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Resumen.

Para determinar el porcentaje de viabilidad de ovocitos bovinos recolectados post mortem en el Camal
Municipal de Tulcan a periodos de tiempo 1, 3,5, 7y 9 horas después del sacrificio de la hembra bovina.
Se utilizaron (200) doscientos ovarios, los cuales fueron divididos en grupos de 40 por tratamiento y
transportados al laboratorio en solucién salinaal 0,9% y a 38° C inmediatamente después de su recoleccion,
enseguida fueron mantenidos a esa misma temperatura a bafio maria, y se dejo trascurrir el tiempo
especificado para cada tratamiento, para luego extraer los ovocitos mediante la técnica de “Slicing”. Se
realiz6 el conteo total de ovocitos por ovario y el conteo de ovocitos viables y no viables, para determinar
el porcentaje de viabilidad. Para realizar el analisis de los datos, se usé estadistica descriptiva, determinando
medidas de tendencia central, analisis de regresion lineal, analisis de varianza y prueba de tukey.

La cantidad total de ovocitos viables fue de 2018, obteniendo un promedio de 10,09 ovocitos/ovario. Se
observé una influencia negativa del tiempo en el porcentaje de viabilidad de los ovocitos donde el mayor
porcentaje de ovocitos viables se obtuvo a 1 y 3 horas post mortem, con un valor de 68,7 % Yy 62,81 % de
viabilidad, siendo los mejores momentos estadisticamente, sin embargo, se pudo obtener ovocitos viables
aun trascurridas 9 horas después del sacrificio del animal manteniendo los ovarios a 38°C con un porcentaje

de viabilidad de 51,51%, que se considera alto.

Palabras claves: Ovarios, ovocitos, porcentaje de viabilidad, tiempo de viabilidad.

ABSTRACT.
To determine the percentage of viability of bovine oocytes collected post mortem at the Municipal
Slaughterhouse of Tulcan at time periods 1, 3, 5, 7 and 9 hours post slaughter of female cattle, two hundred
ovaries, which were divided into 40 treatment groups and transported to the laboratory in 0.9% of saline
solution and 38°C immediately after collection were used, then were kept at the same temperature in a
water bath and was allowed to elapse specified for each treatment, and then extract the oocytes by time
Slicing technique. The total count of oocytes per ovary and counting of viable and non-viable oocytes were
used to determine percent of viability. For data analysis, descriptive statistics were used, determining

measures of central tendency, linear regression analysis, analysis of variance and Tukey test.
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The total number of viable oocytes was 2018, giving an average of 10.09 oocytes / ovary. The highest

percentage of viable oocytes are obtained at 1 and 3 hours post slaughter, with a value of 68,7% and 62,81%

of viability respectively, these were statistically the best times, but also viable oocytes could obtain yet

elapsed nine hours post slaughter keeping ovaries at 38°C with a percentage viability of 51.51%.

Keywords: Ovaries, oocytes, percentage of viability, feasibility period.

1.-INTRODUCCION

La biotecnologia de la reproduccion incluye a las
técnicas, desde la inseminacion artificial (1A)
hasta la clonacion, o al conjunto de ellas, las que
permiten aumentar la eficiencia reproductiva de
los animales (Palma, 2001). Ademas, representa
un desenvolvimiento socio econémico para
aquellos que se dedican a la actividad pecuaria 'y
contribuye también en el aumento de alimentos

de calidad para la poblacién (Collantes, 2011).

Los ovarios contienen un elevado ndmero de
foliculos que se encuentran en diferentes estados
de desarrollo (primordiales, en crecimiento,
atrésicos), de los cuales solamente una pequefia
proporcion va a ser utilizada durante la vida
reproductiva del animal. La recoleccion de
ovocitos permite recuperar 'y aprovechar
foliculos no ovulatorios, que bajo condiciones
fisiologicas se tornarian en foliculos atrésicos
(Velarde, 2005).

Salgado, Simanca, & Vergara, (2013) afirman
que el desarrollo embrionario invitro, depende de
la competencia del ovocito, la cual involucra
cambios morfoldgicos, estructurales,
transcripcionales del citoplasma y
compartimiento nuclear de los ovocitos. Siendo
un punto critico de estudio la obtencion de la
mayor cantidad posible de ovocitos viables que
permitan un Optimo desenvolvimiento de las
deméas etapas para el desarrollo invitro del

embrién.

