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RESUMEN

La presente investigacion se llevo en el laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccién
de la Carrera de Medicina Veterinaria de la Universidad Tecnica de Cotopaxi, se
utilizaron 8 pares de ovarios de llamas de descarte las cuales se adquirié post mortem de
la planta de faenamiento del GAD municipal del canton Saquisili, los ovarios obtenidos
fueron identificados y transportados en una funda hermética mas cloruro de sodio al 0,9%
a una temperatura de 37°C. Se emplearon dos técnicas para extraer los ovocitos, la
aspiracion folicular, y de slicing. Los ovocitos obtenidos en las dos técnicas se clasifico
en cuatro grupos de tipo A, B, C y D, de acuerdo al criterio de la integridad de las capas
de celulas del camulo vy las caracteristicas del citoplasma del ovocito, por el método de
aspiracion folicular se obtiene 9 ovocitos de tipo A. lo cual significa el 33% y 4 ovocitos

de tipo A por el método de slicing folicular del total utilizando el método de aspiracion



folicular se recolecta mayor cantidad de ovocitos en cantidad y calidad que el otro
método. Concluyendo que la eficacia de la técnica de aspiracion folicular, ya que se
obtuvo mayor cantidad de ovocitos de tipo A que presentan con células de cimulos con
capas multiples y con un citoplasma homogéneo y transparente, son ovocitos visibles

formados con una corona no irradiada que pertenecen a la calidad madura

Palabras claves: Ovarios, Faenamiento, Holding, Slicing, Aspiracién, Ovocitos,

TECHNICAL UNIVERSITY OF COTOPAXI

FACULTY OF AGRICULTURAL SCIENCES AND NATURAL RESOURCES

THEME: EXTRACTION LLAMAS' OOCYTES (lama glama) IN THE
MUNICIPAL GAD FACILITY OF SAQUISILI CANTON

Author: Yanqui Chicaiza Segundo Jaime

ABSCTRACT

This investigation was carried out in the Biotecnologia Laboratory of Reproduction which
belongs to the Veterinary Medicine Major of the Technical University of Cotopaxi. Eight
pairs of ovaries of discarded llamas were used which were acquired post-mortem at the
plant of slaughter of the municipal GAD from Saquisili Canton, the ovaries obtained were
identified and transported in a hermetic bag with 0.9% sodium chloride at a temperature
of 37 ° C. Two techniques were used to extract the oocytes: follicular aspiration, and
slicing. The oocytes obtained by the two techniques were classified into four groups of
type A, B, C, and D, according to the integrity criterion of the layers of cells in the cluster
and the characteristics of the cytoplasm of the oocyte, by the method of follicular
aspiration, 9 type A oocytes are obtained, which means 33% and 4 type A oocytes by the
follicular slicing method of the total using the follicular aspiration method, it is collected
more quantity of oocytes in quantity and quality than the other method. Concluding that
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the effectiveness of the technique of follicular aspiration, since a more significant amount
of type A oocytes were obtained that present with cumulus cells with multiple layers and
with a homogeneous and transparent cytoplasm, they are visible oocytes formed with a

non-irradiated crown that belongs to mature quality.

Key words: Ovaries, Slaughtering, Holding, Slicing, Aspiration, Oocytes.
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2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO
Mediante este proyecto de investigacion se podra observar el tipo de ovocitos que se

encuentran en diferentes estadios de desarrollo. Por esta razon se hace necesario conseguir
una fuente alternativa que permita la observacion de ovocitos mediante la aplicacion de
las técnicas de Slicing folicular y aspiracion folicular post-mortem y poder asi seguir

avanzando en el desarrollo de las biotecnologias de la reproduccion.

Una de las vias alternativas para la obtencidn de ovocitos es precisamente el empleo de
ovarios de llamas sacrificadas en la planta de faenamiento del GAD municipal del canton
Saquisili, los mismos que seran extraidos de forma técnica y conservada de manera

correcta hasta llegar al laboratorio.

Se debe considerar que para la extraccion de los ovarios deben ser animales que presenten
una muy buena conformacion reproductiva como peso, edad y que sean libres de
cualquier enfermedad zoondsica, y asi exista un diagndstico de laboratorio de forma clara

y precisa sobre la observacidn de ovocitos de camélidos sudamericanos.

Una de las principales causas de este proyecto es demostrar la calidad de ovocitos
extraidos mediante la aplicacion de las técnicas de slicing folicular y aspiracion folicular:
por lo que la investigacion se realizara con el objeto de determinar como afectan las
técnicas del slicing folicular y aspiracion folicular en la categorizacién, calidad y
rendimiento de ovocitos recuperados de los ovarios de llamas: y asi establecer cual de
estas técnicas es la més efectiva para la de obtencion de ovocitos, maximizar el nimero
total de ovocitos obtenidos mediante la aplicacion de la técnica de observacion

microscopica.

Las principales metas de este proyecto es aportar un conocimiento de solucién a un
problema de la biotecnologia de la reproduccion al determinar la validez de las técnicas
de extraccion de ovocitos post mortem, ademas se cuenta con la informacidn necesaria
para el desarrollo del proyecto como la actuacion de docentes capacitados en la
especialidad de biotecnologia de la reproduccion, ademas permitird ostentar con el

siguiente paso previo al desarrollo del proyecto de titulacion uno por parte del estudiante.

3. BENEFICIARRIOS DEL PROYECTO:

3.1. Beneficiarios directos:

e La Universidad Técnica de Cotopaxi.



e Carrera de Medicina Veterinaria.

e Segundo Jaime Yanqui Chicaiza.

3.2. Beneficiarios indirectos:

e Varias comunidades dedicadas a la crianza de camélidos sudamericanos.

4. PROBLEMA DE INVESTIGACION:
Los cameélidos sudamericanos, como las llamas son especies econdémicamente

importantes en las zonas altoandinas principalmente por su produccion de fibra y carne.
Sin embargo existen factores que afectan a la produccion de estos camélidos entre los que

se puede sefialar la baja eficiencia reproductiva como una importante limitante.

En las diversas especies domésticas se emplean biotecnologias reproductivas para
mejorar los indices reproductivos y productivos. En camélidos sudamericanos los
estudios sobre biotecnologia reproductiva son limitados. En tal sentido, la obtencion de
ovarios provenientes de llamas hembras beneficiadas en el camal es una fuente importante
para la recuperacion de complejos ovocito-cimulo facilitando gran disponibilidad de
ovocitos a bajo costo, los que podrian ser recolectados, trasladados de forma correcta
hasta llegar al laboratorio y ser aplicados las 2 técnicas de obtencidn y de esta manera nos
permitira calificar la validez de los ovocitos para asi poder crear fuentes de conocimiento

en biotecnologia reproductiva de camélidos sudamericanos.

5. OBJETIVOS:
5.1. GENERAL:

e Obtener ovocitos post-mortem de Ilamas de la planta de faenamiento del GAD

municipal del Cantén Saquisili.

5.2. ESPECIFICOS:
e Valorar las técnicas de slicing y aspiracion folicular para obtencion de ovocitos
en llamas.

e Evaluar la calidad de ovocitos obtenidos de ovarios post - mortem.



6. ACTIVIDADES Y SISTEMAS DE TAREAS EN RELACION A LOS

OBJETIVOS PLANTEADOS:
Tabla N° 1 Objetivos planteados

Objetivo

Actividad

Resultado de la
actividad

Descripcion de la
actividad (técnicas e

instrumentos)

Valorar las
técnicas de slicing
y aspiracion
folicular para la
obtencion de

ovocitos de llamas.

Seleccion de
técnicas para la
observacion de los
ovocitos por Slicing
folicular y aspiracion

folicular.

Recolectar los
ovocitos mediante
la técnica de
Slicing folicular y
aspiracion

folicular.

Técnica de aspiracion:
realizar la aspiracion del
material genético en el
ovario con una jeringa 'y
aguja de 21G x 11/2
pulgadas y depositar en
una caja Petri con
solucion Tampon Fosfato

Salino.

