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RESUMEN

La alpaca es un recurso animal importante en el desarrollo econémico de la regién y
del pais, por ende, asegurar su reproduccion y mejoramiento genético es de
importancia para los productores alpaqueros. Se sabe, que las alpacas pueden tener
4 a 5 crias en toda su vida reproductiva, limitandose asi el mejoramiento genético
por la poca cantidad de crias que se obtiene de una hembra de alta calidad genética
expresada en su elevada calidad de fibra. Sin embargo, con la aplicacion de
biotecnologias reproductivas como la fecundacién in vitro se puede lograr tener una
mayor eficacia reproductiva en esta especie, superando de esta manera la
produccién de crias logradas por hembra donante.

El objetivo principal del presente trabajo es el de evaluar tres tiempos de maduracion
de ovocitos para la produccion in vitro de embriones de alpacas, este frabajo fue
realizado en el Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la Estacion
Experimental Agraria Canaan de Ayacucho, para lo cual se recolecté 203 ovarios
obtenidos del Camal Municipal de Pilpichaca y trasladadas en solucién salina
fisiologica a 37° C al laboratorio mencionado. Canaan luego se realizé la aspiracion
de los foliculos obteniendo 909 ovocitos, equivalente a un promedio de 45
ovocitos/alpaca, luego se realizé la seleccién de ovocitos y la maduracién in vitro
(MIV) por un tiempo de 24, 26, 48 y 72 h obteniéndose a las 24 y 26 h una media de
27,43, a las 48 huna media de 25,0 y a las 72 huna media de 23,71, seguidamente
se realizo la fertilizacion in vitro con semen fresco obtenido a partir de una colecta
con vagina artificial, el cual fue capacitado y seleccionado por la técnica de Swin up.
Se obtuvo como resultado que la tasa de segmentacién de ovocitos en divisiéon 2 a
las 24 h es de 19,28%, a las 26 h un 21,86%, a 48 h un 1,86% y alas 72 h un 0,43.
La tasa de segmentacién de ovocitos en divisién 4 a las 24 h fue 14%, a 26 h un
19%, a48 hun 0,29% y a las 72 h 0%. La tasa de segmentaciéon de mérula a las 24
h fue de 4,86%, a 26 h un 9,57%, a 48 y 72 h no se obtuvieron resuitado alguno. La
tasa de blastocisto no se llegd a obtener. En conclusién se evalu6 4 tiempos de
maduracion y el tiempo mas adecuado para la MIV es de 26 h, seguida de 24 h.
Palabras clave: Ovocitos, maduracion in vitro, fecundacién in vitro, embriones,

alpaca.
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I. INTRODUCCION

La alpaca (Lama pacos) constituye un recurso genético de gran importancia
social, econdmica, cultural y cientifica para el Pert y en algunas zonas como en
la regién de Ayacucho, estas se localizan entre los 4000 y 4800 m.s.n.m.

Hoy en dia, la produccion de camélidos sudamericanos cobra gran

importancia en el entorno socio-econémico en los productores de las regiones
altoandinas del Peru, aprovechando de esta manera los subproductos de estas
especies como la fibra, carne, pieles y estiércol (Cardenas y col, 1999).
Sin duda la aplicacion de la biotecnologia reproductiva en parte puede contribuir
a superar los bajos i’ndices de fertilidad y aportar al mejoramiento genético en
estas especies sobretodo en la muitiplicacion de animales de alto valor
productivo asi convirtiéndose en reproductores para los criadores de camélidos
sudamericanos en nuestro pais.

Por ofro lado, el desarrollo de biotecnologias reproductivas como la
inseminacioén artificial, la transferencia de embriones y recientemente el
desarrollo de protocolos para la fecundacion in vifro, han contribuido a la mejora

genética en muchas especies domésticas. Sin embargo la aplicacién de la



biotecnologia reproductiva se encuentra en un estado formativo en especies
domeésticas de camélidos sudamericanos.

A pesar de esta realidad, en la actualidad existen grupos de investigacion
sobre la fisiologia reproductiva de los camélidos sudamericanos en distintos
paises. Ademas, estos conocimientos estan permitiendo la investigacion en la
aplicacién de la biotecnologia reproductiva, como la sincronizacion de la
dinamica folicular, la inseminaciéon artificial, la transferencia de embriones, la
fertilizacién in vitro y en los ultimos afios la inyeccién intracitoplasmatica de
espermatozoides y la transferencia nuclear. Todos estos avances permiten cada
dia entender mejor los procesos involucrados en la funcién reproductiva de estas
especies.