Esta investigacion se pretende demostrar la
posibilidad de obtener ovocitos bovinos viables
después de la pérdida del animal recuperando
parte de su material genético, que caso contrario

serian desaprovechados tras su muerte.

2. RECOLECCION DE LA INFORMACION

2.1. Informacion bibliogréfica.

En esta investigacion se realizd una recoleccion
de informacion necesaria referente al tema
tratado a través de libros, articulos cientificos,
paginas web e investigaciones ya realizadas y

observacién de campo.

2.2. Informacion procedimental.

Las variables en estudio se analizaron mediante
analisis estadistico y andlisis de regresion lineal
en Infostat Version Libre, en el cual los
resultados permitieron comprobar las hipdtesis

planteadas.

2.3. Localizacién del experimento

La investigacion se desarrollé en el Camal
Municipal de Tulcan y en los laboratorios de la
Universidad Politécnica Estatal del Carchi,
ubicados en la parroquia de Tulcan, canton

Tulcén, provincia del Carchi

2.4. Variables en estudio.
En la presente investigacion “Determinacion de

la viabilidad de ovocitos bovinos obtenidos post
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mortem a varios periodos de tiempo en el Camal
Municipal De Tulcan”, las variables en estudio
fueron; cantidad de ovocitos obtenidos y

porcentajes de viabilidad.

2.4.1. Factores en estudio

El Factor en estudio es el tiempo post mortem de
recoleccion de ovocitos cuyos niveles son los
momentos de recoleccién como se presenta en la
tabla:

Tabla 3: Descripcion de los factores en

estudio.
Tiempo trascurrido post Ovarios

mortem Ne

lhora 40

3 horas 40

5 horas 40

7 horas 40

9 horas 40

Elaborado por: Sierra, K. (2014)
2.5. Analisis Estadistico
En esta investigacion se realizd un andlisis
estadistico que consta de: medidas de tendencia
central, andlisis de regresion, anlisis de varianza
y prueba de Tukey para comparar los momentos

de recoleccion.

2.6. Caracteristicas de la muestra

Cada muestra estuvo constituida por un ovario de
una hembra bovina sin tomar en cuenta su edad y
estado fisioldgico, los ovarios fueron obtenidos
en el camal, fueron lavados, y colocados en una
solucién salina al 0.9% a una temperatura de
38°C.

2.7. Recoleccion de las muestras

La recoleccion de las muestras se realizd en el
Camal municipal de Tulcéan, las cuales fueron
llevadas al laboratorio de la Universidad
Politécnica Estatal del Carchi para su

observacion.
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2.8. Variables a evaluarse.
Las principales variables a evaluarse dentro de
esta investigacion fueron:

- Ovocitos obtenidos.

- Viabilidad (%) de los ovocitos

obtenidos.

2.8.1. Cantidad de ovocitos obtenidos

La cantidad de ovocitos obtenida en cada ovario
se determin6 con la ayuda de un microscopio
Optico, en donde se observo con el lente (40x), se
realiz6 el conteo y registro.

Al completar el nimero total de muestras se
sumg la cantidad de ovocitos obtenidos a las 1, 3,

5, 7'y 9 horas post mortem.

2.8.2. Porcentaje de viabilidad de ovocitos

Mediante observacion directa a través de un
microscopio optico se realizd el conteo de los
ovocitos obtenidos por ovario (ovocitos viables y
no viables) y se determiné el porcentaje de
viabilidad multiplicando el nimero de ovocitos
viables por cien y dividiendo para el total de

ovocitos obtenidos.