Técnica de Slicing
folicular: realizar un
corte transversal del
ovario con un bisturi y
proceder el lavado con la
solucion Tampon Fosfato
Salino sobre una caja
Petri.

Evaluar la calidad
de ovocitos
obtenidos de
ovarios post-

mortem.

Recolectar 16
unidades de ovarios
de llamas
sacrificadas,
semanalmente
durante un periodo

de un mes.

Observacion de los
ovocitos de mayor

y menor calidad.

Agregar los ovocitos en
una caja Petri
acompaiiado de 4ml de
solucion de Holding y
seguidamente colocar la
placa preparada en el

stereomicroscopio.




7. MARCO INVESTIGATIVO:

7.1.0rigen de los camélidos sudamericanos

7.1.1. Llamas

La Illama (Lama glama) es el animal mé&s docil de todos los camélidos, también se
caracteriza por ser rastica, mansa, versatil, timida y por reconocer facilmente al duefio;
su uso es preferentemente como animal de carga y tiene excelentes perspectivas como

animal carnicero por su alto rendimiento y peso. (Wheeler, 2006)

Es la forma doméstica del guanaco y fue posiblemente el primer animal que domestico el
hombre andino hace unos 8 000 afios es uno de los méas importantes de épocas pre-
hispanicas; cuando los espafioles llegaron quedaron admirados con la llama (Lama
glama), pues a diferencia del caballo, que necesita una racién diaria de comida bien
balanceada, herrajes, arnés, y silla para transportar carga, la llama posee una fisonomia
apropiada para ello y puede alimentarse tan solo con hierba que crece en cualquier lugar
de los Andes; vive desde Colombia hasta Bolivia, norte de Argentina y noreste de Chile,
la mayoria habita los Altos Andes, a mas de 3 800 msnm., se estima que existen

aproximadamente 2.5 millones de Ilamas a nivel mundial. (Urrutia A, 2006)

La llama es el camélido sudamericano de mayor tamafio pudiendo llegar entre 100 y 129
kilogramos aproximadamente. Produce una fibra mas gruesa que la de la alpaca; existen
dos razas de llamas C’cara (pelada) produce mayor cantidad de fibra, pero muy
quebradiza; la fibra se extiende desde la frente hasta el tren posterior, sin llegar a cubrir
sus extremidades. El segundo raza es Ch’aku (lanuda) se caracteriza por tener un cuello

largo y fuerte, la cara y la cabeza son limpias sin pelos. (Sepulveda, 2011)

Los camélidos sudamericanos poseen ciertas caracteristicas reproductivas que los hacen
diferentes de otros animales de granja. Por ejemplo, las hembras en edad reproductiva
muestran periodos extendidos de receptividad sexual al macho y pueden copular en
cualquier época del afio. La hembra es de ovulacion inducida, la gestacion dura

aproximadamente 11,5 meses y la placenta es de tipo difuso; el macho copula entre 5 a



50 minutos emitiendo un sonido gutural caracteristico y deposita el semen el los cuernos
uterinos. (Cardozo A, 2005)

7.2. Razas de llamas

Se reconoce tres razas fenotipicas de llamas denominadas khara, Tamphulli y Wakaya. y
se diferencia el primero por tener mayor alzada, mayor peso vivo y pecho profundo, la
segunda se diferencia por ser de tamafio mas pequefia que la khara es portadora de fibra
fina y la tercera es de menor resistencia para labores de carga, pero de buena produccion
de lana, més larga y fina que las dos anteriores. (Lamo, 2011)

7.3. CLASIFICACION TAXONOMICA.

Las alpacas y llamas pertenecen a la familia de los Camélidos Sudamericanos, y se

clasifican segn lo menciona(Sepulveda, 2011)en:

Clase: Mamiferos

Orden: Artiodéactilos

Familia: Camélidos; comprende llamas, alpacas, guanacos, vicufias y también camellos.
Tribu: Lamini; incluye llamas, alpacas, guanacos y vicufa.

Géneros:

— Lama; incluye llamas, alpacas y guanacos.

— Vicufia; incluye solo vicufias
7.4. CLASIFICACION DE ACUERDO A LA EDAD Y SEXO.

De acuerdo a (Mena, 2012), se las puede clasificar de la siguiente manera:

— Crias: Del nacimiento hasta 8 meses de edad (destete).

— Tuis menores (extremos): Del destete hasta 1 afio de edad.

— Tui mayor: Alpaca hembra o macho de 1 - 2 afios de edad.

— Ancutas: Se las denomina asi hasta que tengan el primer parto.

— Madres: Alpacas hembras con crias.

— Padres o reproductores: Alpacas machos que ingresan al empadre.

— Hembras vacias (urhuas): Son aquellas que a los dos afios ingresan recién al

empadre o aquellas que durante el empadre no fueron fecundadas.



— Capones: Alpacas tuis de descarte (castrados).

7.5. PUBERTAD

El comienzo de la pubertad de los camélidos sudamericanos es alrededor de los 12 a 13
meses, mientras que en el macho pareciera estar determinada alrededor de los 2 afios de
edad. La presencia de la pubertad esta relacionada con el estado nutricional, alcanzandola
con un 60% del peso adulto.(Estudio FAO, 2013)

7.6. ANATOMIA DEL APARATO REPRODUCTOR DE LA HEMBRA

7.6.1. Ovarios

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

1,2 a1,7 g lo que representa la mayor proporcién del peso total del ovario.(Garcia, 2014)

7.6.2. Vulva

Externamente es el 6rgano mas visible es una apertura orientada verticalmente de 2,5 a
3,0 cm de longitud; tiene labios externos bien definidos, que en la parte inferior terminan
con una protuberancia, no se observan cambios marcados en el aspecto de la vulva en
relacion a los ciclos foliculares, se le puede notar tumefacta y algo hinchada en hembras
muy préximas al parto y en algunas hembras estan predispuesta a sufrir infecciones del
tracto reproductivo por un problema de conformacion, cuando la vulva esta demasiada
inclinado hacia adelante (en vez de vertical) las heces contaminan la vagina; esto lleva a
infecciones que reducen la fertilidad de la hembra.(Estudio FAO, 2013)

7.6.3. Oviducto

Son tubos delgados y sinuosos que unen el ovario con el Gtero tienen un didmetro es de 2
a 3 mm, su extremidad préxima al ovario se ensancha a manera de embudo, formando
una verdadera bolsa que envuelve el ovario; esta estructura sirve para recibir los 6vulos
liberados del ovario la porcion ovérica del oviducto tiene mayor importancia en la

fertilidad, ya que alli se efectia la fecundacion.(Sepulveda, 2011)



7.6.4. Utero

El aspecto general del Gtero hace acordar al de la oveja, no obstante existe una diferencia
importante, tiene una marcada bifurcacion de los cuernos y cuando esta en relajacion tiene
una forma de T tipica, el Utero esta conformado por los cuernos uterinos, el cuerpo uterino
y el cérvix o cuello; el cuerno izquierdo es mas largo que el derecho de 10-12 cm vs 7-8
cm y tiene un grosor de 4-5 cm en la base y 3 cm en la punta el cuerpo uterino derecho es
pequerfio, con no mas de 2.5 cm de largo y alrededor de 5 cm de ancho, el cuello o cérvix
presenta de 23 anillos y la parte vaginal del cérvix no supera el cm de largo y presenta
pliegues radiales, cuya imagen al espéculo recuerda a una evaginacion de la mucosa
(ectopidn) esta no posee tapon mucoso y esta cerrado, aunque no consistentemente en la
hembra no gravida, teniendo esto un significado adaptativo de la estructura cervical al
hecho de que la hembra no gravida presenta celo permanente; la afirmacion de algunos
autores de que la forma del cérvix uterino se debe a su adaptacion a la forma del glande
del pene, en una supuesta analogia con la especie porcina y asumiendo una eyaculacion

intra cervical, no parece ser muy consistente.(Garcia, 2014)