La aplicacién de la biotecnologia reproductiva hoy en dia, es una alternativa
en la mejora de los cameélidos sudamericanos, puesto que de esta manera se
acorta el tiempo de generacion y se acelera el mejoramiento genetico. Todo esto
por las técnicas de fecundacion in vitro (FIV) lo que motivé para trabajar con
ovarios de camal hasta establecer el tiempo 6ptimo para la maduracion y
fecundacion in vifro (FIV) de ovocitos de alpacas, para que en un futuro se
pueda extraer de una alpaca de excelente calidad genotipica como fenotipica.

Al establecer la tecnica adecuada en la producciéon de embriones por
maduracién in vitro (MIV) y fecundacién in vifro (FIV) permitira al productor
alpaquero, tener una alternativa en la mejora de su rebafio acortando tiempo y
dinero para lograr un rebafio de excelente calidad que le brinde mejores
posibilidades de vida.

Para el presente trabajo de investigacion se tuvo como objetivos:
= Evaluar tres tiempos de maduracién de ovocitos para la produccion in vitro

de embriones de alpacas.



Seleccionar el tiempo mas adecuado de maduracion de ovocitos para la
produccién in vitro de embriones de alpacas.
Establecer la tasa de segmentacion y de blastocisto en la produccion in vitro

de embriones de alpacas.



Il. MARCO TEORICO

2.1. Algunas consideraciones sobre el origen de las alpacas
2.1.1. Clasificacion: Segun Linneaus, 1758, la alpaca queda establecida en la

categoria taxonémica (Fernandez-Baca, 1991):

Reino : Animalia
Subreino : Eumetazoa
Rama . Bilateria

Filo : Chordata
Subfilo : Vertebrata
Superclase : Gnathostomata
Clase : Mamiferos
Orden - Artiodactyla
Suborden : Tilopoda
Familia : Camelidae
Tribu : Lamini
Género : Lama
Especie : Lama pacos
Nom. comun : Alpaca

Razas : Suri, Huacaya



Los representantes mas antiguos de fa tribu Lamini son los fosiles del
genero Pliauchenia encontrados en los llanos de Ameérica del Norte y con una
antigliedad de 9 a 11 millones de afios (Wheeler, 1991).

El géenero Pliauchenia dio origen a los Hemiauchenia, los cuales se
desplazaron hacia América del Sur al final del Plioceno y comienzos del
Pleistoceno, hace unos 3 millones de afos. Se estima que los Hemiauchenia
dieron origen a los géneros Lama y Vicugna un millén de anos mas tarde,
desapareciendo éstas del continente norteamericano hace unos 10 mil afos,
quedando solo las especies Lama y Vicugna, como tnicos sobrevivientes de la
tribu Lamini (Wheeler, 1991).

2.1.2. Distribucion y ecologia de la alpaca

La distribucién actual de la alpaca se produce en la historia de los paises
andinos, desde su domesticacion hace 6000 afios en las punas centrales del
Peru. La crianza de alpacas fue llevado por el hombre a los valles interandinos
hace 3800 afios; segun las evidencias procedentes de los sitios arqueologicos
de Kotosh-Huanuco (1 900 msnm) y de Huacatoma, Cajamarca (2 700 msnm).
Finalmente es probable que se extendiera a las costas del norte y del sur hace
1000 a 900 aros. A consecuencias de la invasion espanola en el siglo XVI, tanto
las alpacas como las llamas fueron diezmadas y desplazadas de la costa y los
valles interandinos hacia las elevaciones mas altas de los andes donde se
encuentra hoy.

Actualmente la distribucién de la alpaca se extiende desde Cajamarca y el
norte del departamento de Ancash hasta el lago Popo en Bolivia con un nimero
muy reducido de animales en el norte de Chile y el noreste de Argentina. En
estas zonas se localizan a altitudes superiores a los 4 000 msnm. (Fernandez-

Baca, 1991).