2.9. Materiales

2.9.1. Materiales de campo
- Guantes quirargicos
- Overol
- Botas
- Bisturi
- Etiquetas
- Termos

- Hojas de registro

2.9.2. Materiales experimentales
- Ovarios
- Termo
- Tarrinas térmicas

- Bisturis
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- Pinzas
- Guantes quirurgicos
- Boligrafo

- Hojas de registro

2.9.3. Equipos
- Microscopio
- Balanza de 300g de capacidad.
- Probeta de 1000 ml
- Termometro
- Vidrio reloj
- Vaso de precipitacion
- Bafio Maria
- Flash Memori
- Calculadora
- Cémara fotografica
- Computadora

- Impresora

2.9.4. Reactivos e insumos
- Solucién salina
- Alcohol

2.10. Procedimiento

Obtencion de ovarios: Antes de realizar el
experimento, se adquiri6 todos los materiales y
equipos necesarios para el desarrollo de la
presente investigacion. Durante 3 meses los
ovarios se extrajeron de hembras bovinas en
diferentes edades y estados fisioldgicos
sacrificadas en el Camal Municipal de Tulcan,
ubicada en la Parroquia de Tulcén, canton

Tulcén, provincia del Carchi.

Obtencion de ovocitos: Se utiliz6 el método de
“slicing” o de corte para la obtencion de ovocitos,
ya que es el método con el que se obtiene una
mayor cantidad. Para ello se colocé el ovario en

un vidrio reloj, se le realizd cortes longitudinales
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y transversales y se lo enjuagd con solucion
salina al 0,9%. Posteriormente se realizé la
decantacion del liquido y se llevé al microscopio

para la observacién.

Fotografia 7: Extraccion de liquido folicular

Tomada por: Sierra, K. (2014)

Conteo de ovocitos: Se realizé la recoleccion de
informacién mediante la observacion directa del
contenido folicular mediante el microscopio, y se
realiz6 el conteo de la cantidad de ovocitos

procedente de cada ovario.

Fotografia 8: Conteo de Ovocitos

Ovocitos

T = AR
U T

Tomada por: Sierra, K. (2014)

Clasificacion de ovocitos: Con la utilizacién de
un microscopio se observé los ovocitos presentes
en el contenido folicular y se procedié a
clasificarlos morfoldgicamente mediante la
clasificacion de Stojkovic et al., citada por
Collantes (2011), en categorias 1, 2, 3y 4.
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Tomando en cuenta que los ovocitos calidad 1y
2 son catalogados como viables para la
produccidn in vitro de embriones, y los ovocitos
de calidad 3y 4 son catalogados como no viables

para dicha biotecnologia.

Fotografia 9: Clasificacion morfoldgica.

Tomada por: Sierra, K. (2014)

3. PROCESAMIENTO, ANALISIS E
INTERPRETACION DE
RESULTADOS.

3.1. Andlisis de resultados.

Con los datos obtenidos en la investigacion
“Determinaciéon de la viabilidad de ovocitos
bovinos obtenidos post mortem a varios periodos
de tiempo en el Camal Municipal De Tulcan”, se
procedio a realizar el andlisis con el software
estadistico de Infostat Version Libre para evaluar

factores, variables e hipotesis planteadas.

3.1.1. Analisis estadistico de variables.

Para realizar el analisis estadistico se evalué:
Medidas de tendencia central, andlisis de
regresion, analisis de varianza y prueba de Tukey
para comparar los momentos de recoleccion a las
1, 3, 5,7 y 9 horas después del sacrificio del

animal.
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a. Viabilidad (%) de ovocitos bovinos
Se registro la cantidad de ovocitos obtenidos en
cada ovario, los cuales fueron clasificados
morfoldgicamente en ovocitos viables y no
viables de los cuales se obtuvo el porcentaje de

viabilidad para cada tratamiento.

a.l. Viabilidad de ovocitos bovinos 1 hora post
mortem

Al realizar el analisis estadistico del porcentaje
de viabilidad de ovocitos bovinos se encontrd un
valor de 68,7 £ 1,89 % de viabilidad.

Tabla 4: Analisis estadistico de viabilidad (%)
de ovocitos bovinos 1 hora post mortem

Media 68,70
Error tipico 1,89
Mediana 69,61
Moda 66,67
Desviacion estandar 11,94
Cuenta 40

Elaborado por: Sierra, K. (2014)

Al realizar el andlisis estadistico se determina
que existe un alto porcentaje de viabilidad ya que
las medidas de tendencia central nos indican una
viabilidad mayor a 66,67 %, lo cual es mayor que
el porcentaje de viabilidad transcurrida 1 hora
post mortem reportada por Collantes (2012), que
reporté 55% de viabilidad.

a.2. Viabilidad (%) de ovocitos bovinos a 3
horas post mortem.