7.6.5. Ligamento ancho o uterino

El ligamento ancho o ligamento uterino es una formacion del mesenterio que mantiene al
aparato reproductor en su posicién predominantemente pelviana en la hembra no gravida,
la parte izquierda del ligamento es ligera- mente mayor que la derecha y esta diferencia
de tamafo ya se verifica en el recién nacido; dado que la porcion izquierda es grande,
cuando se produce una contraccion del cuerno izquierdo, se genera un pliegue en el
ligamento y el ovario se coloca encima de dicho pliegue, el pediculo del ovario es largo
y la ubicacién del ovario izquierdo no es estable y en esa forma no siempre es facil de
palparlo como el derecho; la bolsa ovérica es mayor que la de los otros animales y esta
dividida por un septo en dos camaras la lateral y la medial, la primera corresponde al
infundibulo.(Frank N, 2010)

7.6.6. Vagina

La vulva da entrada a la vagina, un érgano de forma tubular, a través del cual penetra el
pene del macho durante la copula y sale la cria en el momento del parto; normalmente la
vagina es de 12 a 18 cm de largo y 2 a 4 cm de diametro, esta se dilata para permitir la
salida de la cria, pero los partos dificiles a menudo provocan lesiones en la vagina; si

durante la monta se observa que el macho tiene dificultad en penetrar la hembra, puede



ser debido a algun defecto anatomico en la vagina, a insuficiente desarrollo de ésta, 0 a

un himen (membrana) robusto y persistente.(Estudio FAO, 2013)

Imagen N° 1Estructura del aparato reproductor.
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7.7. FISIOLOGIA REPRODUCTIVA DE LA HEMBRA

Las actividades sexuales son estacionales (Diciembre- Mazo). Las tasas de ovulacion y
fertilizacion; al igual que la sobrevivencia embrionaria que es hasta los 60 dias. Es posible
que factores ambientales, tales como el mejoramiento de la temperatura y de la nutricidn,

junto a estimulos visuales u olfatorios, tengan gran influencia en la reproduccion.

7.7.1. Estacion Reproductiva

La ovulacién es inducida o refleja. En ausencia del macho, la hembra presenta las
llamadas “hondas foliculares”. Las alpacas muestran largos periodos de receptividad
sexual o celo (hasta 36 dias), con un periodo de anestro que tienen una duracion que es
no mayor a dos dias. La hembra camélida puede admitir al macho durante la etapa de
crecimiento y regresién. Solamente hay ovulacién cuando ésta es servida y en el ovario
tiene foliculos (7 mm). (Hector B, 2009)

7.7.2. Ciclo Sexual
El tiempo minimo entre monta y ovulacién es de 26 y 24 horas. La ovulacion se detecta

ultrasénicamente, en promedio de dos dias después del servicio pueden owvular sin
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estimulo coital. Una segunda monta dentro de las 24 horas no provoca la liberacion dela

LH, después de un primer servicio.

7.7.3. La Ovulacion
Las llamas no muestran signos exteriores de celo o receptividad. Si la hembra del rebafio

no esta receptiva, ella escapara del macho, escupiéndole. Los cambios en el
comportamiento sexual son mas evidentes en el macho que en la hembra. La copula se
realiza en posicion “sentados”. La copula es relativamente larga en todos los camélidos
sudamericanos; en alpacas: 10 a 50 minutos, y en la llama varia de 10 a 60 minutos.
(Franco H, 2011)

7.7.4. Deficiencias en la ovulacion

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

en las deficiencias reproductivas de los centros de crianza. (Garcia, 2005)

Investigaciones desarrolladas permitieron determinar que la ovulacion no ocurre
unicamente por el estimulo de la copula sino por la presencia de una proteina, denominada
Factor de la Hormona Luteinizante (LH) a partir de las células secretoras de la hipéfisis,
mediante un mecanismo de accion sistémico, recientemente se ha reportado su resistencia

al calor y a la accion enzimatica. (Huanca, 2011)

7.7.5. Manipulacién de los ciclos foliculares

La hembra de los camélidos no presenta ciclos estrales como otras especies, pero en
ausencia de copula, permanecen en un estado de aceptacion al macho hasta por 40 dias
de receptividad continua, con un corto periodo de rechazo, no mayor a las 48 horas; esta
conducta de receptividad esta determinada por el crecimiento folicular en forma de ondas,
similar a otras especies domesticas, que se superponen; este crecimiento de las ondas
foliculares ha sido reportada por diversos autores, con diferencias entre especie,
sefialandose un intervalo entre ondas de 12 a 16 dias en alpacas o de 14 a 21 dias en Illamas
dependiente de la condicion de lactante o no lactante de la hembra, los estadios de
desarrollo folicular presentan fases denominadas de crecimiento, estatico o de regresion;
en las condiciones del altiplano, las hembras de los camélidos presentan actividad de

receptividad sexual durante los meses de Diciembre a Marzo o Abril, coincidiendo con la
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época de lluvias y una mayor disponibilidad de pasturas, el corto periodo de servicio
sugiere la necesidad de utilizar esquemas de manipulacion ovéarica, que permitan la
sincronizacién de las ondas foliculares y realizar los servicios con presencia de foliculos
en fase de crecimiento o estatica que posiblemente puedan ayudar a mejorar la tasa de
prefiez. (Huanca, 2011)

7.7.6. Ciclo ovarico de la llama

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

receptividad al macho con periodos de no aceptacion mayores a 48 horas. (Ruiz, 2011)

7.8. OVOGENESIS

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

distinguir las siguientes fases.(Flores, 2006)

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

por mitosis dando ovogonias.

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

en ovocitos de primer orden (ovocitos I).

3% Fase de maduracion: una vez que el ovocito primario ha completado su crecimiento
esta ya preparando para atravesar las dos divisiones de la meiosis y transformarse en una
célula haploide con cromosomas; la ovotida.

Una peculiaridad muy importante de la ovogénesis es que durante la meiosis el ovocito
no se divide en cuatro células iguales sino que la mayoria del citoplasma queda en una
sola de ellas, la que dara lugar al ovulo. Asi, cada ovocito primario da lugar a un Unico
ovulo; las otras tres células restantes, muy pequefias, se denomina crepusculos polares y
se trata en realidad de gametos abortivos que permanecen un tiempo adosados al ovulo

hasta terminar atrofiarse y desaparecer.(Felipe, 2006)

4% Fase de diferenciacion: la ovotida se transforma en el 6vulo. En general no se trata

de una fase de transformaciones tan acusadas como las que suceden en el espermatozoide.
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El ovulo es una célula haploide de gran tamafio, pues almacena sustancias nutritivas en
forma de granos de vitelo. Como cualquiera otra célula esta recubierta por la membrana
plasmatica. Pero en la mayor parte de los animales existen otras membranas de gran

espesor envolviendo a la membrana plasmatica. (Veeck, 2007)

7.9. OVULACION

La ovulacidn es refleja o inducida y después de la copula con el macho a las 34,2y 12,8
horas hay un aumento de la hormona luteinizante (LH) 15 minutos después de la copula
seguido por un pico a las 2 horas y un retorno a los niveles basales a las 72 horas. (Rossi
A, 2004)

Imagen N° 2Desarrollo de un foliculo ovarico
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7.10. FOLICULOGENESIS

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

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

facilite una casi continua receptividad al macho. (Gigli, 2006)

7.10.2. Fases del desarrollo folicular
Las células pre-granulosas, derivadas del epitelio ovarico, se diferencian en células

granulosas, rodeando a los ovocitos I.

a) Foliculos primordiales. Estos se caracterizan histol6gicamente por el ovocito |
detenido en la profase de su primer divisién meiética (diploteno) rodeado por una capa
plana de células de la granulosa y no es hasta la pubertad bajo la accién de FSH que
comienza el desarrollo folicular y termina alli en la corteza ovarica la primera division
meidtica; es a partir de esta poblacion estatica y durmiente que se origina toda la
poblacion de foliculos en crecimiento. La mayoria se atresian antes de adquirir las

condiciones de foliculo preovulatorio.(Palma, 2007)

Imagen N° 3Foliculo Primordial
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b) Foliculo primario. Las células planas de la granulosa antes de comenzar a dividirse
por mitosis se diferencian en una capa de células de forma cubica que rodea al ovocito I,
cuando esto sucede los foliculos se clasifican en foliculos primarios; en esta etapa el
ovocito comienza a rodearse de una capa celular amorfa de glicoproteinas denominada
zona pelucida, las células de la teca interna comienzan a rodear por fuera a las células de

la granulosa. (Gigli, 2006)

Imagen N° 4Foliculo Primario.

