que el ovocito sufre
grandes cambios morfolégicos y funcionales. El objetivo de la presente investigacion
fue determinar la tasa de maduracion in vitro a tiempos de 18,20,22,24 horas, de
didmetro folicular de 2-4 mm y 5-8mm con las técnicas de slicing y aspiracion en
condiciones de Sierra. Se utiliz6 el método cientifico, de tipo aplicado, nivel
explicativo, disefio cuasi experimental. El andlisis de los datos fue a través de
estadistica descriptiva y estadistica inferencial a través de analisis de varianza con un
disefio completamente al azar con arreglo factorial. Los resultados (p<0.000) con
variables de cantidad de ovocitos, calidades de ovocitos, ovocitos viables e inviables
segun a la técnica y diametros. En conclusién, que la capacidad de maduracién in
vitro bovino a diferentes tiempos tienen mejores resultados de 22-24 horas con un
promedio de maduracion in vitro de 18.12 £ 3.5y 16.2 £+ 6.84b (p=0.001). El diametro
folicular 6ptimo de 2-4 mm, con un promedio de maduracién de 17.6 + 9.13, con un
valor de p=0.04. La técnica de aspiracion optimo con un promedio de maduracion de

19.0 + 7.55, con un valor de ( p=0.001)

Palabras claves: ovocitos, maduracion, diametro, técnica slicing y aspiracion.



ABSTRACT

In vitro maturation is a very important point in reproductive biotechnology, since it
is part of in vitro production, which is made up of three stages, in vitro maturation, in
vitro fertilization and in vitro training, which is considered to be the Maturation is the
most critical stage, since the oocyte undergoes great morphological and functional
changes. The objective of this research was to determine the in vitro maturation rate
at times of 18,20,22,24 hours, with a follicular diameter of 2-4 mm and 5-8 mm with
the slicing and aspiration techniques under Sierra conditions. The scientific method
was used, of an applied type, explanatory level, quasi-experimental design. The data
analysis was through descriptive statistics and inferential statistics through analysis
of variance with a completely randomized design with factorial arrangement. The
results (p<0.000) with variables of oocyte quantity, oocyte quality, viable and inviable
oocytes according to the technique and diameters. In conclusion, that the bovine in
vitro maturation capacity at different times have better results of 22-24 hours with an
average in vitro maturation of 18.12 + 3.5 and 16.2 + 6.84b (p=0.001). The optimal
follicular diameter of 2-4 mm, with an average maturation of 17.6 £ 9.13, with a value
of p=0.04. The optimal aspiration technique with a maturation average of 19.0 + 7.55,

with a value of p=0.001

Key words: oocytes, maturation, diameter, slicing and aspiration technique.



INTRODUCCION

En el siglo XXI aun existen grandes descubrimientos de la vida a beneficio de la
sociedad tanto en su aspecto de la alimentacion, salud, ganaderia, clima. Cuando
hablamos de ganaderia se esta viviendo una revolucién por mejorar las técnicas y uso de
las tecnologias de reproduccion animal, ya que antes era inevitable perder a un animal de
alto valor genético, si nos enfocamos a los 6rganos reproductivos vamos a conocer que
se presenta una relacion entre la capacidad meiotica con la relacion de maduracion,
tiempo de incubacion para su maduracién. Ademas, que una buena maduracién de
ovocito nos dara paso a tener altos indices de fertilidad como también que el desarrollo
potencial de un embrién sera a causa de un excelente origen de calidad(1). Ya que los
usos de estas técnicas deben garantizar la preservacion de la vida, pero para ello lo vamos
a realizar con el uso de dos técnicas en ovarios de camal de vacas que son de descarte,
pero en su vida productiva fueron altamente lecheras y cérnicas, ademas que tienen alto
valor genético se termind la vida productiva, dejando pocos descendientes en el hato. Por
ello el uso de recuperacion folicular son de slicing que consiste en realizar cortes de
manera longitudinal y transversal para poder obtener los ovocitos y colocarlos en la placa
Petri para su posterior evaluacién asi mismos la comparacion con la técnica de aspiracion
que es el ingreso de una aguja N° 18 x 1 %2 en el ovario y después colocado en la placa
Petri para su evaluacion. Pocos estudios se realizaron a condicidn Sierra ya que debemos
saber que la presion atmosférica también va jugar un rol de beneficio o en contra. Por
ello nos planteamos el siguiente objetivo que es evaluar la capacidad de maduracion in
vitro en 18 horas, 20 horas, 22 horas y 24 horas de ovocitos bovinos recuperados de
foliculos de dos tamafios diferentes y de dos formas de recuperacion slicing y aspiracion.

Los tamafios de los foliculos son de 2 a4 mm y de 4 a 8 mm de didmetro, mientras que
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la fuente de recuperacion se daré con dos técnicas que es slicing y aspiracion de ovarios
de camal en condiciones de Sierra. Como menciona los diversos autores, hay gran
apreciacion con la técnica de aspiracion en ovarios de camal. Aparte también tener la
consideracion de higiene en el manejo de estas técnicas. El informe final de tesis se
subdivide en 6 secciones que se detallan a continuacion. El presente informe tiene los
siguientes capitulos:

Seccion |: Hace referencia al planteamiento del problema, la formulacion,
justificacién y objetivos.

Seccion Il: Considera el marco tedrico, los antecedentes de la investigacion, las
bases teoricas y el marco conceptual

Seccion 11 Se describen las hipotesis y la Operacionalizacion de variables.

Seccion 1V: Presenta la metodologia

Seccion V: Presentacion y discusion de resultados

Seccion VI: Especifica las referencias bibliogréficas.

11



l. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Descripcion del Problema

Las Biotecnologias reproductivas son técnicas para el desarrollo, progreso genético y
poder obtener la herencia de un animal que es muy valioso por su alta capacidad de
produccién de lana, carne o leche, asi como los derivados que pueden surgir de ellos,
pero estas tecnologias se dieron en el siglo XX, donde la Comisién Europea en los afios
30-40 duplicaron su produccion lactea gracias al avance genético que ellos tuvieron. Las
biotecnologias son desde uso de la inseminacion artificial, transferencia de embriones,
produccién in vitro (2) segun la Revista EmbryoTtransfer Society en los afios 2011 la
maduracion, fertilizacion in vitro llego al alcance de 40000 transferencia a nivel mundial.
asi mismo que cada bovino nace con alrededor de 400000 a 100000 ovocitos, lo cual
0.1% llegan a ovular, y el resto no se aprovecha adecuadamente (3).

La ganaderia en costa y selva por contar con un sistema intensivo y semi intensivo de
produccidn invierten para generar mayor indice de produccion donde usan ampliamente
la inseminacion artificial y estan ingresando con el uso de biotecnologias en casos de
vacas problemas para concebir, caso contrario sucede en la Sierra que escasamente
utilizan inseminacion artificial.

Pero utilizar solo inseminacién artificial como progreso genético es tiene un avance
significativo pero no el Unico, las biotecnologias reproductivas no solo se basa en
inseminar, también el poder utilizar los recursos que se estan destinado a descarte porque
ya se le termino su vida productiva, esto puede cambiar si comenzamos generar
conocimiento sobre el uso de técnicas biotecnoldgicas para su aprovechamiento de estos

recursos, asi mismo iniciar un proceso de maduracion in vitro, fecundacién in vitro y
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criopreservacion de material genético, produccion in vitro, transferencia nuclear,
programas de stper ovulacion entre otras. Segun la fisiologia del animal solo se utiliza el
0.01% de 6vulos en toda su vida reproductiva, podemos cambiar este panorama con uso
de la técnica de slicing y aspiracion que no son las Unicas, pero son las més accesibles
para estudiantes y personas que deseen contribuir con la ciencia animal. Puesto hay
muchos puntos que aln se desconocen y necesitan ser investigados como el tiempo para
obtener altos indices de maduracion in vitro, fertilizacion in vitro, conocer el diametro
folicular apropiado en nuestra region porque algunos autores mencionan que el rango es
de 1 a 9 mm, pero ese punto fue estudiado en zonas célidas, debemos tener datos de
nuestra region que al encontrarse a 3200 m.s.n.m por la variacion de la presion
atmosférica. Segun la FAO los problemas que se enfrentan los recursos genéticos a nivel
mundial, uno de ellos son los climas calidos y himedos y otros ambientes hostiles
comunes a los paises en desarrollo (4)

Lo que debemos hacer en iniciar y aportar a la ciencia los datos correctos para comenzar
a tener altos indices de prefiez gracias a las biotecnologias reproductivas, conocer el
tiempo adecuado para la maduracion y su influencia con la presion atmosférica para su
maduracion y posteriormente en investigaciones futuras fertilizacion in vitro, conocer la
relacion entre tiempos de maduracion, diametro folicular para la maduracién y técnica

con mayor calidad y menor dafio en la obtencion de ovocitos de camal.
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1.2 Delimitacion del problema

Delimitacion espacial:
El proyecto se llevo a cabo en el Laboratorio de Reproduccion Animal del Programa
de Ganaderia de la Estacion Experimental “El Mantaro”, perteneciente a la
Universidad Nacional del Centro del Pert, ubicado a 3320 m.s.n.m. con temperatura
promedio de 15C °.

Delimitacion temporal:
El estudio se realizo en los meses de abril hasta agosto del 2021.

Delimitacion del universo:
El trabajo consistio en la colecta de los ovarios de camal “AURAY™, ubicado en el
distrito de Chilca, Provincia de Huancayo, que fueron recolectados de manera diaria
entre los meses de abril hasta agosto del 2021.