Al realizar el analisis estadistico del porcentaje
de viabilidad de ovocitos bovinos a las 3 horas
post mortem se encontré un valor de 62,81 + 1,68
% de viabilidad.



Repositorio del Centro de Investigacion,

Transferencia Tecnoldgica y Emprendimiento (CITTE)

Tabla 5: Analisis Estadistico de Viabilidad

(%) a 3 horas post mortem

Media 62,81
Error tipico 1,68
Mediana 63,64
Moda 62,5

Desviacién estandar | 10,61

Cuenta 40

Elaborado por: Sierra, K. (2014)

Con el Andlisis estadistico se determina que
existe un alto porcentaje de viabilidad ya que es

mayor a 62,5 %.

a.3. Viabilidad (%) de ovocitos bovinos 5
horas post mortem.

Al realizar el andlisis estadistico del porcentaje
de viabilidad de ovocitos bovinos a las 5 horas
post mortem se encontré un valor de 57,81+ 1,74
% de viabilidad

Tabla 6: Analisis Estadistico de Viabilidad

(%) a 5 horas post mortem

Media 57,81
Error tipico 1,74
Mediana 60
Moda 60
Desviacion estandar 11,01
Cuenta 40

Elaborado por: Sierra, K. (2014)

Con el Andlisis estadistico se determina que
existe un alto porcentaje de viabilidad ya que las
medidas de tendencia central nos indican una
viabilidad mayor a 57,81 %
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a.4. Porcentaje de Viabilidad a 7 horas post
mortem.

Al realizar el analisis estadistico del porcentaje
de viabilidad de ovocitos bovinos a las 3 horas
post mortem se encontré un valor de 54,41 + 1,22
% de viabilidad.

Tabla 7: Andlisis Estadistico de Viabilidad

(%) a 7 horas post mortem

Media 54,41
Error tipico 1,22
Mediana 55,28
Moda 54,55
Desviacion estandar 7,69
Cuenta 40

Elaborado por: Sierra, K. (2014)

Con el Andlisis estadistico se determina que
existe un alto porcentaje de viabilidad ya que las
medidas de tendencia central nos indican una
viabilidad mayor a 54,41%.

a.5. Viabilidad (%) de ovocitos bovinos 9
horas post mortem.

Al realizar el anélisis estadistico del porcentaje
de viabilidad de ovocitos bovinos a las 9 horas
post mortem se encontré un valor de 51,51 + 1,32
% de viabilidad

Tabla 8: Andlisis Estadistico de Viabilidad

(%) a 9 horas post mortem

Media 51,51
Error tipico 1,32
Mediana 51,92
Moda 50
Desviacion estandar 8,35
Cuenta 40

Elaborado por: Sierra, K. (2014)
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Con el Analisis estadistico se determina que
existe un porcentaje medio de viabilidad ya que
las medidas de tendencia central nos indican una

viabilidad mayor a 50 %.

b. Viabilidad (%) de ovocitos bovinos en
funcion del tiempo

Para determinar la viabilidad en funcién del

tiempo se tomod como referencia la media ya que

representa un valor promedio entre los datos

obtenidos.

Tabla 9: Viabilidad (%) de ovocitos bovinos a

1, 3,5, 7y 9 horas post mortem

Gréfico 6: Porcentaje de viabilidad de
ovocitos bovinos a través del tiempo

HORA VIABILIDAD
(%)

1 hora | 68,69

3 horas | 62,81

5 horas | 57,81

7 horas | 54,41

9 horas | 51,50
Elaborado por: Sierra, K. (2014)

Al comparar los diferentes tratamientos se pudo
observar una disminucion de viabilidad siendo
66,66% trascurrida la primera hora después de la
muerte del animal el porcentaje de viabilidad mas
alto, y 50% a las 9 horas en donde obtenemos el
menor  porcentaje de viabilidad. Estos
porcentajes de viabilidad se consideran altos al
ser comparados con los resultados de la
investigacion de Collantes (2011) en donde el
porcentaje de viabilidad a 1 hora post mortem fue
de 55% vy a las 9 horas fue de 34%, manteniendo
los ovarios a temperatura ambiente (23-30° C) se
puede observar que obtuvimos un porcentaje
considerablemente mas alto al mantenerlos a una

temperatura de 38°C.
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c. Analisis de regresion lineal de
variables.