Fuente.- (Juarranz, 2012)

¢) Foliculo secundario. Las células de la granulosa aumentan de tamafio, nUmero y se
denomina foliculo secundario al ovocito | rodeado por varias capas de células de la

granulosa; las células tecales se diferencian en una capa externa y otra interna rodeando
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por fuera a las células de la granulosa, hasta este estadio los foliculos se clasifican en

preantrales debido a que alin no se ha formado la cavidad antral. (Gigli, 2006)

Imagen N° 5Foliculo Secundario

Fuente.- (Juarranz, 2012)

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

murales, los foliculos terciarios se clasifican en dominantes y subordinados. (Gigli, 2006)

Imagen N° 6 Foliculo Terciario.
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Fuente.- (Juarranz, 2012)

e) Foliculos preovulatorio o foliculos De Graf. Tienen la capacidad de responder al
estimulo de la LH produciendo cambios morfologicos y bioquimicos que finalizaran
reiniciando la meiosis y desencadenando la ovulacion; la segunda divisién meiotica
comienza inmediatamente después de la ovulacién, pero se detiene en metafase Il y no se

completa hasta tanto no penetre el espermatozoide.(Gigli, 2006)

Imagen N° 7Estructuras Ovaricas

Folicule dominante
-—
l“l'v"h,l]‘v!'rrl'l“}

Foliculo
Foliculo terciario ovulatorio
(desarrollo antral) <+—
Cuerpo
- ldteo
Foliculo dte
secundario
Cuerpo
albicans

Faliculo
primario

Foliculos
primordiales

Fuente.- (Juarranz, 2012)

7.10.3. Maduracion del Ovulo
Antes de que se produzca la ovulacion y la posterior fecundacion, si se produce, debe

terminar la meiosis. Esta comienza en las fases tempranas del desarrollo fetal. Los
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ovocitos primarios provenientes de la division de las células germinales primordiales
entran en profase de la primera division meidtica y se detienen en el diploteno,
reanudandose en los ovocitos de los foliculos maduros, dando lugar a los ovocitos
secundarios. La division separa de NUEVO en la metafase de la segunda division
meidtica, terminandose rapidamente en el caso de que haya fecundacion.

7.11. OVOCITO

En organismos animales, los gametos proceden de una estirpe celular especifica llamada
linea germinal que da lugar a las células germinales primordiales y que en etapas
tempranas del desarrollo se diferenciany originan ovocitos (u oocitos) y espermatozoides.
Los ovocitos presentan un tamafio medio de 75 p.m. Los ovocitos de mamiferos se
encuentran rodeados de varias capas de células que constituyen el cumulo oéforo.
(Franco & Gadella, 2006)

El grado de crecimiento ovositario se relaciona directamente con el nimero de células de
la granulosa que lo rodean. También se ha propuesto que las células del cimulo, despueés
de la maduracién del ovocito, pueden ayudar a guiar al espermatozoide hacia el ovocito
justo antes de la fecundacién, aunque no ha llegado a demostrarse este extremo. La
ruptura de las células del cimulo se lleva a cabo por diferentes enzimas liberadas por los

espermatozoides. (Roca & Vicente, 2010)
Imagen N° 8Estructura del ovocito

CORONA
RADIADA

A L CITOPLASMA
’.::’-‘\(ﬁ, NUCLEO

NUCLEOLO

ZOHA
PELUCIDA

Fuente.- (Palma, G, 2013)
En cuanto a la estructura celular del ovocito en su etapa mas temprana de crecimiento, la
mayoria de los organulos subcelulares se encuentran agrupados alrededor del nlcleo en

el ooplasma o citoplasma del ovocito formando lo que se conoce como corpusculo de
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Balbiani o nucleo de yolk. El nucléolo pasa de un estado difuso y de aspecto reticular a
un estado méas denso y uniforme. Con el crecimiento del ovocito aumenta el nimero de

ribosomas y de mitocondrias. (Azada, 2010)

7.11.1. Caracteristica Morfologicas del Ovocito
a) Zona peldcida.

Se denomina zona pellcida (ZP) a la capa externa que rodea el ovocito de los mamiferos
en el foliculo de Graaf, separandolo del espacio perivitelino. Estd compuesta por varias
glicoproteinas agrupadas en tres familias: ZP1, ZP2 y ZP3, segun sus propiedades
inmunoldgicas y funcionales, y tiene un espesor total de 0.015-0.020 mm.(Cooper &
Bedford, 2010)

b) Membrana Plasmatica.

La membrana plasmatica o celular es una estructura laminar que engloba a las células,
define sus limites y contribuye a mantener el equilibrio entre el interior (medio
intracelular) y el exterior (medio extracelular) de éstas. Ademés, se asemeja a las

membranas que delimitan los organulos de células eucariotas.(Franco & Gadella, 2006)
c) Prondcleo ovular.

El prondcleo es el nicleo de los gametos. Posee la mitad del nimero de cromosomas de
los nucleos de las otras células no reproductivas. Durante la fecundacion los pronicleos
de un évulo y al menos un espermatozoide se fusiona para crear el ntcleo Unico del zigoto.
(Nusshag, 2013)

d) Granulos Corticales.

Gréanulo vesicular, de un diametro de 0,3 a 0,5 micras, que se encuentra bordeando toda
la superficie interna del ovocito y que, tras la fecundacién, se fusiona con la membrana
plasmatica, liberando un contenido que da lugar a lo que se llama reaccion cortical, para
formar la membrana de fecundacion, evitando asi la entrada de nuevos espermatozoides
Yy, por tanto, la polispermia. (Hafez, 2012)

e) Espacio Perivitelino.
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Espacio que queda entre el ovocito y la zona pelicida que lo envuelve, de un grosor

aproximado de entre 0,2 y 0,4 micras. ( Cabodevila & Teruel, 2011)

7.11.2. Estado Madurativo de los Ovocitos
Estructuralmente el ovocito maduro mide entre 110-115 micras y esta rodeado de una

membrana llamada oolema. Esta membrana contiene el citoplasma del ovocito u
ooplasma, donde se encuentran las organelas citoplasmaticas y el nlcleo. Rodeando al
conjunto ovocito-oolema esta la llamada zona pelucida, que es de naturaleza glicoproteica
y tiene un grosor de 15-20 micras que disminuye tras de la fecundacién. (Fernanda B,
2014)

El conjunto ovocito-zona peltcida mide aproximadamente 150 micras. Entre el oolema
y la zona peldcida esté el espacio perivitelino, en el que se encuentra el corpasculo
polar. (Fernandez A, 2010)

La presencia de un corpusculo polar (CP) indica que la maduracion nuclear ha finalizado.
Se cree que hace falta un breve intervalo de tiempo tras la extrusion del primer CP, para
que el citoplasma madure completamente. Un ovocito puede ser meioticamente maduro
pero no haber alcanzado la madurez citoplasmatica, lo que puede llevar a fallos o defectos

en la fecundacién. (Fernanda B, 2014)