1.3 Formulacion del Problema de Investigacion

¢Cual seré la capacidad de maduracion in vitro de ovocitos bovino a diferentes tiempos
y colectados de foliculos de diferente tamafio en condiciones de Sierra-2021?
1.3.1 Problemas Especificos
e ;Cual serd la capacidad de maduracion in vitro de ovocito bovino a diferentes
tiempos en condiciones de Sierra-2021?
e Cudl sera la capacidad de maduracidn in vitro de ovocitos bovinos colectados de
foliculos de 2 a4 mm y 5 a 8 mm de didmetro en condiciones de Sierra- 2021?

e ;Cual sera la capacidad de maduracion in vitro de ovocitos bovinos recolectados

mediante dos técnicas?
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1.4. Justificacion

141

1.4.2

Justificacion Social

El proyecto nos permiti6 conocer sobre la técnica de biotecnologia
reproductiva, por lo cual se pudo conocer los tiempos propicios para la
maduracion del ovocito lo cual conlleva a la fertilizacion y asi tener altos
indices de prefiez. Esto nos permitira utilizar los ovarios que son desechados
en el camal, lo que nosotros para fines académicos lo vamos a utilizar.
También que la colecta de los ovocitos postmortem, siendo viable. Esto se
puede utilizar en los animales de alto valor genético destinados a camal por lo
cual se puede preservar el valor genético. Asi mismo vamos a conocer los
tiempos propicios para maduracion, como el tamafio de los foliculos y el uso
de las dos técnicas de slicing y aspiracion en condicion de Sierra, ya que la
mayoria de los estudios se realiz6 en zonas de Costa y Selva.

Justificacion Teodrica

En pleno avance de la ciencia en multiples ambitos se tuvo grandes
desconocimientos en biotecnologias reproductivas, por lo cual fue necesario
conocer el tiempo adecuado de maduracion in vitro, ya que la calidad de la
concepcion es tener un excelente ovocito, eso nos conllevara a altas tasas de
fertilizacion in vitro para un investigacion futura, puesto son temas que
necesitan seguir investigandose por los pocos datos que se conocen, puesto se
diversas investigaciones realizadas ain tienen bajas tasas de fecundacion, asi
mismo en conocer el diametro optimo en la recolecta de los ovocitos, ya que
no todos los didmetros fueron éptimos para la maduracion in vitro. En otro

aspecto, en la aplicacion de la técnica de slicing y aspiracion, para la
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1.4.3

aspiracion de los ovocitos, se utilizd, primero para obtener los ovocitos,
segundo esta técnica dafian menos las capas de cumulus ofuroos, ya que esta
capa protege al ovocito, también que muchos no tienen la experiencia
necesaria para poder manejar esta técnica por ello se quiere comparar cuél de
ellas son mas efectivas en cantidad de ovocitos, con menos dafios de didmetro
folicular.

A pesar del avance cientifico de la aplicacion de las biotecnologias
reproductivas y especialmente de los sistemas de fertilizacién in vitro, ain
existe un cierto vacio de informacion sobre factores y variables especificas

que pudieran estar interviniendo sobre el éxito de estas técnicas.

Justificacion Metodoldgica

Desde el punto de vista metodoldgico la investigacion constituye una
plataforma para evidenciar que la aplicacion de biotecnologias como la
maduracion y posteriormente a la fertilizacion in vitro, la produccion in vitro,
la criopreservacion de especies entre otras, en pocas cantidades se estuvo
realizando en nuestro pais, puesto se debe conservar el material genético muy
valioso para los ganaderos en condiciones de produccion de Sierra y que los
resultados puedan estar al servicio de ellos, por ello en nuestro trabajo
realizamos primero el uso de las técnicas de recoleccion de ovocitos, después
el uso de los foliculos de 2-8 mm, disminuyendo la amplitud de los rangos que
usaron otros investigadores, después madurando a horas proporcionadas, del
cual se obtuvo un ovocito de calidad con una excelente maduracién in vitro

con las caracteristicas que le corresponde. Desde un punto de vista cientifico
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la investigacion sirvié de guias para posteriores investigaciones como
fertilizacion in vitro, produccion de embriones entre otras, también que si bien
es cierto es de aplicacion amplia en otros escenarios mundiales para la
realizacion de estudio cientifico en el area de reproduccion animal vy

biotecnologias.

1.5 Objetivos
1.5.1 Objetivo General
Determinar la capacidad de maduracion in vitro de ovocitos bovino a diferentes tiempos
y colectados de foliculos de diferente tamafio en condiciones de Sierra-2021
1.5.2 Objetivos Especificos
e Determinar la capacidad de maduracion in vitro de ovocitos bovinos a diferentes
tiempos en condiciones de Sierra-2021
e Determinar la capacidad de maduracion in vitro de ovocitos bovinos colectados de
foliculos de 2 a4 mm y 5 a 8 mm de didmetro en condiciones de Sierra-2021
e Determinar la capacidad de maduracion in vitro de ovocitos bovinos colectados

mediante dos técnicas.
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1. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de Estudio
2.1.1 A nivel Internacional

Estrella C., Suconota A., (5), presentd un estudio abordando a la Viabilidad y
morfologia de ovocitos bovinos de ovarios de matadero de acuerdo al diametro
folicular en Ecuador, clasificando a los foliculos ovarios en tres tratamientos o tres
grupos G1 (<4mm) G2 (4-8mm) y G3 (>8mm) con 14 repeticiones de aspiracion
de un total de 648 ovarios donde se obtuvieron 5.21% foliculo ovarico, aspirando
un total de 3373 foliculos. Dando en el G1 < 4mm (n:1964foliculos ovaricos), G2
2-4Amm (n: 1073 foliculos ovaricos) y G3 >8mm (n:336 foliculos ovaricos). Se
realizo la maduracion a 38.5 C°, 5% de CO2 y 90% de humedad en 24 horas, solo
el grupo G1 y G2 llegaron a la metafase Il en un 75% a diferencia del G3 (61%),
(P< 0.05). Tras su maduracion los tres grupos disminuyeron su didmetro y los
cumulus ofuroos que provenian del foliculo de 4-8mm son los que tienen >% de

maduracion y culminan su crecimiento.

Saleh W., (6) present6 el estudio sobre Evaluacion de diferentes métodos de
recoleccion y maduracién de ovocitos bovinos y fertilizacion in-vitro de
ejemplares de matadero en Irak, lo cual su objetivo de estudio fue analizar el mejor
método de obtencion de ovocitos, tanto en volumen como en cantidad, asimismo
que técnica es la mas economica, lo cual se recolectaron 45 ovarios de camal de
bovinos del matadero de Al-Shoaalla al noroeste de Bagdad, se llevaron en caja al

laboratorio para ser lavado y colocado antibioticos para eliminar sus
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contaminacion. Se realiz6 en cuatro grupos de aspiracion, corte, corte después de
la aspiracion y corte, donde se obtuvieron datos de 55, 68, 87, 106 ovocitos, donde
por el corte se puede encontrar mas ovocitos. Del momento del sacrificio hasta la
manipulacion de la muestra a mayor tiempo de tratamiento y encontrar los ovocitos
pues tendremos menor ovocito de calidad, a 2 horas presenta 75%, 6 horas 68%,

12 horas 6% Yy 24 horas 55%.

Diaz S., (7) Efecto del tiempo de maduracion in vitro de los ovocitos bovinos sobre
el porcentaje de blastocisto obtenidos en el Laboratorio de Reproduccion Animal
de Zamorano en Honduras, que determinaron el efecto de tiempo de maduracion
in vitro, por ello colectaron 23 horas, se utilizo la técnica de aspiracion folicular,
donde se obtuvieron 63 ovocitos viables con un promedio de 2.83 ovocitos por
ovario. En el porcentaje de maduracion no presenta diferencias (P>0.05) con
73.53% 18 horas, 74.19% 24 horas; la fertilizacion fue de 76% y 60.87% para 18

y 24 horas.

Herndndez et al, (8) realizo la siguiente investigacion donde compararon dos
métodos de recoleccion de ovocitos bovinos para maduracion in vitro, donde se
utilizaron 300 ovarios de camal. Se utiliz6 la técnica de aspiracion de 2-8mm de
didmetro con la ayuda de la aguja N°18, para la técnica de “Slicing” se utilizo la
hoja de bisturi N°22 para realizar cortes transversales y sagitales. Su clasificacion
se realiz6 segun las capas de cumulus oophorus que presentaban los ovocitos, estos
cuentan con cuatro categorias que son A, B, C y D. La variable clasificatoria fue,
técnica de recoleccion, % madurables, % no madurables, promedio ovocitos

madurables/ovarios, promedio ovocitos no madurables/ovario y promedio
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ovocitos totales/ovario. ElI % ovocitos madurables/ovario 73,49+24,54;
65,17+10,52 y no madurables/ovario 26,5+24,54; 34,82+10,52 para aspiracion y
slicing, respectivamente (P> 0.05). El promedio de ovocitos/ovario resultd en
4,58+1,05 y 7,03+3,34 para aspiracion y slicing, respectivamente (P> 0.05), el
promedio de ovocitos madurables/ovario 3,24+1,11 y 4,37+1,45 para aspiracion y
slicing, respectivamente (P> 0.05) y el promedio de ovocitos no madurables/ovario
1,33+1,40 y 2,66+1,96 para aspiracion y slicing, respectivamente (P< 0.05).
deduciendo que la técnica slicing se recupera méas ovocitos, pero la calidad de los

ovocitos con mejores con la técnica de aspiracion.