Se tom6 como Variable dependiente al

porcentaje de viabilidad y como Variable

independiente o regresora al tiempo trascurrido

post mortem. El siguiente grafico, obtenido por

defecto, muestra el comportamiento de las

variables:

Graéfico 7: Regresion lineal de la viabilidad de

ovocitos bovinos obtenidos
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Elaborado por: Sierra, K. (2014)

Tabla 10: Analisis de regresion lineal

Variable N Rz2 RZAj
%Viables 5 0,98 0,98
Elaborado por: Sierra, K. (2014)

Tabla 11: Coeficientes de Regresion vy

estadisticos asociados

Coef Est. E.E. LI(95%) LS(95%) T p-valor

const 71,88 1,44 66,90 72,58 48,48 <0,0001

tiempo-4,28 0,25 -2,63 -1,65 -8,54 <0,0001
Elaborado por: Sierra, K. (2014)
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Tomando la informacion sobre los coeficientes
de regresion se puede escribir la ecuacion del
modelo ajustado:

y=a+bx

y=71,88-4,24x

Esta ecuacion permite estimar el valor de y (valor
predicho) para un valor de x. El modelo ajustado
puede ser usado con fines predictivos; por
ejemplo, para un tiempo post mortem de 12 horas
el porcentaje de viabilidad de los ovocitos sera:
y=71,88-4,24(12)

y=21 %

Este resultado, al igual que cualquier otra
prediccion deseada usando valores de X dentro o
fuera del rango estudiado, puede obtenerse
automaticamente al reemplazar x por una hora

especificada.

Tabla 12: Cuadro de Andlisis de la Varianza
de la viabilidad de ovocitos bovinos en los

diferentes momentos de recoleccion

F.V.

GL SC

CM F CAL

TOTAL

MOMENTOS DE
RECOLECCION
ERROR

CV%

199 27189,97

4 7486,44

195  19703,52

7,02%

1871,61 18,52

101,04

Elaborado por: Sierra, K. (2014)

El coeficiente de variacion (CV) es de 17,02 %,
adecuado para este tipo de investigacion. Al
realizar el Andlisis de varianza se determina que
existen diferencias estadisticas significativas
entre los momentos de recoleccion por lo que se

procede a realizar la siguiente prueba de Tukey:
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Tabla 13: Prueba de Tukey 5% para la
viabilidad de ovocitos bovinos en los

diferentes momentos de recoleccion

Momentos de

Recoleccion Medias

1,00 68,70 A

3,00 62,81

5,00 57,81 B C
7,00 54,41 C D
9,00 51,51 D

Elaborado por: Sierra, K. (2014)

Al realizar la prueba de Tukey en la viabilidad de
ovocitos bovinos, se presentan 5 rangos de
significacion estadistica ubicandose en el rango
A la primera hora de obtencion de ovocitos post
mortem, en el rango AB la hora 3, en el rango BC
lahora 5, en el rango CD las 7 horas y por altimo
en el rango D la hora 9 de recoleccion post
mortem de ovocitos.

Al comparar las medias, se observa que el
porcentaje de viabilidad de ovocitos obtenido es
mayor trascurrida 1 y 3 horas post mortem con
una viabilidad de 68,7% y 62, 81% frente a las 9
horas que es de 51,51%, lo que nos indica que
trascurrida 1 y 3 horas post mortem es el mejor
momento para obtener la mayor cantidad de

ovocitos bovinos.

d. Cantidad ovocitos recolectados a 1, 3,
5,7 y 9 horas post mortem
La cantidad de ovocitos recolectados post
mortem en esta investigacion se muestra en la

siguiente tabla:
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Tabla 14: Cantidad ovocitos recolectados a 1,