Tradicionalmente, la valoracion de la maduracion del ovocito se ha basado en el grado de

expansion del cumulo y la corona que lo rodea:

e Metafase Il: células del cumulo expandidas y luteinizadas.
e Metafase I: células del cumulo menos expandidas.

e Pro fase I células del cumulo compactadas.(Ruiz J, 2012)

7.12. DINAMICA FOLICULAR OVARICA

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

que alcanza los 8.8 mm.(Vasquez M, 2010)
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7.13. METODOS DE RECOLECCION DE OVOCITOS DE CAMELIDOS

7.13.1. Puncidn folicular trans-vaginal y recuperacion de ovocitos:

Esta técnica se compone de tres partes un ecografo con un transductor sectorial (sonda),
una bomba de aspiracion y un sistema de guia de la aguja, conectado a un recipiente de
recoleccion de ovocitos. Al animal se lo pude sedar para lograr una relajacién de los
intestinos, remover las heces del recto durante la palpacion y posteriormente se realiza la
anestesia epidural con lidocaina al 2% para evitar el movimiento del recto durante el
procedimiento. (Palma. A.G, 2011)

La vulvay el periné deben ser limpiados y desinfectados antes que el dispositivo de OPU,
que contiene el transductor sectorial y el sistema de guia dela aguja, sean introducidos en

la vagina.

El dispositivo tiene un mango mediante el cual puede ser manipulado con una mano fuera
del animal. La cabeza del transductor es fijada en posicidn craneo dorsal, introduciendo
la mano en el recto, el operador fija el ovario para fijarlo contra la cabeza del transductor,
de esa forma el ovario y sus foliculos pueden ser visualizados en la pantalla del ecografo;
la aguja se visualiza en el sector escaneado, pudiendo puncionarse los foliculos cuyo
contenido es aspirado mientras se colapsan. La linea de puncidn, que indica donde debe
ser ubicado el foliculo para una puncion exitosa, esta programada en el software que
controla las imagenes ecograficas y puede ser visualizada en la pantalla. EI operador
mueve la aguja lentamente hacia craneal hasta que la pared vaginal es atravesada y esta
penetra el foliculo, la aguja esta conectada a la bomba de vacio que aspira el contenido
del foliculo; el liquido folicular y el ovocito son recolectados en un recipiente que
contiene medio de recoleccion y heparina. Los ovocitos se identifican utilizando una lupa
estereoscopia y por medio de una pipeta son colocados en un medio de maduracion.
(Palma. A.G, 2011)

7.13.2. Slicing folicular

Los ovarios son transportados en solucion fisiologica al 0,9%, a una temperatura entre 30
—35°C, hasta el laboratorio. Alrededor de 2 horas post recoleccién de los ovarios, se lavan
por tres veces en solucion fisiologica al 0,9%. Los ovarios se fijaron a una pinza
hemostatica curva para con un bisturi seccionar longitudinal y transversalmente cada
foliculo de 2 — 8 mm de didmetro visibles en la superficie del ovario, y luego se sumerge
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para lavarse con una suave presion cada area seccionado en un medio de lavado entre 5 —

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

7.13.3. Aspiracion folicular post-mortem

Los ovarios fueron colocados en solucién fisioldgica al 0,9% a 30-35°C, al que se agrega
penicilina G potasica, la cual se puede transportar por 4 horas al laboratorio; se procedid
a lavar los ovarios con solucion fisioldgica al 0,9% a 30-35°C y retirar los restos de tejido.
Para luego aspirar los foliculos visibles utilizando una jeringa de 10ml con una aguja de
21G x 11/2 pulgadas para luego colocarlas en un medio de lavado entre 5-10ml en una
placa Petri graduada. (Shively M, 2011)

7.13.4. Diseccion-ruptura folicular

Se inicia diseccionando foliculos de 2 a 6mm hasta aislar la integridad del foliculo
ovarico, luego se procede a realizar ruptura de la membrana del foliculo en una placa Petri
graduada, utilizando un bisturi delgado, se lleva la muestra a una lupa estereoscopia para

identificar los ovocitos.(Ruiz J, 2012)

7.14. CLASIFICACION DE LOS OVOCITOS

Sé determina de acuerdo al nimero y compactacién de las células del camulo y al

grado de homogeneidad del citoplasma.

7.14.1. Los ovocitos pueden ser clasificados en cuatro etapas
Tipo A. Corresponde a un ovocito con células de cumulus con capas multiples mayor a

4, son compactas y el citoplasma es homogéneo y transparente.

Tipo B. Capas multiples de cumulus de 1 a 3, con citoplasma homogéneo y zonas

periféricas oscuras.
Tipo C. Cumulus denudado y con citoplasma irregular con zonas oscuras.

Tipo D. Tiene un cumulus con células expandidas y un citoplasma irregular con zonas
oscuras.(Palma. A.G, 2011)
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Imagen N° 9Tipos de Ovocitos por su Calidad

Ovocito calidad A

Ovocito calidad D

<

Ovocito calidad B Ovocito calidad C ‘

Fuente.- (Laing, 2013)

7.15. EVALUACION DE LA CALIDAD DE LOS OVOCITOS

Se evaluan tomando los siguientes parametros morfolégicos.

1.

Inmaduro.

Pequefio, compacto, gris, cumulus no expandido.

Células de corona formando un anillo oscuro alrededor de la zona peldcida, ovocito
apenas visible.(Hincapie, 2010)

Maduro.

Cumulus expandido, pequefio.

Corona no irradiada completamente.

Ovocito parcialmente visible.(Muccin, 2010)

Maduro y Excelente.

Cumulus grande y expandido

Corona irradiada

Ovocito claro y visible.(Palma. A.G, 2011)

Sobre Maduro.

Cumulus pequefio y fino con pequefios parches de células oscuras.

Se podréa observar un ovocito visible usualmente oscuro.(Felmerr, 2009)
Post maduro y Atrésico.

Pequefios cumulus o totalmente.

Ovocito oscuro.
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7.15.1. Holding

Es el primer medio de mantenimiento de transferencia de embriones bovinos basado en
una formula adaptada de un medio de cultivo de embriones probado. Holding Plus esta
disefiado para apoyar la supervivencia Optima de embriones en aire a temperatura
ambiente y proporciona los aminoacidos, factores de crecimiento, enzimas, sustratos de
energia y antibioticos esenciales. Holding Plus no es un medio apropiado para el cultivo
a largo plazo de embriones bovinos en una incubadora de CO2. Envasado en sobres de
EVA con un puerto con septo para aguja y en tubos desechables de 8 ml. su vida Util es
de 18 meses desde la fecha de fabricacidn, siempre que se utilice una técnica estéril y el

almacenamiento recomendado es de 2 a 8 °C.

8. METODOLOGIA
Caracteristicas del Lugar de Ejecucién del Proyecto.
— Provincia: Cotopaxi.
— Canton: Latacunga
— Parroquia: Eloy Alfaro

— Comunidad: Salache Bajo

Ubicacién geografica

— Altitud: 2750

— Latitud: -0.983333
— Longitud: -78.6167.

Caracteristicas climaticas

— Temperatura promedio: 10 a 15°C

8.1. Recursos materiales
Para el desarrollo de la presente investigacion se utilizaron los siguientes materiales e

insumos:

Materiales de campo:
— Overol

— Gorra
— DBotas
— Guantes de manejo

— Termo de transporte



— Camara fotografica
— Caja de fundas herméticas
— Caja de agujas calibre 22

— Termdmetro clinico.