2.1.2 A nivel Nacional

Delgado R. (9), realizé un estudio sobre la maduracion in vitro de ovocitos en
metafase Il de vacas post mortem a través de la técnica de fijacion, lo cual lo realizé
obtuvo los ovarios del camal de Yerbateros donde se aspiraron 1653 foliculos de
166 ovarios con un promedio de 10.26 foliculos, estos foliculos fueron recuperados
1228. De los 1228 se obtuvo la clasificacion de la categoria de A 196 ovocitos,
categoria B 168 ovocitos, categoria C 513 ovocitos, categoria D 351 ovocitos con
un porcentaje de A 1.44%, B 1.04%, C 2.99% y D 2.10; de los cuales solo los aptos
para la maduracion fueron 2.19%. estos datos se obtuvieron con la técnica de
aspiracion gue fue menor a otros autores. Posteriormente se realiz6 la maduracion
a 24 horas con una atmdsfera de 5% CO2 y a temperatura de 38.5 C°, obteniendo
un 57.78% de ovocitos maduros sin uso de hormonas, llego a la etapa de metafase

solamente un 57.78%.
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Segura G. (10) presentd el estudio sobre evaluacién in vitro de la capacidad de
maduracion y desarrollo embrionario de ovocitos bovinos extraidos de foliculos
de tres didmetros diferentes, para ello se obtuvieron ovarios de camal para
posteriormente ser extraido, los diametros que se evaluaron fueron de 1-2mm; 3-4
mm y 5-6mm. Los primeros 30 ovocitos se determino el diametro, el otro grupo la
maduracion a 24 horas con una atmoésfera himeda de 5% CO. y 38.5 C°. Los
rangos de 1-2mm y 3-4 mm presentan un mayor porcentaje de maduracion, pero
para la produccion de embriones de didmetro con mejores resultados fueron de 5-
6 mm, dandose como conclusion que de 1-4 mm tienen mejor competencia
meidtica, pero también se lleg6 a la conclusion de que no existe relacion entre
didmetro folicular y didmetro de ovocito, puesto se obtuvieron datos que el
didmetro folicular de 1-2mm presentd un diametro de ovocito de 115.1um; 3-4mm
present6 113.04 um y 5-6mm de 113.84 um. Asi mismo preciso que existe una
diferencia significativa con (p> 0.05) ante el desarrollo de embriones de los
ovocitos con rangos foliculares donde el > rango en desarrollo de blastocisto
presentd 3-4 mm (31%), 5-6 (39%) y 1-2mm (25%), los cumulo oophorus fueron
madurados a 24 horas, fecundos a 18 horas y cultivados in vitro 7 dias.

Segn Gémez et al., (11) técnicas del slicing y aspiracidon folicular en la eficiencia
de la recuperacién de ovocitos bovinos criollos postmorten en el camal, lo cual
esta investigacion se realizo en el Laboratorio de Reproduccion Animal de la
Universidad de Apurimac lo cual se tomo 200 ovarios de vacas criollas que fueron
sacrificadas en el camal de Abancay, donde los ovarios se trasladaron con suero
fisiologico al 0.9% con temperatura de 30-35 C°, para la tecnica de slicing se

utilizd 100 ovarios, se realizd cortes transversales y longitudinales donde se
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encontro foliculos de 2-8 mm, asi mismo para la técnica de aspiracion se utilizo la
cantidad de 100 ovarios, se introdujo una jeringa con aguja N° 18 de 10 ml para
poder realizar la aspiracion de la misma. Se calificd por categorias y solo las
categorias A 'y B son las viables para su procesamiento de maduracion; los datos
obtenidos de comparacidn de técnicas de recuperacion de slicing y aspiracion tiene
similar categorizacion de (P> 0.05) dando a la técnica slicing los resultados de
grado A 151 (28.42%), B 95 (17.89%), C 146 (27.37%) y D 140 (26.32%), para
aspiracion folicular son A 118 (27.70%), B 90 (21.13%), C 118 (27.70) y D 100
(23.47%). También no se encontrd la relacion de la calidad del foliculo (P>0.05)
respecto al uso de técnica de slicing y aspiracion de foliculos de 2-8 mm sin
importar el ciclo estral de la vaca. Se obtuvieron datos con el uso de slicing para
MIV' Y FIV es de 246 (46.24%), técnica de aspiracion 208 (48.83%). Encontrados
malos en aspiracion fueron de 218 (21.17%) y slicing fueron de 286 (53.76). Las
técnicas de slicing y aspiracion folicular proveen 5.32 y 4.26 ovocitos por ovario
(p>0.05), asi como 2.46 y 2.08 ovocitos de calidad por ovario (p>0.05),
respectivamente. Llegando a la conclusion de no encontrar diferencia en el uso de
las dos técnicas para la obtencion de ovocitos puesto proveen similares calidades
para MIV'Y FIV.

Flores F. (12), comentd en respecto a coleccion, cultivo y maduracion in vitro, de
ovocitos de vacas (Bos taurus) en el altiplano boliviano, donde su objetivo fue
determinar el efecto de la técnica de recuperacion, medio de recuperacion y
maduracion de la capa de cumulus oophorus con aspiracion y slicing, donde se
obtuvieron con uso de aspiracion en categoria A 40 (7.84%), B 119 (23.33%), C

129 (25.29%), con técnica de slicing se obtuvieron datos en categoria A 39
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(7.65%), B 104 (20.39%), C 79 (15.49%), con medio de maduracion M-199+BSA
Se logro obtener en categoria A 44 (8.63%), B 124 (24.31%), C 90 (17.65%). Los
ovocitos obtenidos por aspiracién solo maduraron 172 (34.61%), no maduraron
113 (22.74%), con técnica slicing maduraron 145 (29.18), no maduraron 67 (13.
48%). Llegando a la conclusién de que la recoleccidn de ovocitos con técnica de
slicing y aspiracion y medios de recuperacion M-199+BSA tienen el mismo
comportamiento, pero la técnica de slicing y aspiracion estadisticamente mas
elevados para obtener categoria A'y B.

Chura L. (13). En un estudio cuyo objetivo fue evaluar el efecto de las hormonas
GnRH y LH en la maduracion y fertilizacion in vitro de ovocitos inmaduros
obtenidos de vacas Brown Swiss sacrificadas en el matadero, donde se utilizaron
225 ovocitos, el medio base fue TCM-199, se conformaron tres tratamientos con
tres repeticiones cada una: T1 sin hormonas; T2 con 0,8mg/ml de GnRH y T3 con
1mg/ml de LH. Los resultados obtenidos indican que se obtuvo un 20% de ovocitos
maduros en el tratamiento 2 y un 28% en el tratamiento 3. Lo cual nos demuestra
que hubo un mayor nimero de ovocitos madurados respecto al grupo control en la
cual solo se obtuvo un 4% de ovocitos maduros. Por lo que se concluye que la
adicién de estas hormonas al medio de maduracién induce a una mayor tasa de
maduracion in vitro de ovocitos bovinos.

Tinco et al (14).Realizaron un investigacion cobre la calidad de ovocitos y
condicion corporal en vacas criollas. El objetivo de este estudio fue evaluar la
cantidad, calidad y estado nuclear de los ovocitos de ovarios segin condicion
corporal de las vacas criollas. Se formo grupos de vacas segun condicion corporal

(1=emaciada, 5=obesa): baja (<1,5), moderada (2 a 2,5) y alta (=3). Los ovarios
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(n=212) fueron obtenidos de vacas criollas del matadero. Los ovocitos se
recuperaron mediante aspiracion folicular clasificando en categorias A, B y C,
colocandose una parte con etanol-acido acético (3:1) por 24 h, luego tefiidos con
Lacmoid al 2%. Se evalu6 el estado nuclear del ovocito, categorizando como
vesicula germinal intacta (GV) y vesicula germinal rota (GVBD). EI nimero de
ovocitos recuperados por ovario entre condicion corporal baja, moderada y alta de
vacas fueron similares (p>0,05). Hubo asociacion entre condicion corporal y
calidad de ovocitos de categoria A (rs=0,49; P=0,001), B (rs=0,16; p=0,018); C
(rs=-0,16; p=0,016). Se obtuvieron mayor porcentaje (p<0,05) de ovocitos de
categoria A 'y B en las de condicion corporal moderada y alta, como categoria C
en condicion corporal baja. La condicién corporal no influy6 (p>0,05) sobre el
estado nuclear del ovocito. No se encontr6 asociacion (p=0,073) entre condicion
corporal y ovocitos con GV intacta, ni con GVBD (p=0,737). Se concluye, que la
condicidn corporal se asocia con la calidad de los ovocitos de categoria A, By C,
mas no con el estado nuclear GV y GVBD en vacas criollas del matadero.
2.2 Bases Teoricas
2.2.1 Biotecnologias Reproductivas en Bovinos
Son un conjunto de técnicas reproductivas que tiene el objetivo de mejorar
genéticamente los individuos que se tiene, esto implica el progreso genético,
mantencion y preservacion del material genético. También implica grandes
riesgos en nuevas tecnicas (2). Algunas de las biotecnologias que se inicio y se
fueron desarrollando en 1908 en Europa, todas ellas pasaron por olas
generacionales que les permitio descubrir una técnica mientras desarrollaban

otra, asi mismo se apoyan de una técnica como por ejemplo, la Maduracién In
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Vitro, después la Fertilizacion In Vitro para llegar a la Produccion In vitro, las
dos primeras tienen sus puntos criticos de desarrollo, donde la manipulacion es
crucial para llegar al objetivo final, volviendo a las biotecnologias pues se
desarrollaron las siguientes biotecnologias:(2)

- Inseminacién artificial y congelacion de semen

- Eliminacion y disminucion de enfermedades sexuales

- Uso intensivo de un macho de alto valor genético

- Aumento de la eficiencia de la estimacion del valor genético (test de progenie)
- Sincronizacion e induccion de la ovulacion

- Aumento de la eficiencia de la produccién de terneros

- Aumento de la eficiencia del manejo productivo y reproductivo

- Superovulacién, transferencia y congelaciéon de embriones

- Uso intensivo de la hembra de alto valor genético

- Recuperacion més eficaz de individuos exoticos y razas en peligro de extincion
- Formacion de bancos de germoplasma

- Importacién y exportacion de material genético

- Micromanipulaciéon de embriones para producir mellizos homocigotas y
quimeras

- Aumento del niumero de animales nacidos por embrién

- Aumento de la eficiencia del valor genético

- Creacion de modelos optimos de experimentacion

- Determinacion y seleccion del sexo de embriones y espermatozoides

- Produccion de la descendencia con el sexo seleccionado

- Produccién in vitro de embriones
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- Uso de hembras que no responden a tratamientos superovulatorios