3, 5,7y 9 horas post mortem

N° N° Ovaocit .
Ovocitos
Ovarios | Ovocitos | 0s Ovocit
Hora No
recolecta | Recolect | Viable | os/
Viables .
dos ados S ovario
1 40 409 274 135 10,23
3 40 406 256 150 10,15
5 40 401 233 168 10,03
7 40 400 216 184 10,00
9 40 402 206 196 10,05
Total | 200 2018 1183 |833 10,09

Elaborado por: Sierra, K. (2014)

El método de corte o “slicing” nos permitio
obtener un rendimiento de 10,09 ovocitos por
ovario, lo cual es superior a la cifra reportada
previamente por (Gomez, 2012) cuyo promedio
ovocitos/ovario fue de 5,32 utilizando el mismo
método y similar al obtenido por Gonzales citado
por Gomez (2012) que fue de 12.8 ovocitos por

ovario.

3.2. Verificacion de hipotesis.
Al dar por finalizado el estudio de esta
investigacion y al analizar e interpretar los
diferentes datos obtenidos de las variables
evaluadas, se puede dar la validacion de la
hipotesis afirmativa en que se plantea: “Existe
variacion en la viabilidad de ovocitos bovinos
obtenidos post mortem en relacion con los
periodos de tiempo de recoleccion” ya que se
obtuvo un alto porcentaje de viabilidad de 68,7%
y 62, 81%

respectivamente, frente a las 9 horas que cuya

transcurrida 1 y 3 horas

viabilidad disminuye a 51,51%, lo que nos indica
que trascurridas 1 y 3 horas post mortem son los
mejores momentos para obtener la mayor

cantidad de ovocitos bovinos viables.
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4. CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES.

4.1. CONCLUSIONES.

e La cantidad total de ovocitos obtenidos
de 200 ovarios de hembras bovinas
sacrificadas en el Camal Municipal de
Tulcan es de 2018 ovocitos, de los
cuales 1185 (58,72%) se consideran
viables y 833 (41,28%). Ademas el
rendimiento de esta técnica de

recoleccion, como es el método de corte
nos permitié obtener un rendimiento de

10,09 ovocitos por ovario.

o El tiempo dptimo para obtener el mayor
porcentaje de ovocitos viables en esta
investigacion es de 1 y 3 hora post
mortem, ya que en ese tiempo se obtuvo
un 68,7 + 1,89 % y 62, 81 + 1,68 % de
viabilidad respectivamente, frente a la
menor tasa de viabilidad trascurridas 9
horas post mortem que fue un 51,51 +
1,32 % de viabilidad.

o El tiempo trascurrido desde la muerte
del animal influye en el porcentaje de
viabilidad de los 0VOCitos,
disminuyendo su viabilidad a medida
que el tiempo aumenta.

e La ecuacion obtenida en esta

investigacion mediante regresion lineal

esy=71,88 —4,24x con la cual se puede

predecir el porcentaje de viabilidad a

diferentes tiempos manteniendo los

ovarios a una temperatura de 38°C
reemplazando la x (tiempo) en la

ecuacion.



Repositorio del Centro de Investigacion,

Transferencia Tecnoldgica y Emprendimiento (CITTE)

4.2. RECOMENDACIONES.

En caso de presentarse una muerte
stbita de un animal de buena genética
es posible aprovechar su potencial
genético con la extraccién de los
ovarios y manteniéndolos a temperatura
de 38°C y extraer los ovocitos en el
menor tiempo posible para conseguir

una mayor cantidad de ovocitos viables.

Es recomendable la utilizacion de la
técnica de Slicing porque permite la
obtencién de un alto ndmero de
ovocitos post mortem ya que se obtiene
el liquido folicular que se encuentra en

el exterior e interior de los ovarios.

En base a esta investigacién se
recomienda continuar con el siguiente
paso a la obtencién de ovocitos que es
la maduracion, con lo cual se
comprobaria la  viabilidad para
maduracion y su posterior fecundacion
invitro para la obtencion de embriones

bovinos.

Es importante divulgar y dar a conocer
la aplicacién de las biotecnologias
reproductivas en animales, ya que esto
promueve la continuacién de las
investigaciones en este &mbito, ya que
se puede recuperar material genético
viable lograr un aumento en la calidad
genética, mejorando la produccion de
los animales, lo cual deriva en un
aumento econémico para el sector

pecuario.
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