Materiales de oficina:
— Hojas de fichaje

— Computadora

— Facilitador de memoria
— Impresora

— Resma de hojas

— Esferos de colores

— Tabla de campo

— Internet

— Anillados

— Empastados

Material de laboratorio:
— Cajas Petri con gradilla de recuento

— Micropipeta

— Estereomicroscopio(NIKON SMZ 745)
— Tres hojas de bisturi

— Jeringuillas (5ml)

— Caja de agujas desechables calibre 22
— Guantes de manejo

— Mandil

— Gasas

— Bandeja

— Alcohol antiséptico

— Cloruro de sodio al 0.9 %

— Solucién holding (minitub)

— Caja de agujas calibre 22

Material bioldgico
— Ovarios post mortem
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8.2.METODOLOGIA

La metodologia que se aplicd es el método técnico como la de (slicing folicular y
aspiracion folicular) donde se pudo verificar las variables y su calidad de ovocitos
observados. Dicho de otra forma un experimento consiste en observar los cambios de una
variable (variable independiente) y evaluar la calidad en otra variable (variable
dependiente). Esto se llevo a cabo en condiciones rigurosamente controladas, con el fin

de observar la causa que se produce una situacion o acontecimiento particular.

Los métodos técnicos como la de (slicing folicular y aspiracion folicular) son los
apropiados para poner a prueba las hipétesis que relacionan los tipos de obtenciones, es
por ello que con esta metodologia se realizo la manipulacion de la variable independiente
en este caso las dos técnicas aplicadas para la obtencion de ovocitos como la de (slicing

folicular y aspiracién folicular).
8.3.Método de Observacion directa.

Se utilizé este método para analizar las actividades que se iban desarrollando segun lo
establecido con el fin de seguir un proceso con tareas planificadas y obtener resultados

favorables; acordes a los objetivos planteados.

8.4.Método de Observacion Indirecta
Este método se utiliz6 para recopilar informacion y comprobar ideas que se suscitaron
durante el desarrollo del proyecto de investigacion, permitiendo recabar datos

primordiales para establecer una fundamentacion cientifica técnica eficaz.

8.5.Método de fichaje
Se utiliz6 este método para llevar un registro individual de todos los datos que se

obtuvieron durante la aplicacion de las dos técnicas de obtencion.

8.6. Duracion del proyecto
El proyecto tuvo como duracién de 12 semanas, de las cuales 4 semanas correspondieron

a la parte practica.
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9. DESARROLLO

9.1. Ensayo en la planta de faenamiento del GAD municipal del cantdn Saquisili

En el presente proyecto se utilizaron 8 pares de ovarios obtenidos pos mortem (16
ovarios) de llamas las cuales se adquirié de la planta de faenamiento del GAD municipal
del canton Saquisili, estas fueron llamas de descarte que estaban preparadas para el

faenamiento; junto con la aprobacion del personal técnico del mismo lugar.

Los ovarios obtenidos después del faenamiento fueron identificados y transportados en
una funda hermética mas cloruro de sodio a una temperatura de 37°C, se coloc6 en un
termo para mantener la temperatura en el transcurso de 45 minutos hasta llegar al

laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccion de la Universidad Técnica de Cotopaxi.

9.2. Ensayo en el laboratorio
Se higienizo los ovarios post-mortem con solucién fisiologica; colocando en una caja
Petri, seguidamente se procedié a retirar los extractos anexos de los ovarios como

ligamentos, tejido adiposo, fascias posterior.

Posteriormente se realiz6 un lavado adicional de los ovarios a base de suero fisioldgico

con el proposito de quitar las impurezas restantes.
9.3.Aplicacion de técnicas.
Se aplicd las siguientes técnicas de obtencidn.

9.3.1. Método de Aspiracion
Se introdujo el bisel de la jeringa dentro de cada uno de los foliculos prosiguiendo a su

aspiracion para luego depositar el liquido folicular en una caja Petri con gradillas de

recuento junto el medio Holding para identificar ovocitos.

9.3.2. Método de Slicing
Se procedid a realizar un corte transversal en el ovario con la ayuda de un bisturi nimero

22.

Se hicieron lavados retrogrados del ovario seccionado con solucion holding y el contenido
con el liquido folicular se depositd en una caja Petri con gradillas de recuento para su

subsiguiente evaluacion.
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9.2.Evaluacion de la cantidad y calidad de madures de los ovocitos

Se llevo al Estereomicroscopio para realizar la seleccion de los ovocitos garantizando un

optimo resultado categorizandolos de la siguiente manera:

TIPO: A, B, Cy D tomando en cuenta las siguientes caracteristicas:
Tipo A: ovocito con células de cumulus con capas multiples mayora 4, compactas y con
citoplasma homogéneo y transparente.

Tipo B: capas multiples de cumulus de 1 a 3 con citoplasma homogéneo y zonas

periféricas oscuras.
Tipo C: ovocitos con cumulus desnudado con citoplasma irregular con zonas oscuras.

Tipo D: son ovocitos que tienen cumulus con células expandidas y un citoplasma

irregular con zonas oscuras.

Una vez encontrados los ovocitos de tipo A (inmaduros) se procedié a lavar en diversas
gotas de holding colocadas en una caja petri diferente hasta que estén completamente

limpios.

10. PREGUNTAS CIENTIFICAS O HIPOTESIS
Ha. La obtencion de ovocitos de Ilamas post mortem es eficiente para la identificacion

mediante las dos técnicas de slicing y aspiracion folicular.

Ho. La obtencion de ovocitos de Ilamas post mortem no es eficiente para la identificacion

mediante las dos técnicas de slicing y aspiracion folicular.

11. TIPOS DE VARIABLES:
11.1 Variable dependiente.

Técnicas de extraccion de ovocitos (Slicing folicular y Aspiracion folicular).

11.2 Variable independiente.

Calidad y cantidad de ovocitos observados en cada técnica.

12. ANALISIS Y DISCUSION.
En el presente proyecto de investigacion se detalla los resultados obtenidos en la fase de

observacién los analisis estadisticos y las representaciones gréficas de los Mismos,
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determinando la influencia de las variables: Numero de ovocitos, calidad de ovocitos y
su estado de madurez de los ovocitos.

12.1. Numero de ovocitos obtenidos por la técnica de aspiracion folicular:

Tabla N° 20VOCITOS OBTENIDOS Y CATEGORIZADOS EN CUATRO

TIPOS
SEMANA 1 (ASPIRACION FOLICULAR)
CANTIDAD
NUMERO DE DE TIPO | TIPO | TIPO | TIPO
OVARIOS OVOCITOS A B C D
POR OVARIO
1 3 2 1
2 2 1 1
3 4 3 1
4 6 4 1
TOTAL DE
OVOCITOS 15 6 5 2 2

Fuente: directa

Elaborado: Yanqui, J. 2018

Grafico N° 1CALIDAD DE OVOCITOS

"- )

Tipo A Tipo B Tipo C Tipo D

Fuente: directa

Elaborado: Yanqui, J. 2018
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En el cuadro 1y gréafico 1 indica el nimero de ovarios utilizados en la primera semana y
la cantidad de ovocitos observados mediante la técnica de aspiracion folicular, se pudo
obtener 15 ovocitos, los cuales estan clasificados de la siguiente manera.

Tipo A con un total de 6 ovocitos.

Tipo B con un total de 5 ovocitos.

Tipo C con un total de 2 ovocitos.

Tipo D con un total de 2 ovocitos.

Tabla N° 30VOCITOS OBTENIDOS Y CATEGORIZADOS EN CUATRO

TIPOS
SEMANA 2 (ASPIRACION FOLICULAR)
CANTIDAD DE NUMERO DE TIPO | TIPO | TIPO | TIPO
OVARIOS ovociTos A B C D
POR OVARIO

1 3 1 2

2 4 1 2 1

3 2 2

4 3 2 1
TOTAL DE
OVOCITOS 12 3 3 4 2

Fuente: directa
Elaborado: Yanqui, J. 2018

Grafico N° 2CALIDAD DE OVOCITOS

Tipo A Tipo B Tipo C Tipo D

Fuente: directa

Elaborado: Yanqui, J. 2018
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En el cuadro 2 y grafico 2 indica el nUmero de ovarios utilizados en la segunda semana y
la cantidad de ovocitos observados mediante la técnica de aspiracién folicular, se pudo
obtener 12 ovocitos, los cuales estan clasificados de la siguiente manera.