2.1.3. Fenotipos de la alpaca

La alpaca ha sido seleccionada como productora de fibra durante un periodo
de por lo menos 3 mil afos, durante este proceso hubo un incremento en la
longitud de la fibra y modificacion en su forma, dando origen a los fenotipos
Huacaya y Suri. Es probable dado el extremo control ejercido sobre la
reproducciéon durante el incanato que estos tipos sean la herencia de razas
antiguas las cuales han perdido su integridad a causa de la conquista espafiola.
(Fernandez-Baca, 1991).

Alrededor del 90% de las alpacas pertenecen a la variedad Huacaya
caracterizado por un abundante crecimiento de la fibra que cubre el cuerpo,
piernas y cuello ademas, de la frente y mejillas de la cara formando copete y
patillas que llegan a cubrir los ojos. La cara y las cuatro patas estan cubiertas de
pelo corto. La fibra es rizada dando al animal una apariencia esponjosa
semejante al ovino de la raza Corriedale. El crecimiento anual de la fibra es de 9
a 12 cm. de longitud con un promedio de 11,56 cm. con una densidad folicular
promedio de 15,93 por mm* En contraste, la fibra del Suri es ligeramente
ondulado, mas sedosa, lacia y de mayor crecimiento longitudinal alcanzando de
10.40 a 20 cm. y con un promedio de 14,58 cm. por afno. Con densidad folicular
promedio de 17,29 por mm? la distribucién corporal de la fibra es la misma que
en Huacaya pero debido a su estructura cae desde la linea media de la espalda
a ambos lados del cuerpo dando la apariencia de un ovino Lincoln, y llegando
hasta el suelo si el animal no es esquilado. Ademas, de los fenotipos Huacaya y
Suri también existen animales con fibra de caracteristica intermedia (Fernandez-
Baca, 1991).

La coloracion del pelaje de la alpaca es mucho mas uniforme que en la
llama indicando que es un producto de selecciéon para la produccién de fibra.

Varia desde el blanco al negro y marrén incluyendo todos los tonos intermedios.



La demanda industrial por fibra blanca en los Ultimos afios ha contribuido a la
eliminacion de la variacion de colores en las poblaciones andinas (Fernandez-
Baca, 1991).

2.2. Aspectos generales de la alpaca

La crianza de alpacas constituye una actividad econdémica de vital
importancia para un amplio sector de la poblacién altoandina de Perd, Bolivia,
Argentina, Chile y Ecuador. Se estima que alrededor de 500 mil familias
campesinas de la regiéon andina dependen directamente de la actividad con
camélidos sudamericanos, ademas de otras que se benefician indirectamente de
ella (Ruiz, 2005); aprovechando los subproductos de estas especies como la
fibra, carne, pieles y estiércol.

En la actualidad, la explotacion de camélidos sudamericanos, se lleva a
cabo bajo sistemas tradicionales no siempre eficaces, agudizando los problemas
de morbilidad, mortalidad y baja eficiencia reproductiva (Cardenas y col.,, 1999);
donde los porcentajes de natalidad anual en la mayoria de explotaciones
alpaqueras es del orden del 50% (Fernandez, 1993), con indices de fertilidad
(Apaza y col, 1998) y de prefiez (Apaza y col,, 2001) que no superan el 65% y
60% respectivamente. Con un reemplazo inadecuado para la reproduccion,
desconocimiento de la fisiologia reproductiva y un inadecuado empleo de
reproductores en el apareamiento (Apaza y col.,, 1998).

2.3. Anatomia reproductiva de Ia alpaca
2.3.1.0rganos reproductores de la alpaca hembra
2.3.1.1. Ovarios

La situacion de los ovarios varia con la edad y estado reproductivo en el que
la hembra se encuentra.

Los ovarios tienen una forma globular irregular, en alpacas, recién a los 12

meses de edad aparecen foliculos de 8 a 12 mm de diametro. En adultas vacias



usualmente se aprecian numerosos foliculos de 3 a 4 mm y un foliculo de entre 8
a 12 mm, que se proyecta casi totalmente sobre la superficie ovarica. Las
dimensiones del ovario son de 15 mm de longitud x 12 mm de ancho x 9 mm de
espesor. Los foliculos que se encuentran entre 5 y 12 mm se consideran
normales. En la alpaca la bursa ovarica envuelve totalmente al ovario
(Fernandez-Baca, 1991).
2.3.1.2. Oviductos

Son tubos delgados y sinuosos, suspendidos en el mesosalpinx, a la altura
del itsmo, el diametro es de 2 a 3 mm (Fernandez-Baca, 1991).
2.31.3. Utero