- Produccion de embriones con ovarios de matadero

- Uso experimental

- Clonado de animales por medio de transferencia nuclear

- Eliminacién de la variabilidad de genotipos individuales

2.2.2 Ovogénesis:
Todo ser vivo en su tiempo de gestacion se estd proliferando células
germinales para el desarrollo de la estructura anatomia que lo caracteriza
segln a su especie, donde las células germinales se desarrollaran en
ovogonios. Este proceso de foliculogénesis es primordial para las hembras
pues ellas contaran con un pool de ovocitos que se utilizaran en toda su vida
reproductiva. (15)
Para una mejor comprension en la etapa inicial las células germinales que
migran a la cresta germinal para convertirse en un futuro ovarios, el futuro
ovario contiene a los ovogonios (9). Hay una primera mitosis como resultado
obtenemos un ovocito primario, este hecho es una maravilla en la naturaleza
puesto de detendrd cuando nace la hembra y en la ovulacion. En la pubertad
con el primer celo de la hembra, se da el inicio de la segunda divisién, como
producto final tenemos a un ovulo listo para ser fecundado.(15)
2.2.3 Foliculogénesis:
Foliculos primordiales:
El foliculo primordial se refiere al ovocito primario que se encuentra detenido en

la profase de la primera division meidtica (16). Se encuentra rodeado por una
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capa de celulas planas denominadas pre-granulosas, en el bovino el foliculo
primordial mide de 30-50 pm.
Foliculos primordiales
Los foliculos que se encuentran van a desarrollar las células planas y convertirlas
en cubicas, la teca interna comienza su diferenciacion y al foliculo de le
denomina primario (15). Este desarrollo es por un aspecto hormonal, llamado
reclutamiento gracias a la accién de la hormona FSH, no todos los foliculos
primarios llegan a madurar, en este proceso el foliculo mide de 40 — 60 um en
bovino (16)
Foliculos secundarios o preantrales
Las células epiteliales comienzan a crecer, proliferando las células, tomando un
tamafio mayor, esto influenciado por las hormonas segregadas de las
gonadotropinas hipofisarias (9). En los foliculos bovinos tienen el tamafio de 150
um, algunos de desarrollar otros se atresiaran. (16)
Crecimiento de foliculos primordiales
En el crecimiento, los foliculos tomaron un tamafio, pero es quien se va distinguir
de todos es el foliculo dominante, es quien llegara a la ovulacién gracias a la LH,
en los demas foliculos gobernara de manera negativa para que se atresian. (15)
2.2.4 Diametro folicular
Segun algunos estudios menciona que se prefieren el diametro del foliculo de 2-6
mm, pero también que hay foliculos con diametro de 6 mm son los més disponibles
para desarrollo embrionario en calidad de blastocito. Los foliculos extraidos con
diametro de 2-8 mm son los mas ideales para el desarrollo embrionario, presentando

mejor capacidad meidtica, donde los menos eficientes son menores a 2 mm. (10)
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2.2.5 Maduracion in Vitro
Proceso de la Produccion In vitro, es una de las etapas més criticas, es aqui el éxito
del trabajo de las biotecnologias (9) (17) . Debemos considerar que un primer periodo
de crecimiento y segundo un periodo final de preparacion nuclear y citoplasmaética,
requisito para una fecundacion y desarrollo embrionario. Cuando el foliculo antral
alcanza un tamario de 1,8 mm en la vaca, termina el crecimiento del ovocito. (16)
2.2.6 Recuperacion de ovocitos para maduracion in vitro
Existen multiples maneras de la recuperacion de un ovocito, el primero es la
técnica OPU, que consiste en la sincronizacion de celo, un programa de super
estimulacion, ingreso via transvaginal y ecografo, que lleva una aguja de punta
roma para poder aspirar los foliculos que se encuentran, por lo cual como el
ovario la presion es negativa, lo que se realiza es ingresar un lavado que es un
medio enriquecido sintético para la colecta de los ovocitos. (2)
Va influenciar muchos aspectos como la raza, condicién corporal, factor humano
quien manipule puesto son pocos los especialistas en realizar este tipo de trabajo,
manera de succion, liquidos sintéticos a emplear y no menos importante pero el

tema fisioldgico en que se encuentra el animal que se va a trabajar. (4)

Obtencidn de ovocitos provenientes de camal

Se realiza a partir de hembras sacrificadas en el matadero, mediante la obtencion
de sus ovarios y la aspiracion de los foliculos con un didmetro comprendido entre
3y 6 mm. (13). Esta técnica suministra una fuente abundante de ovocitos

obtenidos a bajo costo, provenientes de animales en diferentes estados de ciclo
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estral, que pueden ser madurados, criopreservados, fertilizados y cultivados in
vitro hasta alcanzar estados avanzados de desarrollo embrionario. (14).
Asi mismo el uso del material genético que tiene las hembras bovinas que no se
puede desperdiciar, son técnicas muy viables, en ellas encontramos la técnica
Slicing y Aspiracion. (6)

2.2.4 Busqueday clasificacion de COCs
La basqueda de ovocitos se debe realizar similar al de los embriones, bajo una
lupa estereoscdpica (40X) , siendo la morfologia del citoplasma y las células de
los cumulos, los mejores indicadores para determinar si el ovocito posee
potencial para madurar y fecundar in vitro (12). Se sefiala que la calidad
intrinseca de los ovocitos estd ligado a la eficiencia de la produccion de
embriones in vitro. (14) indican que la prueba final de la calidad de un ovocito
es su habilidad para estar fertilizado, y desarrollar hasta la etapa del blastocito,
capaz de establecer una gestacion y finalmente producir a un ternero vivo.(15)

Tabla 1: Caracteristicas de la calidad de los ovocitos Blondin y Sirad.

Ovocito Caracteristica

Tipo A Ovocito inmaduro rodeado completamente de células del
cumulo, citoplasma homogéneo

Tipo B Ovocito inmaduro rodeado parcialmente de células del
cumulo con citoplasma homogéneo.

Tipo C Ovocito inmaduro con pocas celulas de cumulo, con

citoplasma homogeéneo
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Tipo D Ovocito maduro, sin células de cumulo, con el citoplasma

homogéneo.

Fuente: Blondin y Sirad (18)

Figura N° 1: Clasificacion de la calidad de los ovocitos

Fuente: Ancco E. (19)

2.3 Marco Conceptual

Maduracion de ovocito: Condiciones en laboratorio, que se da en una placa Petri,

utilizando medios de maduracion sintéticos. (20)

Ovocito: célula reproductiva propio de la hembra, que sufre cambios hormonales para

poder convertirse en un ovulo y poder ser fertilizado.(21)

Foliculo ovarico: estructura ovarica que contiene al 6vulo (22)
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Diametro folicular: célula sexual que puede ser fertilizada.(23)
Complejo cumulos oophorus: capas de células cilindricas alrededor del ovocito (24)

Técnica de aspiracion: proceso de ingreso de una aguja para la succion de los ovocitos

que se encuentran en su interior. (25)

Técnica de slicing: proceso de corte de manera longitudinal y transversal para la salida

de los foliculos en su interior. (25)
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HIPOTESIS Y VARIABLES

2.3 Hipotesis General
Hi:
La maduracidn in vitro de ovocitos bovinos a diferentes tiempos y colectados de foliculos
de diferente tamario presentan diferencias en su capacidad de desarrollo en condiciones
de Sierra-2021
Ho:
La maduracién in vitro de ovocitos bovinos a diferentes tiempos y colectados de diferente
tamafio no presentan diferencias en su capacidad de desarrollo en condiciones de Sierra-
2021

2.4 Hipotesis Especificas
Hi:
Hay un efecto del tiempo de maduracion sobre la capacidad de maduracion in vitro de
ovocitos bovinos en condiciones de Sierra - 2021
Ho:
No hay un efecto del tiempo de maduracidn sobre la capacidad de maduracion in vitro de
ovocitos bovinos en condiciones de Sierra - 2021
Hi:
El diametro folicular de 2-4mm y 5-8 mm tiene efecto sobre la capacidad de maduracion
in vitro de ovocitos bovinos en condiciones de Sierra — 2021
Ho:
El didmetro folicular de 2-4mm y 5-8 mm no tienen efecto sobre la capacidad de

maduracion in vitro de ovocitos bovinos maduros en condiciones de Sierra — 2021
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Hi:

Hay un efecto de la técnica de obtencion de ovocitos bovinos sobre la capacidad de
maduracion in vitro en condiciones de Sierra- 2021

Ho:

No hay un efecto de la técnica de obtencion de ovocitos bovinos sobre la capacidad de
maduracion in vitro en condiciones de Sierra- 2021

Variables

Variable de estudio:

Cantidad de ovocitos totales

Cantidad de ovocitos viables (A'y B)

Cantidad de ovocitos no viables (C y D)

Cantidad de ovocitos madurados

Factores evaluados en el estudio

- Tiempo de Maduracion a 18, 20, 22, 24 Horas
- Tamafio de foliculos de 2-4mm y 5-8mm

- Técnicade slicing y aspiracion
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Operacionalizacion de Variables