Tipo A con un total de 3ovocitos.

Tipo B con un total de 3ovocitos.

Tipo C con un total de 4ovocitos.

Tipo D con un total de 2 ovocitos.

12.2. Namero de ovocitos obtenidos por la técnica de slicing folicular:
Tabla N° 40VOCITOS OBTENIDOS Y CATEGORIZADOS EN CUATRO TIPOS

SEMANA 3 (SLICING FOLICULAR)
CANTIDAD DE NUMERO DE TIPO | TIPO | TIPO
OVARIOS OVOCITOS A B C TIPOD
POR OVARIO
1 3 1 2
2 3 2 1
3 2 1 1
4 1 1
TOTAL DE
OVOCITOS 9 2 4 2 1

Fuente: directa
Elaborado: Yanqui, J. 2018

Grafico N° 3CALIDAD DE OVOCITOS

-'- .y

Tipo A Tipo B Tipo C Tipo D

Fuente: directa
Elaborado: Yanqui, J. 2018
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En el cuadro 3y gréfico 3 indica el nimero de ovarios utilizados en la tercera semana y
la cantidad de ovocitos observados mediante la técnica de slicing folicular, se pudo
obtener 9ovocitos, los cuales estan clasificados de la siguiente manera.

Tipo A con un total de 2ovocitos.

Tipo B con un total de 4ovocitos.

Tipo C con un total de 2ovocitos.

Tipo D con un total de 1ovocitos.

Tabla N° 50VOCITOS OBTENIDOS Y CATEGORIZADOS EN CUATRO

TIPOS
SEMANA 4 (SLICING FOLICULAR)
CANTIDAD DE NUMERO DE TIPO | TIPO | TIPO | TIPO
OVARIOS ovociTos A B C D
POR OVARIO

1 2 1 1

2 1 1

3 2 1

4 2 1
TOTAL DE
OVOCITOS 7 2 2 3 0

Fuente: directa
Elaborado: Yanqui, J. 2018

Grafico 4. CALIDAD DE OVOCITOS

0
Tipo A Tipo B Tipo C Tipo D

Fuente: directa
Elaborado: Yanqui, J. 2018
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En el cuadro 4 y gréfico 4 indica el nimero de ovarios utilizados en la tercera semana y
la cantidad de ovocitos observados mediante la técnica de slicing folicular, se pudo
obtener 7 ovocitos, los cuales estan clasificados de la siguiente manera.

Tipo A con un total de 2 ovocitos.

Tipo B con un total de 2 ovocitos.

Tipo C con un total de 3 ovocitos.

Tipo D con un total de cero ovocitos.

12.3. Namero de ovocitos obtenidos por la técnica de Aspiracion y slicing folicular:

Tabla N° 6Total de ovocitos obtenidos

OBTENCION DE OVOCITOS POR LAS DOS TECNICAS
TIPOS DE N° DE N°DE TIPO| TIPO | TIPO | TIPO
TECNICAS |OVARIOS| OVOCITOS | A B C D
ASPIRACION 8 21 9 8 6 40
FOLICULAR PORCENTAJE 33% | 30% | 22% | %
SLICING 8 | 16 4 6 5 1
FOLICULAR PORCENTAJE 250 | 38% | 31% | 6%
TOTAL 16 43 13 14 11 5

Fuente: directa
Elaborado: Yanqui, J. 2018

Grafico N° 4CALIDAD Y PORCENTAJE DE OVOCITOS

TECNICADEASPIRACION FOLICULAR

I33% 4
30%
%
%

TIPO A

TIPO B
TIP
oc TIPOD
Fuente: directa

Elaborado: Yanqui, J. 2018
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Grafico N° 5CALIDAD Y PORCENTAJE DE OVOCITOS

TECNICADE SLICING FOLOCULAR

1%

TIPO A

TIPO B

TIPOC
TIPOD

Fuente: directa
Elaborado: Yanqui, J. 2018

En el cuadro 5y gréficos 5y 6 de acuerdo a la aplicacién de las 2 técnicas se determina
que el total de ovocitos obtenidos son 43, los mismos que: 13 ovocitos tipo A son
inmaduros, mientras que los 14 ovocitos tipo B, C y D son maduros, con sus respectivos

porcentajes.

12.4. Discusion

En el presente proyecto de investigacion se utilizd 8 ovarios post-mortem de llamas los
cuales se aplicd la técnica de aspiracion folicular, se obtuvieron 27 ovocitos para un
promedio de 6.7 ovocitos por ovario con una calidad de 9 (33%), 8 (30%), 6 (22%) y 4
(15%) clase A, B, Cy D respectivamente.

En el segundo experimento, donde se empleé la técnica de slicing folicular de 8 ovarios
post-mortem se obtuvo 16 ovocitos dandonos un promedio de 4.0ovocitos por ovario,
segun la evaluacion morfoldgica de los ovocitos 4 (25%), 6 (38%), 5 (31%) y 1 (6%)
fueron de clase A, B, Cy D.

Al comparar ambas técnicas sobre la tasa de obtencion de ovocitos se demostré que la
técnica de aspiracion folicular resulto mas efectivo al lograr una diferencia de 2 ovocitos
mas por cada ovario respecto a la técnica de slicing folicular. Recientemente Vergos y
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col, y Lonergan y col, demostraron una menor eficacia del método de Slicing folicular
respecto al método de aspiracion folicular.

La diferencia numérica podria deberse a que el intervalo de dos oleadas de crecimiento
folicular consecutivas son diferentes en las distintas especies de camélidos tal como
reporta Vaughanet al. (2004) de 12 a 16 dias en alpacas y Adams et al. (1990) reporta de
18 dias en llamas, también podria variar con la localizacién geogréfica, la estacion del
afio, la situacion fisioldgica de la hembra tal como indica Adams etal. (1990).

13. IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES O ECONOMICOS):

El estudio de la obtencién de ovocitos es de mucha importancia reproductiva ya que en
la actualidad se requiere realizar programas de conservacion y mejoramiento genético ya
que esta especie ademas de generar carne, cuero Y fibra, al ser esta especie sometida a un
manejo técnico ambiental la produccion de estos animales con enfoque ganadero asegura
una mejor calidad de carne fibra con minima inversion, minimos requisitos ambientales
y sanitarios y maximo rendimiento aun en predios seriamente degradados. La crianza de
camélidos sudamericanos especificamente las llamas no generan impacto ambiental, ya
que esta especie es disefiada para el buen manejo y conservacién de los paramos andinos
su manejo y crianza de los cameélidos sudamericanos, muestran un impacto negativo en
la erosion y degradacion del suelo ambiental ya que el animal al extraer nutrientes del
suelo por medio de la recoleccion directa del alimento como las pasturas nativas, la paja
y otros pastos nativos; este es mas eficiente que al realizar utilizando maquinaria, de esta
manera el animal devuelve los nutrientes extraidos a la tierra por medio de su residuo de
material organico generando una respuesta positiva al cuidado del medio ambiente y
estableciendo un equilibrio por ello es necesario establecer un buen manejo de esta
especie para prevenir futuras perdidas de animales de muy buena calidad reproductiva de
esta manera mejorar la economia de las comunidades dedicadas a la crianza de camélidos

sudamericanos.