El utero es bifurcado con dos cuernos uterinos separados. Externamente
desde el punto de bifurcacion a la extremidad distal, terminan en una bolsa que
circunda por completo el ovario (Fernandez-Baca, 1991).
2.3.1.4. Vagina y vulva

La hendidura vulvar tiene una direccion ventro caudal, la comisura labial
dorsal es ligeramente redondeada y se encuentra de 2 a 3 cm del orificio anal.
La comisura labial ventral es aguda y termina en una corta proyecciéon cénica
(Fernéndez-Baca, 1991).
2.3.2. Organos reproductores de la alpaca macho
2.3.2.1. Los testiculos

Los testiculos en la alpaca se encuentran en la regidén perineal,
aproximadamente a 10 cm del ano.

Los testiculos estan incluidos dentro de la bolsa testicular o escroto, que es
un diverticulo del abdomen que se forma por una modificacion de la piel. Tiene la
forma ovalada y esta dividida por un tabique, en medio de las cavidades, las

cuales estan ocupadas por los testiculos. El exterior del escroto es untuoso al



tacto por la presencia de secreciones sebaceas y estd cubierto de abundantes
pelos finos y presentan un surco sagital que es el rafe escrotal (Bustinza, 2001).
2.3.2.2. El epididimo

Es un drgano fibroso compacto pegado al borde anterior del testiculo.
Anatémicamente se divide en tres partes: a) la cabeza tiene forma triangular y se
sitia en la parte antero-inferior del testiculo; b) el cuerpo es aplanado en forma
de cinta que ocupa el dorso anterior del testiculo; y, c) la cola tiene forma de una
L, situada en la parte poéstero-superior del testiculo, aqui se acumulan y guardan
los espermatozoides (Bustinza, 2001).

El conducto deferente es un conducto muy delgado que se origina en la cola
del epididimo, y es un drgano par, es delgado y largo. Se inicia con una
estructura flexuosa craneomedial del epididimo, asciende por el canal inguinal y
se dirige hacia la cavidad pelviana, alcanzando el pliegue genital sufre un
pequefo ensanchamiento, dorsal a la altura de la vejiga, lo que seria la ampolla
del conducto deferente (Bustinza, 2001).
2.3.2.3. Los dérganos accesorios

En la alpaca son: a) las glandulas seminales que son de tamafo medio y de
forma irregular; b) la prostata de forma irregular y difusa (forma de H) ubicada
dorsalmente sobre el cuello de la vejiga, el cuerpo prostatico tiene dos Iébulos y
la porcion diseminada cuyo diametro transverso tiene 4 cm y de 1 cm de grosor;
y ¢) las glandulas bulbo uretrales que son ovoides y pequenas a unos 7 cm de la
prostata con 1 cm de diametro. Todos estos producen una secrecion que forma
parte del eyaculado (Bustinzé, 2001).
2.3.2.4. Pene y prepucio

El pene tiene la forma de una S denominada flexura sigmoidea que es ante
escrotal diferente al toro que es pre escrotal; y tiene una longitud de 35-40 cm en

ereccion y pesa aproximadamente 50 g. el diametro es delgado y no se observa
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expansion durante la ereccion. El glande tiene la forma de gancho curvo que
presenta dos proyecciones o procesos uretrales, de aproximadamente 1 cm
(Bustinza, 2001).

El forro prepucial es una invaginacion de la piel que cubre el pene; en su
abertura es de forma triangular y se suspende como una tela pendular, lo que
hace que al miccionar la orina se dirija hacia atras; pero durante la ereccion se
proyecta hacia delante (Bustinza, 2001).

2.4. Pubertad de la alpaca

Las alpacas hembras jovenes de 12 a 13 meses de edad muestran conducta
de estro similar a las adultas ain cuando la actividad ovarica empieza a los 10
meses con la presencia de foliculos de 5 mm o mas.

En un estudio realizado en el Peru con alpacas hembras de un afio de edad,
se determino que habia una relacion muy significativa entre el peso corporal en
el apareamiento y las tasas de nacimiento sub secuentes. Por cada kilogramo
mas de peso se incrementa 5% de natalidad, pero cuando el peso corporal
excede los 33 kilogramos, el porcentaje de hembras prefiadas era independiente
al peso corporal.