Tipo de Definicion
Variables Dimension Indicador Instrumento Escala
variable conceptual
Tasa de Cuantitativa La tasa de 0a100 % Porcentual Calculadora Numeral
maduracién discreta maduracion se define Sesion x 100
in vitro de como el total de
ovocitos por ovocitos madurados
18 horas presentes sobre el
nGmero de ovocitos
recuperados por
sesion multiplicado
por 100
Tasa de Cuantitativa La tasa de 0a100 % Porcentual Calculadora Numeral
maduracion discreta maduracion se define Sesion x 100
in vitro de como el total de
ovocitos por ovocitos madurados
20 horas presentes sobre el
nlmero de ovocitos
recuperados por
sesion multiplicado
por 100
Tasa de Cuantitativa La tasa de 0a 100 % Porcentual Calculadora Numeral
maduracion discreta maduracion se define Sesion x 100
in vitro de como el total de
ovocitos por ovocitos madurados
22 horas presentes sobre el
nimero de ovocitos
recuperados por
sesion multiplicado
por 100
Tasa de Cuantitativa La tasa de 0a 100 % Porcentual Calculadora Numeral
maduracion discreta maduracion se define Sesién x 100

in vitro de

como el total de

ovocitos madurados
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ovocitos por presentes sobre el
24 horas nGmero de ovocitos
recuperados por
sesion multiplicado
por 100
Maduraci6 Cualitativa | Estructuras del ovario 2a4mm milimetros. Ecdgrafo Numeral
n de continua que tienen como
foliculos de componente liquido
2-4mm folicular para su
crecimiento y
maduracion
Maduracié Cualitativa | Estructuras del ovario 4a8mm milimetros. Ecografo Numeral
n de continua que tienen como
foliculos de componente liquido
5a8mm folicular para su
crecimiento y
maduracion
Tasa de Cuantitativa Técnica que se % porcentual Calculadora Numeral
recuperacio continua ejecuta al cortar el
n de ovario con un bisturi
ovocitos por y permitiendo la
técnica salida de los ovocitos
slicing
Tasa de Cuantitativa Técnica que se % porcentual Calculadora Numeral
recuperacio continua ejecuta al ingresar la
n de aguja y absorber los
ovocitos por foliculos
técnica de
aspiracion
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I1l.  METODOLOGIA

3.1 Método de investigacion
Como método general se utiliz6 el método cientifico. EI Método cientifico es un método
sistematico y ordenado que consiste en formular preguntas que fueron respondidas por
hipotesis y luego probadas, contrastadas, verificadas mediante un disefio riguroso. (26)
El método especifico que utilizamos en la investigacion fue la deduccion asi mismo de
analisis que vamos a realizar (16)

3.1.1Tipo de Investigacion

El presente estudio se ubico en la investigacion aplicada que busca mejorar la situacion
0 solucidn de un problema con la finalidad de generar bienestar en la sociedad. Ademas,
es de caracter prospectivo. (16)

Es longitudinal por que se analizaron los cambios a través del tiempo en puntos criticos
0 periodos especificados para hacer deducciones respecto al cambio, sus determinantes y
consecuencias (27)

3.1.2 Nivel de Investigacion

Explicativo puesto esta dirigido a responder los eventos y fendmenos fisico o sociales
que se desconocen o tienen poco conocimiento (16).

3.1.3 Disefo del Estudio

El presente estudio tiene un disefio cuasi-experimental, su grafica de modelo es:

MlC oo eee 01 - X - 02
MZC ...... 02 - - 02
Donde:

M;. = Grupo muestral 1 (grupo experimental)
Sin asignacion aleatoria de elementos
M,. = Grupo muestral 2 (grupo control)
Sin asignacion aleatoria de elementos
Observaciones antes de la intervencion
Observaciones después de la intervencion

0,
0,
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X = Intervencion o tratamiento

3.2 Poblacion

La poblacion fue infinita puesto no conocemos la cantidad de ovocitos que puede contener
un ovario, ademas se va ver influenciado por el ciclo estral que se encuentre la vaca, edad,
y por la cantidad de animales beneficiados.

3.3 Muestra:
Nuestra muestra fue de 77 ovocitos por cada tratamiento y elegida a través de un muestreo
no probabilistico intencional, que son muestras dirigidas, que suponen una seleccion del
investigador de las caracteristicas que desea investigar (16)

3.3.1 Criterios de Inclusion
v Qvaocitos de todas las calidades (A, B, C y D) colectados de foliculos de 2

a 8 mm de diametro.

3.3.2 Criterios de Exclusion

e Ovocitos colectados de foliculos mayores a 8 mm de diametro

3.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
La técnica es una etapa que consiste en recolectar los datos pertinentes, atributos,

conceptos y variables de las unidades de analisis (17). Por lo cual utilizamos la
observacién, que se realizo en los diversos tratamientos y procedimientos, asi mismos
el uso de trabajos como tesis, articulos cientificos que tuvieron relacion con nuestra
investigacion.

Los instrumentos para la recoleccién de los datos que se utilizé fue una ficha donde se
menciona el tipo de medio de maduracién, obtencion del foliculo, el uso de técnica
slicing y aspiracion, tiempos de maduracion, calidad del ovocito. Todo ello para medir

las variables y obtener datos correspondientes a nuestra investigacion.

37



3.4.1 Procedimientos especificos

Variable didmetro:

Clasificaciéon de tamafo de los foliculos:

o Se procedio con la ayuda de un ecografo a realizar la medicion del

diametro de los foliculos procedentes del camal.

Variable técnica slicing y aspiracion:

Coleccidn de Ovocitos mediante técnica slicing

Se ingreso al camal, en dia de faenado, en el area de desvicerado se
procedié a recolectar los ovarios, debemos tener cuidado en la
manipulacion del ovario para evitar su dafio, también debemos retirar
maximo 30 minutos, puesto es el tiempo de vida que tienen.

Se colocaron los ovarios en un recipiente a 37° en un recipiente con
cloruro de sodio.

Se procedio a cortar con un bisturi N° 22 de manera transversal y
longitudinal, los foliculos se colocaron en una placa Petri con suero
fosfatado.

Se realiz6 la seleccion de los ovocitos de nivel A, B, C 'y D con ayuda

del microscopio estereoscopio de 20x40.

Coleccién de Ovocitos de ovarios con técnica aspiracion

Se tomaron los ovarios en el dia de faenamiento, se colocaron en un
recipiente a temperatura de 37° con suero fisiolégico para ser
transportado a laboratorio.

La colecta de los ovocitos se realiz6 mediante puncién y aspiracion
con una jeringa de 3 ml y aguja N° 18, el fluido aspirado sera colocado
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en placas Petri conteniendo medio PBS (suero fosfatado) para su

posterior busqueda y clasificacion

Busqueda y clasificacion de ovocitos en laboratorio

Su busqueda fue con el uso de un Microscopio estereoscopio, se clasifico
los ovocitos en categoria A, B, C y D, aqui se podra apreciar los cumulus
oophorus. Los (COCs) se clasificaron como viable que son el Ay B, asi

como inviable C y D.

Variable tiempo de maduracion:

Maduracion in vitro (MIV)

Los ovocitos seleccionados de calidad A y B se colocaron individualmente
en placas Petri, posteriormente se lavaron 2-3 veces en medio H-199
(Hepes). Luego los ovocitos se lavaron 2-3 veces en gotas de 100 pul en
placas Petri con medio MIV (Vitrogen, Brasil) y fueron transferidas a
placas Petri de 35 x 10 mm, con gotas de maduracion de 70 pl cubiertas
con aceite mineral, previamente atemperado en la incubadora. Las placas
Petri fueron preparadas con las gotas de maduracion de 70 pl y 10 ovocitos
por gota, y fueron colocados en la incubadora a 38.5°C, 5% de CO2 y 90%
humedad por 18-20-22 y 24 horas

3.5 Técnicas de procesamiento y analisis de datos

El anélisis de los datos fue a través de estadistica descriptiva y estadistica
inferencial a través de analisis de varianza con un disefio completamente al

azar con arreglo factorial 4x2x2. Donde son en 4 tiempos de 18,20,22,24
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horas de maduracion in vitro, con dos técnicas que fueron aspiracion y
slicing; con dos diametros foliculares de 2-4mm y 5-8mm,
El disefio estadistico fue el disefio completamente al azar cuyo modelo

aditivo lineal fue el siguiente:

a. Modelo aditivo lineal

Yij=p+ti+&j
Donde:
Yij: es la variable de respuesta.
l: es la media global
ti : es el efecto del i-ésimo tratamiento.

&ij: error asociado i-ésimo tratamiento (error experimental)

Todos los datos fueron analizados mediante al software SPSS V29 y el SAS V8,
asimismo se realiz6 una prueba de DUNCAN

3.6 Aspectos éticos de la investigacion

Como investigador me comprometi a respetar los principios y normas de
comportamiento del cddigo de ética para la investigacion cientifica de la
Universidad Peruana los Andes, mencionadas en el reglamento de investigacion,
mencionando el Articulo 27:

Beneficencia y no maleficencia: tratando de minimizar los efectos adversos
Responsabilidad: En la realizacién de la investigacion

Veracidad: Los datos presentados no fueron manipuladas, ni modificada,
mostrandose los resultados tal cual.

Articulo 28:
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Ejecutar investigaciones pertinentes, originales y coherentes con las lineas de
investigacion Institucional.

Proceder con rigor cientifico asegurando la validez, la fiabilidad y credibilidad
de sus métodos, fuentes y datos.

Asumir en todo momento la responsabilidad de la investigacion, siendo
conscientes de las consecuencias individuales, sociales y académicas que se

derivan de la misma
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IV. RESULTADOS Y/O PRUEBA DE HIPOTESIS

Los resultados del estudio se presentan basados en la evaluacion de las variables y de
acuerdo a los objetivos planteados. Se presentan los resultados sobre el efecto de la triple
interaccion de la técnica, didmetro y horas de maduracién sobre la cantidad de ovocitos

madurados

4.1.1 Evaluacion del efecto de la triple interaccion de la técnica, didmetro folicular
y horas de maduracién sobre la cantidad de ovocitos madurados:

Los resultados obtenidos en la tabla N°2, que si presenta una diferencia estadistica
significativa (p<0.05), donde con la técnica Aspiracion, de didmetro de 2-4mm y
madurado a 22-24 horas se obtiene una éptima cantidad de ovocitos madurados. Esto se
puede apreciar en el Figura N°2, donde se puede apreciar el promedio de los ovocitos
madurados, con las horas y las técnicas de recoleccion (Aspiracion y Slicing) en cada
barra.

Tabla N° 2: Efecto de la triple interaccion de la técnica, didmetro y horas de

maduracion sobre la cantidad de ovocitos madurados.