14, PRESUPUESTO PARA LA PROPUESTA DEL PROYECTO:
Tabla N° 7Presupuesto
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PRESUPUESTO PARA LA ELABORACION DEL

Recursos PROYECTO
Cantidad Unidad V. Unitario$ | V. Total $
Equipos (detallar)
Transporte hacia la planta de faenamiento
Visitas para la 4 Viaje 20.00 80.00
recoleccion de ovarios
post mortem de Ilamas
Materiales y suministros
Cajas Petri de pléastico 1 paquete 100 0.30 30.00
Jeringas de 5mL 1 caja 100 0.30 30.00
Agujas de 21G x 11/2 1caja 100 0.20 20.00
Guantes de manejo 1caja 100 0.25 25.00
Alcohol antiséptico 1 Litro 10 10.00
Termo de transporte 1 Caja 6.00 6.00
Algodon 1 60 g 5.50 5.50
Caja de fundas 1 caja 100 0.20 20.00
herméticas
Solucion fisiolégica 0.9 3 Litro 7.00 21.00
%
Gentamicina de 28mg 2 Litro 14.00 28.00
Solucién de holding 24 ml 15 120.00
Hojas de bisturi N° 22 5 5 0.25 1.50
Botas de caucho 1 Par 25.00 25.00
Overol 1 Unidad 20.00 20.00
Céamara fotografica 1 Unidad 320.00 320.00
Material bibliografico y fotocopias
Impresiones 10 Unidades 0.10 40.00
Copias 50 Unidades 0.20 10.00
Tabla de campo 1 Unidades 0.80 1.00
Horas de internet 250 Horas 0.60 150.00
Esferos de colores 6 Unidades 0.50 3.00
Paquete de retman 4 Unidades 500 20.00
Anillados 4 Unidades 3.00 12.00
Enpastados 2 Unidades 2 39.12
TOTAL | 1.101.92

Fuente: directa

Elaborado: Yanqui, J. 2018
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15. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES:

15.1. Conclusiones

Se utiliz6 16 ovarios post-mortem el cual se obtuvo 43 ovocitos clasificados de tipo
A, B,Cy D mediante la aplicacion de las dos técnicas.

En la obtencion de ovocitos resulta evidente la eficacia de la técnica de aspiracion
folicular, ya que se obtuvo mayor cantidad de ovocitos de tipo A que presentan con
células de cumulos con capas multiples y con un citoplasma homogéneo y
transparente.

La obtencion de ovocitos en esta investigacion son ovocitos visibles formados con

una corona no irradiada que pertenecen a la calidad madura.

15.2. Recomendaciones

De acuerdo al autor Felmerr en el afio 2009 recomienda que el traslado de los ovarios
se debe realizar a una temperatura de 37°C, si estos son transportados a una
temperatura mayor a 37°C afecta a la coloracion del liquido folicular y a la estructura
del ovocito.

Para obtener un mejor porcentaje de ovocitos de tipo A y B utilizar ajugas de calibre
18 X 1 Y,para evitar lesiones de la corona radiada y de la zona pelticida del ovocito.
Para mejores resultados de produccion de ovocitos se recomienda super ovular a los
animales de tal manera poder recolectar la mayor cantidad de ovocitos en metafase
.
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ANEXO N° 1AVAL DE TRADUCCION

AVAL DE TRADUCCION

En calidad de docente del idioma del Centro de Inglés Idiomas de la Universidad
Técnica de Cotopaxi; En forma legal CERTIFICO que: la traduccion del resumen del
proyecto de investigacion al idioma Inglés presentado por el Sefior Egresado de la
carrera de Medicina Veterinaria de la Facultad de Ciencias Agropecuarias y Recursos
Naturales: SEGUNDO JAIME YANQUI CHICAIZA, cuyo titulo versa:
“OBTENCION DE OVOCITOS DE LLAMAS (Lama glama) EN LA PLANTA DE
FAENAMIENTO DEL GAD MUNICIPAL DEL CANTON SAQUISILI”, lo

realizo bajo mi supervision y cumple con una correcta estructura gramatical del idioma.

Es todo cuanto puedo certificar en honor a la verdad y autorizo a la peticionaria hacer

uso del presente certificado de la manera ética que estime conveniente.
Latacunga, Febrero del 2018

Atentamente:

g. Wilmer Patriciq Collaguazo Vega
DOCENTE INGLES CI-UTC
C.C. 172241757-1

Av. Simén Rodriguez s/n Barrio El Ejido /San Felipe. Tel: (03) 2252346 - 2252307 - 225!
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ANEXO N° 2HOJA DE VIDA DE TUTOR DE TITULACION

Identificacion; 0501308316
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ANEXO N° 3 HOJA DE VIDA DEL AUTOR DEL PROYECTO

AUTOR DEL PROYECTO DE INVESTIGACION
DATOS PERSONALES:

Nombre:

Yanqui Chicaiza  Segundo Jaime
Documento de identidad c.c:
0503332014-5

Fecha de nacimiento:

25 de marzo de 1987

Lugar de nacimiento:

Latacunga
Estado civil:
Soltero
Direccion:
Parroquia Poalo
Teléfono:
0984542093
E-mail:

jaime-0325@hotmail.com& segundo.yanquib@utc.edu.ec

QEGUNDO JAIME YANQUI CHICAIZA


mailto:jaime-0325@hotmail.com
mailto:%20segundo.yanqui5@utc.edu.ec

ANEXO N° 4FICHA DE REGISTRO DE OBTENCION DE OVOCITOS DE
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LLAMAS
N° N° N° TECNICA N° CALIDAD
PRACTICA | LLAMAS OVARIOS OVOCITOS |A|[B|C | D
ASPIRACION
1 1 FOLICULAR 3 2 1
ASPIRACION
1 2 FOLICULAR 2 1|1
ASPIRACION
2 3 FOLICULAR 4 3 1
ASPIRACION
4 FOLICULAR 6 1 |4 1
ASPIRACION
3 5 FOLICULAR 3 1 ]2
ASPIRACION
2 6 FOLICULAR 4 12 1
ASPIRACION
4 7 FOLICULAR 2 2
ASPIRACION
8 FOLICULAR 3 2 1
SLICING
5 9 FOLICULAR 3 1|2
SLICING
3 10 FOLICULAR 3 2 1
SLICING
6 11 FOLICULAR 2 1 1
SLICING
12 FOLICULAR 1 1
SLICING
7 13 FOLICULAR 2 1 |1
SLICING
4 14 FOLICULAR 1 1
SLICING
8 15 FOLICULAR 2 1 |1
SLICING
16 FOLICULAR 2 1 1
TOTAL 43 13 |14 |11 |5

Fuente: directa
Elaborado: Yanqui, J. 2018



ANEXO N° 5 Fotografias de Obtencién de Ovocitos

FOTO 1. Lamas en proceso de faenamiento FOTO 2. Extraccion de ovarios
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Fuente: directa o - Fuente: direct

Elaborado: Yanqui, J. 2018 Elaborado: Yanqui, J. 2018
FOTO 3. Ovarios con cloruro de sodio FOTO 4. Higienizacion de los

al 0.9% ovarios

S

Fuente: directa Fuente: directa
Elaborado: Yanqui, J. 2018 Elaborado: Yanqui, J. 2018
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FOTO 5. Método de aspiracion FOTO 6. Colocacion en la caja Petri
folicular

Fuente: directa Fuente: directa

Elaborado: Yanqui, J. 2018 Elaborado: Yanqui, J. 2018

FOTO 7. Método de Slicing FOTO 8. Lavado con holding
|\

Fuente: directa Fuente: directa

Elaborado: Yanqui, J. 2018 Elaborado: Yanqui, J. 2018
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FOTO 9. Vista al Estereomicroscopio FOTO 10. Captura de ovocitos

e ‘

Fuente: directa Fuente: directa
Elaborado: Yanqui, J. 2018 Elaborado: Yanqui, J. 2018

FOTO 11. Evaluacion de calidad de los ovocitos

TIPO A

Fuente: directa Fuente: directa
Elaborado: Yanqui, J. 2018 Elaborado: Yanqui, J. 2018
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TIPOB
Fuente: directa Fuente: directa
Elaborado: Yanqui, J. 2018 Elaborado: Yanqui, J. 2018
TIPO C
Fuente: directa

Fuente: directa
Elaborado: Yanqui, J. 2018 Elaborado: Yanqui, J. 2018



Fuente: directa
Elaborado: Yanqui, J. 2018

TIPOD

Fuente: directa
Elaborado: Yanqui, J. 2018
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