En los sistemas tradicionales de producciéon, 50% o menos de las alpacas
de un afo de edad alcanzan un peso de 33 kilogramos de peso corporal en el
momento del apareamiento; por lo tanto, la edad de reproduccion se pospone
hasta los dos anos de edad en alpacas. (Citado por Haffez y col., 2002).

2.5. Fisiologia reproductiva de la alpaca
2.5.1. Desarrollo folicular

Cuando no se exponen a un macho, las alpacas hembras muestran periodos

de receptividad sexual prolongados, y periodos breves de rechazo del macho

que pueden durar 48h, y que pueden correlacionarse con incrementos y
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decrementos ritmicos de las contracciones séricas de estrégenos, lo que refleja
ondas sucesivas de maduracion y atresia de los foliculos ovaricos.

Con base en examenes laparoséépicos de los ovarios de las alpacas, se
observé que el crecimiento, la conservacion y la regresion de un foliculo
requirieron cada uno un promedio de cuatro dias (12 dias en total, con limites de
9 a 17 dias). Las llamas que permanecieron en su habitat natural del Pera se
examinaron todos los dias mediante ultrasonografia transrectal. Foliculos
dominantes sucesivos surgieron a intervalos de 19.8+- 0.7 dias en llamas sin
apareamiento o apareadas con machos vasectomizados y de 14.8+-0.6 dias en
llamas prefiadas. La lactacién se vinculd con un intervalo entre ondas que se
acorto 2.5+-0.05 dias en comparacién con un grupo que no estaba en lactacién
(citado por Haffez y col., 2002).

La variabilidad tanto en la duracién de la receptividad sexual como en la
regularidad con la que ocurre, parece reflejar el hecho de que en hembras no
prefiadas la fase folicular no concluye con la ovulacibn en un momento
predeterminado, y-que no hay una fase lutea que delimita la sincronizacion de
los acontecimientos ovaricos después del fin del estro (citado por Haffez y col,
2002).

2.5.2. Ovulacién

El proceso de la ovulacién en las alpacas no ocurre espontaneamente; sino
que se produce sdlo cuando es inducida, aunque parece existir muy raras
excepciones. La funcion ovulatoria de ambos ovarios, izquierdo y derecho, son
iguales, y atin mas, alrededor de un 10% de los casos ocurren en forma multiple,
de los cuales la mayoria son dobles (Bustinza, 2001).

Entre 20 y 24 h después del coito se observa claramente el crecimiento
folicular pre-ovulatorio con paredes de vascularizacion aumentada vy

acercandose a las 26 h, en la superficie folicular, presentan hemorragias
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puntiformes. Y a partir de las 26 h, en condiciones naturales, se produce la rotura
folicular, con la consiguiente ovulaciéon. En realidad la ovulacion ocurre entre 24
a 42 h después de la copula; y mas tarde un 30%; y en el 10% restante no se
produce ovulacién, después de una copula simple (Bustinza, 2001).

Normalmente la ovulacion es inducida por el coito, la cual debe proporcionar
un estimulo nervioso necesario a nivel de la vagina. Para que se produzca la
ovulacion, la estimulacion neural llega al hipotadlamo causando la liberacién de la
GnRH, la que a su vez, causa en la pituitaria la liberacion de la LH, la que es
capaz de causar la ruptura folicular y la consiguiente liberacién del 6vulo
(Bustinza, 2001).

Se ha determinado que el macho, para desencadenar el mecanismo
ovulatorio de la hembra, debe realizar el éstimulo necesario a través de la
introduccién del pene en la vagina y apretones con las extremidades anteriores
del macho. Sin embargo, las hembras montadas por machos con mandi o
vasectomizados reisponden con el inicio de la ovulacién. En el caso de las
hembras que montan a ofras hembras, también pueden desencadenar la
ovulacion tanto de ella como de la que se deja montar. Por otro lado, la sola
presencia y/o ruidos gufurales de los machos pueden producir la ovulacion. Y
finalmente, ha sido reportado ovulacion espontanea hasta en un 5% (Bustinza,
2001).