Ovocitos
Horas Técnica Diadmetro madurados P Valor

2-4mm 14.5 £ 0.70gf
A 5-8mm 6.5+ 0.70h
2-4mm 14 + 1.41gf
18 S 5-8mm 22 +1.41cbh

0.0001
2-4mm 32.5+0.70a

A 5-8mm 16.5 + 2.12¢f
2-4mm 6.5+ 0.70h
20 S 5-8mm 11.5+0.70g
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2-4mm 16.5 + 2.12¢f

A 5-8mm 22.5+0.70cb
2-4mm 18 + 2.82¢f

22 S 5-8mm 15.5 + 2.12¢f
2-4mm 23.5+2.12b

A 5-8mm 20 + 1.41cd
2-4mm 155 + 1.41ef

24 S 5-8mm 6.0 = 0.85h
*a, b, c, d, e f, g, h letras diferentes indica que hay diferencia estadistica significativa (P<0.05)

om t Grouping for Means of tto (Alpha = 0.05)

Means covered by the same bar are not significantly different.

tto Estimate
5 32.5000 l
13 23.5000
10 22.5000
4 22.0000
14 20.0000
1 18.0000 I
] 16.5000
a 16.5000
15 15.5000
12 15.5000
1 14,5000
3 14.0000
8 11.5000
T 6.5000
2 6.5000
16 6.0000

Figura N° 2: Efecto de la triple interaccion de la técnica, didmetro y horas

de maduracion sobre la cantidad de ovocitos madurados
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4.1.2 Evaluacion del efecto del tiempo de maduracion sobre la cantidad de ovocitos
madurados:

Se presentaron los siguientes resultados, respecto al efecto del tiempo de maduracion, por
lo cual para la maduracién se utilizaron solo los ovocitos viables, ya que contaban con
las caracteristicas morfoldgicas para la maduracion in vitro. Segan los resultados en la
Tabla N°3 si presenta una diferencia estadistica (p=0.0018), respecto a las horas de
maduracion que fueron sometidas los ovocitos viables. De las cuales la mas 6ptima para
la maduracion in vitro en la Region Junin que se ubica a 3230 msnm, es de 22 horas y 24
horas. Este dato también se puede apreciar en el Figura N°3, donde se puede apreciar la
maduracion in vitro de 18 horas 14.2 + 6.4; 20 horas con ovocitos madurados de 16.7 +
11.1; (22 horas) con ovocitos madurados 18.12 + 3.5; 24 horas con ovocitos madurados

de 16.2 + 6.84.

Tabla N°3: Efecto del tiempo de maduracion sobre la cantidad de ovocitos

madurados

Ovocitos
Horas madurados P valor

22 horas 18.12 + 3.5a
20 horas 16.7 £ 11.1ab
24 horas 16.2 £ 6.84b
18 horas 14.2 £ 6.4c

*a, b, ¢ letras diferentes indica que hay diferencia estadistica significativa (P<0.05)

0.0018
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om t Grouping for Means of h (Alpha = 0.05)

Means covered by the same bar are not significantly different.

h Estimate

c 16.1250
B 16.7500
] 16.2500

A 14 2500 I

Figura N°3: Efecto del tiempo de maduracion sobre la cantidad de ovocitos

madurados

4.1.3 Evaluacion del efecto del didmetro folicular sobre la cantidad de ovocitos
madurados:

Los resultados obtenidos fueron los siguientes, que se puede apreciar en la Tabla N°4,
donde los ovocitos de didmetro 2-4 mm llegaron a madurar éptimamente frente a los
ovocitos con diametro de 5-8 mm, mostrando que si presenta una diferencia estadistica
significativa (p=0.04). Asimismo, en el Figura N°4, se puede apreciar las diferencias, en
las barras, con los promedios obtenidos de (I) 2-4mm obteniendo 17.6 £ 9. 132y (Il) 4-

8mm obteniendo 15.0 + 6.81b.
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Tabla N° 4: Efecto del diametro folicular sobre la cantidad de ovocitos

madurados

Total de Ovocitos
Didmetro  madurados  madurados P valor

2-4 mm 142 17.6 £9.13a 0.04
5-8 mm 127 15.0 + 6.81b

*a,b letras diferentes indica que hay diferencia estadistica significativa (P<0.05)

om t Grouping for Means of d (Alpha = 0.05)

Means covered by the same bar are not significantly different.

d Estimate

| 17.6250

1 15.0625

Figura N°4: Efecto del diametro folicular sobre la cantidad de ovocitos

madurados

4.1.4 Evaluacion del efecto de la técnica de Aspiracién y Slicing sobre la cantidad de

ovocitos madurados:

Los resultados que se obtuvieron fueron los siguientes, donde respeto a la técnica de

Aspiracion sobre la cantidad de los ovocitos madurados, frente a la técnica de Slicing si

presenta una diferencia estadistica significativa (p<0.05), de las cuales nos muestra que

la técnica de aspiracién es la mas dptima, para la maduracion in vitro, que se evidencia

en la Tabla N°5, en el Figura N°5, muestras las diferencia en las barras para la técnica
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Aspiracion obteniendo un promedio de maduracion de 19.0 £ 7.55 y para la técnica de

Slicing se obtuvo un promedio de 13.2 + 5.97.

Tabla N°5: Efecto de la técnica de Aspiracion y Slicing sobre la cantidad de

ovocitos madurados

Ovocitos
Técnica madurados P valor

Aspiracion  19.0+755a

0.001
Slicing 13.2 £5.97b
*a,b letras diferentes indica que hay diferencia estadistica significativa (P<0.05)

om t Grouping for Means of t (Alpha = 0.05)

Means covered by the same bar are not signifizcantly different.

t Estimate
Aspiraci 18.0625
Slicing 13.6250

Figura N°5: Efecto de la técnica de Aspiracion y Slicing sobre la cantidad de

ovocitos madurados
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V. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En la investigacion llegamos al siguiente resultado para la triple interaccion con un valor
de p=0.001, que con la aplicacion de la técnica Aspiracion, de diametro folicular de 2-
4mm y maduracion in vitro de 22-24 horas se obtiene una éptima cantidad de ovocitos
madurados en condiciones de Sierra, realizado por primera vez en nuestra Regién Junin.
Para la variable maduracién in vitro a diferentes tiempos (18, 20, 22, 24 horas), los
resultados obtenidos si presenta una diferencia estadistica significativa (p<0.05), Diaz
(7) hallé que a las 24 horas de maduracion obtuvo una tasa de maduracion de 74.19%
frente a las de 18 horas con 73.53%, Landinez (28) hallé entre < a 24 y >24 horas de
maduracion, obteniendo una tasa de maduracion de 67.8%, Delgado (9) obtuvo los
resultados que a 24 horas obtuvo un promedio de maduracion del 57.78%, Flores (12)
obtuvo una tasa de maduracion a 24 horas un promedio de 34.61%, Vazquez (29) obtuvo
una tasa de maduracion a 24 horas un promedio de 79.18%. Para la variable diametro,
siendo el didmetro mas favorable para la maduracion in vitro en distintos tiempos de
maduracion es de 2-4 mm, como lo menciona Estrella (5), en su investigacién donde el
G1 (<4mm), G2 (4-8mm), G3 (>8mm) siendo 4-8 mm quienes culminan y presentan
mayor tasa de maduracion. Este dato también concuerda con Segura (10) donde la
capacidad de maduracién mas altos con los ovocitos que presentaron un diametro de 1-
4 mm. Gomez (11) utilizo los diametros de 2-8mm para la maduracién in vitro. Respecto
a la variable técnica respecto a la capacidad de maduracién in vitro si presenta diferencia
significativa (p=0.001), donde se obtuvo que con la técnica de aspiracion 19.0+- 7.55
de ovocitos madurados y con la técnica de slicing 13.2 +- 5.97 de ovocitos madurados,

siendo el méas optimo utilizar la técnica de aspiracion, estos datos también los contrasta
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Hernandez (8) que tienen una tasa de ovocitos viables con la técnica de aspiracion
73,49+24,54; con la técnica de slicing 65,17+10,52 de maduracién de ovocitos, Gomez
(11) respecto a la obtencion de ovocitos respecto a la técnica de slicing obtuvo un
promedio de ovocitos madurados de 46.31% y con la técnica de aspiracion obtuvo un
promedio de ovocitos madurados de 48.83%. Caso contrario menciona Quintana (25)
que con la técnica de slicing se obtuvo mayor cantidad de ovocitos 46.80% y menor con

la técnica de aspiracion con 34.25% presentando una diferencia significativa (p<0.001)
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CONCLUSIONES

La capacidad de maduracion in vitro de bovinos a diferentes tiempos, y colectados de
foliculos de diferentes tamafios si presentan diferencia significativa (p=0.001),
utilizando el tiempo de maduracion in vitro de 22-24 horas, con didmetro folicular de
2-4mm con la técnica de aspiracion.

La capacidad de maduracion in vitro bovino a diferentes tiempos tienen mejores
resultados de 22 horas con un promedio de maduracion in vitro de 18.12 + 3.5y 24
horas con un promedio de maduracion de 16.2 + 6.84b, con un valor de p=0.001

El didmetro folicular que tiene efecto sobre la capacidad de maduracion in vitro es de
2-4 mm, con un promedio de maduracién de 17.6 + 9.13, con un valor de p=0.04

La técnica de aspiracion tiene efecto sobre la capacidad de maduracion in vitro con

un promedio de maduracién de 19.0 £ 7.55, con un valor de p=0.001
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RECOMENDACIONES

Se recomienda seguir con las investigaciones de capacidad de maduracion ya que es

un punto mas critico para poder llegar a la produccién in vitro.

Asimismo, se recomienda que se debe apostar mas por las biotecnologias

reproductivas que favorecen mucho a la poblacion.

Se recomienda para poder tener mayor cantidad de ovocitos madurados deben tener

2-4 mm de didmetro.

Se recomienda el uso de la técnica de aspiracién para la obtencién de mayores

ovocitos de categorias Ay B.
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ANEXOS



ANEXO 1: MATRIZ DE CONSISTENCIA DEL PROYECTO DE TESIS:

Titulo: MADURACION IN VITRO DE OVOCITOS BOVINOS A DIFERENTES TIEMPOS Y COLECTADOS DE
FOLICULOS DE DIFERENTE TAMARNO EN CONDICIONES DE SIERRA - 2021

TIPO, NIVEL Y

FORMULACION . DISENO
OBJETIVOS HIPOTESIS DISENO DE LA VARIABLES
DEL PROBLEMA INVESTIGACION METODOLOGICO
POBLACION
PROBLEMA GENERAL |OBJETIVO GENERAL HIPOTESIS GENERAL Ovarios y ovocitos
H1
¢Cudl sera la capacidad de | Determinar la capacidad de |La maduracién in vitro de a. VARIABLES TECNICAS E
maduracién in vitro de|maduraciéon in vitro de itos bovi dif - Variable de estudio: ITSTRL:é'\éInI?gTOSseré la
ovocitos ovInos a iferentes TIPO DE Tiempo de MaduraCién a 18, 20, Observaoién y para Ia
ovocitos bovino a diferentes | ovocitos bovino a diferentes | tiempos y colectados de foliculos INVESTIGACION 22, ?4 Horas _ . recoleccion  de  datos  se
tiempos y colectados de |tiempos y colectados de |ge giferente tamafio presentan | APlicada-cuantitativa - Variable caracterizada: utilizaran registros

foliculos de diferente tamafio
en condiciones de Sierra-
2021?

de
tamafio en condiciones de
Sierra-2021

foliculos diferente

diferencias en su capacidad de
desarrollo en condiciones de
Sierra-2021
Ho

La maduracion in vitro de
ovocitos bovinos a diferentes

tiempos y colectados de diferente

tamafio no presentan diferencias

NIVEL DE
INVESTIGACION
Explicativo
DISENO
INVESTIGACION
Cusi-experimental

DE

Tamario de foliculos de 2-4mm
y 5-8mm

Técnica de slicing y aspiracion
Variables dependientes:
Cantidad de ovocitos totales
Cantidad de ovocitos viables (A
y B)

Cantidad de ovocitos no viables
(CyD)

Cantidad de ovocitos madurados

previamente elaborados para
cada variable en campo y
laboratorio.

ANALISIS DE DATOS
Para la variable cantidad de
ovocitos madurados DCA
con arreglo factorial 4X2X2,
para la variable ovocitos
totales se ha utilizado un
disefio completamente al azar
y para las variables de
calidad de ovocitos se ha
utilizado un disefio
completamente al azar con

arreglo factorial de 2x2
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PROBLEMAS
ESPECIFICOS
+ (Cudl sera la capacidad de

maduracién in vitro de
ovocitos bovinos a diferentes
tiempos en condiciones de
Sierra-2021?

* (Cual sera la capacidad de
maduracion in  vitro de
ovocitos bovinos colectados
de foliculosde2a4 mmy5a
8 mm de didmetro en
condiciones de Sierra-2021?
+/Cudl serd la capacidad de
maduracion in  vitro de
ovocitos bovinos recolectados
técnicas

mediante dos

diferentes?

OBJETIVOS
ESPECIFICOS

e  Determinar la capacidad
de maduracion in vitro de
ovocitos  bovinos  a

diferentes  tiempos en

condiciones de Sierra-
2021

e  Determinar la capacidad
de maduracion in vitro de
ovocitos bovinos
colectados de foliculos de
2a4mmy5a8mmde
didmetro en condiciones
de Sierra-2021

e  Determinar la capacidad
de maduracion in vitro de
ovocitos bovinos

colectados mediante dos

técnicas

en su capacidad de desarrollo en

condiciones de Sierra-2021

HIPOTESIS
ESPECIFICAS

Hi:

Los tiempos de maduracion in
vitro tienen efecto sobre la

cantidad de ovocitos bovinos
madurados en condiciones de
Sierra - 2021

Ho:

Los tiempos de maduracion in
vitro no tienen efecto sobre la
cantidad de ovocitos bovinos
madurados en condiciones de
Sierra - 2021

Hi:

El didametro folicular de 2-4mm y
5-8 mm tiene efecto sobre la
capacidad de maduracién in vitro
de ovocitos  bovinos  en
condiciones de Sierra — 2021

Ho:

El didmetro folicular de 2-4mm y
4-8 mm no tienen efecto sobre la
capacidad de maduracién in vitro
de ovocitos bovinos maduros en
condiciones de Sierra — 2021

Hi:

Hay un efecto de la técnica de
obtenciéon de ovocitos bovinos
sobre la capacidad de maduracién
in vitro en condiciones de Sierra-
2021

Ho:

No hay un efecto de la técnica de
obtenciéon de ovocitos bovinos
sobre la capacidad de maduracién
in vitro en condiciones de Sierra-
2021
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ANEXO 2: OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Tipo de Definicion
Variables Dimension Indicador Instrumento Escala
variable conceptual
Tasa de Cuantitativa La tasa de 0a100 % Porcentual Calculadora Numeral
maduracién discreta maduracion se define Sesion x 100
in vitro de como el total de
ovocitos por ovocitos madurados
18 horas presentes sobre el
nGmero de ovocitos
recuperados por
sesion multiplicado
por 100
Tasa de Cuantitativa La tasa de 0a100 % Porcentual Calculadora Numeral
maduracion discreta maduracion se define Sesién x 100
in vitro de como el total de
ovocitos por ovocitos madurados
20 horas presentes sobre el
ntmero de ovocitos
recuperados por
sesion multiplicado
por 100
Tasa de Cuantitativa La tasa de 0a100 % Porcentual Calculadora Numeral
maduracion discreta maduracion se define Sesion x 100
in vitro de como el total de
ovocitos por ovocitos madurados
22 horas presentes sobre el
nimero de ovocitos
recuperados por
sesion multiplicado
por 100
Tasa de Cuantitativa La tasa de 0a 100 % Porcentual Calculadora Numeral
maduracion discreta maduracion se define Sesién x 100

in vitro de

como el total de

ovocitos madurados
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ovocitos por presentes sobre el
24 horas nGmero de ovocitos
recuperados por
sesion multiplicado
por 100
Maduracié Cualitativa | Estructuras del ovario 2a4mm milimetros. Ecografo Numeral
n de continua que tienen como
foliculos de componente liquido
2-4mm folicular para su
crecimiento y
maduracion
Maduracié Cualitativa | Estructuras del ovario 4a8mm milimetros. Ecografo Numeral
n de continua que tienen como
foliculos de componente liquido
5a8mm folicular para su
crecimiento y
maduracion
Tasa de Cuantitativa Técnica que se % porcentual Calculadora Numeral
recuperacio continua ejecuta al cortar el
n de ovario con un bisturi
ovocitos por y permitiendo la
técnica salida de los ovocitos
slicing
Tasa de Cuantitativa Técnica que se % porcentual Calculadora Numeral
recuperacio continua ejecuta al ingresar la
n de aguja y absorber los
ovocitos por foliculos
técnica de
aspiracion
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Anexo 3: FICHA DE RECOLECCION

FICHA DE FILIACION DE LABORATORIO — MADURACION DE OVOCITOS

FORMATO DE COLECTA DE OVOCITOS

TECNICA
Tiempo de .
N2 Fol. 2- | N2 Fol. 4-8 | N2 ovocitos | N2 ovocitos | N2 ovocitos | N2 ovocitos N2 ovocitos | maduracidn Tiempo de
TECNICA | OVARIOS . maduracion
4 mm mm colectados | Viables A 2-4 (18 H) 5-8 (18 H)
Viables B Inviables C Inviables D
ASPIRACION:
A: 10
ASPIRACION 14 16 16 10 5 0 1 B:5
ASPIRACION:
A:9
47 47 9 10 10 8 B:8
SLICING:
A:10
SLICING 13 30 30 10 10 5 5 B:10
SLICING:
A:9
45 45 10 13 20 2 B:10
Tiempo de Tiempo de
maduracion maduracion
2-4 (20 H) 5-8 (20 H)
ASPIRACION:
A:12
ASPIRACION 16 65 65 14 23 27 1 B: 20
ASPIRACION:
A:3
23 23 3 5 15 0 B:5
SLICING:
SLICING 14 18 18 0 7 9 2 A:0
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B:7

SLICING:
A:3
20 20 3 9 6 B:9
Tiempo de Tiempo de
maduracién maduracién
2-4 (22 H) |5-8(22 H)
ASPIRACION:
A: 10
ASPIRACION 25 16 16 10 5 0 B:5
ASPIRACION:
A: 9
25 25 10 13 1 B: 12
SLICING:
A:10
SLICING 25 47 47 10 10 20 B:10
SLICING:
45 45 10 13 20 A:10
B:13
Tiempo de Tiempo de
maduracion maduracion
2-4(24H) |5-8(24H)
ASPIRACION:
A: 8
ASPIRACION 22 57 57 8 14 31 B: 14
ASPIRACION:
A:11
58 58 11 14 31 B: 10

65




SLICING:

A:5
SLICING 22 32 32 5 14 12 B:12
SLICING:
A:0
16 16 0 8 6 B:7
Tiempo de .
‘2 Tiempo de
maduracion L,
2-4 (18 H) maduracién
5-8 (18 H)
ASPIRACION:
A: 6
ASPIRACION 10 20 20 9 7 7 B:5
ASPIRACION:
A:5
29 29 13 9 6 B:7
SLICING:
A:8
SLICING 10 27 27 9 8 8 B:5
SLICING:
A:ll
40 40 15 10 12 B:8
Tiempo de Tiempo de
maduracién maduracién
2-4 (20 H) 5-8 (20 H)
ASPIRACION:
A:5
ASPIRACION 12 25 25 7 8 9 B:5
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ASPIRACION:
A:6
18 18 9 7 1 B:5
SLICING:
A:8
SLICING 12 45 45 12 15 15 B:10
SLICING:
A:11
35 35 13 7 15 B:5
Tiempo de Tiempo de
maduracion maduracion
2-4(22H) |5-8(22H)
ASPIRACION:
A:8
ASPIRACION 18 19 19 8 6 5 B:5
ASPIRACION:
A: 11
31 31 12 10 9 B: 10
SLICING:
A:13
SLICING 18 52 52 13 15 22 B:15
SLICING:
35 35 11 9 14 A:10
B:8
Tiempo de Tiempo de
maduracion maduracion
2-4(24H) |5-8(24H)
ASPIRACION:
A:7
ASPIRACION 10 21 21 7 8 5 B: 8
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ASPIRACION:
A2

10 10 3 5 B:4
SLICING:
A:9
SLICING 10 30 30 9 16 B:14
SLICING:
A:6
25 25 6 8 B:8
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ANEXO 4:

DECLARACION DE CONFIDENCIALIDAD

Yo Contreras Jeronimo Yosilin Lisbeth identificado (a) con DNI N° 70094269 egresado la
escuela profesional de Medicina Veterinaria y Zootecnia (vengo/habiendo)
implementando/implementado el proyecto de investigacion titulado “MADURACION IN
VITRO DE OVOCITOS BOVINOS A DIFERENTES TIEMPOS Y COLECTADOS
DE FOLICULOS DE DIFERENTE TAMANO EN CONDICIONES DE SIERRA -
20217, en ese contexto declaro bajo juramento que los datos que se generen como producto
de la investigacion, asi como la identidad de los participantes seran preservados y seran
usados Unicamente con fines de investigacion de acuerdo a lo especificado en los articulos
27y 28 del Reglamento General de Investigacion y en los articulos 4 y 5 del Codigo de Etica
para la investigacion Cientifica de la Universidad Peruana Los Andes , salvo con autorizacion

expresa y documentada de alguno de ellos.

Huancayo, 28 de febrero 2023.

CONTRERAS JERONIMO YOSILIN LISBETH

Responsable de investigacion
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ANEXO 5:

COMPROMISO DE AUTORIA

En la fecha, yo Contreras Jeronimo Yosilin, identificado con DNI N° 70094269, Domiciliado
en Av. Real N°140- Huancayo-Junin, estudiante de la Escuela Profesional de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Peruana Los Andes, me COMPROMETO a asumir
las consecuencias administrativas y/o penales que hubiera lugar si en la elaboraciéon de mi
investigacion titulada “MADURACION IN VITRO DE OVOCITOS BOVINOS A
DIFERENTES TIEMPOS Y COLECTADOS DE FOLICULOS DE DIFERENTE
TAMANO EN CONDICIONES DE SIERRA - 2021” se haya considerado datos falsos,
falsificacion, plagio, auto plagio, etc. y declaro bajo juramento que el trabajo de investigacion
es de mi autoria y los datos presentados son reales y he respetado las normas internacionales

de citas y referencias de las fuentes consultadas.

Huancayo, 28 de febrero 2023

Contreras Jeronimo Yosilin Lisbeth
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ANEXO 6: ANALISIS ESTADISTICOS

Analisis de varianza y prueba de DLS para la variable técnica y didmetro en ovocitos no viables

Fuentes de Grados Suma de Cuadrados | Fc |Pr>F
variacion de cuadrados Medios
libertad
Model 3 1110.687500 | 370.229167 | 6.39 | 0.0078
Error 12 695.250000 | 57.937500
Corrected Total 15 1805.937500

Source DF Type I SS | Mean Square F Value | Pr>F
t 1| 280.5625000 | 280.5625000 4.84 | 0.0481
d 1| 770.0625000 | 770.0625000 13.29 | 0.0034
t*d 1| 60.0625000 60.0625000 1.04 | 0.3287
Level of | Level of N on

t d Mean Std Dev
Aspiraci | | 4 8.2500000 | 8.61684397
Aspiraci | Il 4 18.2500000 | 6.99404509

Slicing | I 4 12.7500000 | 9.10585892

Slicing | 1l 4 30.5000000 | 5.06622805

ANEXO 7: Andlisis de varianza y prueba de DLS para la variable técnica y diametro en ovocitos
viables

Fuentes de Grados Suma de Cuadrados | Fc |Pr>F
variacion de cuadrados Medios
libertad
Model 3 423.6875000 | 141.2291667 | 3.03 | 0.0709
Error 12 558.7500000 | 46.5625000
Corrected Total 15 982.4375000

Source | DF Type I SS | Mean Square | F Value | Pr>F
t 1| 85.5625000 85.5625000 1.84 | 0.2002
d 1 | 333.0625000 | 333.0625000 7.15 | 0.0202
t*d 1 5.0625000 5.0625000 0.11 ] 0.7473
Level of | Level of | N oV

t d Mean |  Std Dev
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Aspiraci | | 4 | 29.2500000 | 6.44851404
Aspiraci | Il 4 | 19.0000000 | 7.61577311
Slicing | | 4 | 23.5000000 | 6.40312424
Slicing | Il 4 | 15.5000000 | 6.75771164

ANEXO 8: Andlisis de varianza y prueba de DLS para efecto de la técnica de obtencion de ovocitos

sobre la cantidad de ovocitos totales

ANEXO 9: Analisis de varianza y prueba de DLS para efecto de triple interaccion de técnica,
didmetro y horas de maduracion.

Fuentes de Grados Suma de Cuadrados | Fc Pr >
variacion de cuadrados Medios F
libertad
Model 1 855.562500 | 855.562500 | 3.07 | 0.101
5

Error 14 3898.875000 | 278.491071

Corrected 15 4754.437500

Total

Source | DF Type I SS | Mean Square | F Value | Pr>F

tto 1 | 855.5625000 | 855.5625000 3.07 | 0.1015
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Fuentes de Grados Suma de Cuadrados | Fc | Pr>
variacion de cuadrados Medios F
libertad
Model 15 1465.718750 | 97.714583 | 37.6 | <.000
7 1
Error 16 41.500000 2.593750
Corrected 31 1507.218750
Total
Source | DF Type | SS | Mean Square | F Value | Pr>F
h 3 61.843750 20.614583 7.95 | 0.0018
t 1| 236.531250 236.531250 01.19 | <.0001
d 1 52.531250 52.531250 20.25 | 0.0004
h*t*d 10 | 1114.812500 111.481250 42.98 | <.0001
Level of | Level of | Level of [ N om
h t d Mean Std Dev
A Aspiraci | | 2 | 14.5000000 | 0.70710678




A Aspiraci | 11 2| 6.5000000 | 0.70710678
A Slicing | 2 | 14.0000000 | 1.41421356
A Slicing 1 2 | 22.0000000 | 1.41421356
B Aspiraci | | 2 | 32.5000000 | 0.70710678
B Aspiraci | 11 2 | 16.5000000 | 2.12132034
B Slicing | 2| 6.5000000 | 0.70710678
B Slicing I 2 | 11.5000000 | 0.70710678
C Aspiraci | | 2 | 16.5000000 | 2.12132034
C Aspiraci | Il 2 | 22.5000000 | 0.70710678
C Slicing | 2 | 18.0000000 | 2.82842712
C Slicing 1 2 | 15.5000000 | 2.12132034
D Aspiraci | | 2 | 23.5000000 | 2.12132034
D Aspiraci | Il 2 | 20.0000000 | 1.41421356
D Slicing | 2 | 15.5000000 | 2.12132034
D Slicing 11 2| 6.0000000 | 1.41421356
Distribution of om
&
30
25
& H @
e X H @
=]
= H E @
10
&
: <
1 10 11 12 13 14 15 16 2 3 4 5

tto
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Anexo 10: Evidencias fotograficas

Figura 06: Desarrollo y ejecucién de la tesis en el Laboratorio de Reproduccién Animal de la
Universidad Nacional del Centro del Peru
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Figura 07: Recepcién de los ovarios que fueros traidos del matadero a T° 38.5 con Suero Fisioldgico
+ Antibidtico 0.5ml para colocarlo en la platina temperada a T° 38.5
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Figura 08: Técnica de Aspiracion con jeringa de 5 mly aguja N° 18 x 1 1/2

Figura 09: Técnica de Slicing, se realiza con cortes transversales y sagitales, para aspirarlo con
ayuda de la pipeta Pasteur y colocarlos en tubos Falcon para su sedimentacion

Figura 10: Después de la sedimentacidn, se elimina el sobrenadante, se repite el procedimiento tres
veces, hasta que esté mas claro, tomar el sobrenadante con una pipeta Pasteur y colocarlo en una
placa Petri para la busqueda de los ovocitos.
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Figura 11: Busqueda de los ovocitos categoria A, B, CY D

Figura 12: Ubicacién de los ovocitos
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Figura 13: Los ovocitos que se encontraron se colocaron en una placa Petri con suero fisioldgico,
nos ayudamos con la platina para mantener la temperatura

Figura 14: Se realiza la clasificacion de A y B que son los ideales para la maduracion
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Figura 16: Preparacién del Medio Hepes para el lavado de los ovocitos, consiste en 8 gotas de 35
ul.
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Figura 18: Lavado con el medio de Maduracidn
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Figura 19: Preparacién del Medio de Maduracidn con 4 gotas de 70ml, después el colocado del
aceite mineral, para llevarlo a la incubadora

Figura 20: Medio de maduracidn listo para la incubacién

81



Figura 21: Llevar la placa con el medio de maduracidn, en cada gota se colocaron 10 ovocitos,
estos seran llevados a la incubadora por 18,20,22, y 24 horas para su posterior evaluacién.

Figura 22: Colocado de las muestras para su maduracién
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Figura 24: Ovocitos madurados a 22 horas de incubacion, se observa la expansion de los cumulus
ofuroos. Categoria A

83



Figura 25: Ovocitos madurados a 20 horas, categoria B
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