En la alpaca el tiempo minino de ovulacién se calculé en 26 h después del
apareamiento natural y 24 h después del tratamiento con hCG. En alpacas
hembras receptivas a las que se les permitid un solo apareamiento, 50% ovul6
en un lapso de 26 y 30 h, 24% owvuld entre 30 a 72 h después y 26% no ovuld
después del apareamiento. Cerca del 40% de las hembras que no ovularon
tenian un afio y el 15% eran adultas. Con el empleo de la técnica de

ultrasonografia en las llamas, se observé que la ovulacién ocurre, en promedio,
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dos dias (con limites de uno a tres dias) después de un solo apareamiento. Un
solo servicio por un macho intacto o vasectomizado provoco la ovulacién en 77 a
82% de alpacas, y un incremento a tres del nimero de servicios por machos
intactos en un periodo de 24 h no influyé de manera significativa en la tasa de
ovulacién (citado por Haffez y col., 2002).

2.5.3. Cuerpo lateo |

El cuerpo luteo aparece como resultado de la ovulaciéon y se puede detectar
por palpacién o ultrasonografia. Si en la fertilizacion no se produce el cuerpo
liteo inicia su regresiéon aproximadamente a los 10 u 11 dias, provocado por las
prostaglandinas, regresiona el cuerpo luteo. Concentraciones de progesterona
en sangre y pregnadiol en orina reflejan la existencia de un cuerpo funcional
(Bustinza, 2001).

La concentracion de progesterona igual o mayor que 1 mg/ml a 7 dias de la
cépula indica ovulacion y actividad luteal, pero no necesariamente prefiez; la
misma cantidad de ella a los 21 dias es indicacién de prefiez. La progesterona
es necesaria para el mantenimiento de la prefiez por todo el periodo de la
gestacion, y la eliminacion del cuerpo luteo o del ‘ovario que lo contiene termina
con la gestacion (Bustinza, 2001).

2.5.4. Gestacion

Se ha citado que la gestacién en alpacas de raza huacaya y suri dura de
341 a 345 dias, respectivamente. Casi todos los fetos de alpacas y llamas
ocupan el cuerno uterino izquierdo, incluso cuando la ovulacién ocurre en ambos
ovarios con igual frecuencia. Esto indica que los embriones que se originan en el

lado derecho migran al cuerno izquierdo para implantarse. No se conoce bien la
razon la de la migracion del lado derecho al izquierdo pero parece ser exclusivo
de los camélidos. Una explicacion de este fenémeno comprende un efecto

lutedlico diferencial del cuerno izquierdo frente al derecho. El cuerno derecho
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realiza una lutedlisis mediante una via local, en tanto que el izquierdo lo realiza
por ambas vias la sistémica y la local (citado por Haffez y col,, 2002).
2.5.6. Parto

El trabajo de parto sin ayuda en alpacas a 4 250 msnm en Perd duré un
promedio de 203 minutos en el caso de hembras primiparas y 193 minutos en
hembras multiparas. Mas del 90% de los nacimientos en alpacas y llamas
ocurren entre las 07:00 y las 13:00 horas. Esta adaptacion da a las crias la mejor
oportunidad de calentarse y secarse antes del frio nocturno (citado por Haffez y
col., 2002).

2.6. Obtencion de ovocitos

Los ovocitos pueden ser obtenidos de ovarios traidos desde el matadero o
de la castracion de hembras, siendo la primera técnica la mas comun y
econémica para trabajos experimentales (Palma, 2001). Otra forma de obtencion
de ovocitos es de animales vivos, a través de la puncion folicular u “ovum pick
up” (OPU); técnica que fue originalmente creada para ser usada en humanos y
que luego se modificd para ser usada en vacas (Pieterse y col, 1987). Los
ovocitos se pueden obtener también a través de una laparotomia y aspiracion
directa desde los qvarios del animal anestesiado, técnica utilizada en primates
inferiores (Marshall y col., 1998 y Mitalipov y col, 2001).

Cuando los ovarios son obtenidos post-faesnamiento de las hembras, son
transportadas desde el matadero, en Solucién Salina Fisiolégica o Solucién
Fosfato Buffer Salino (PBS) con o sin la adicion de antibiticos (Palma, 2001) a
temperaturas vériables entre 28 y 38°C (Fuladi y col, 1998); sin embargo se
llegd a la conclusion de que el transporte de ovarios a 4°C, hasta por 24 horas,
no altera la viabilidad de ovocitos obtenidos.

Para [a recoleccion de ovocitos e} método mas utilizado, es la aspiracién de

los complejos cumulo—ovocito desde los foliculos, utilizando agujas de 21 a18 g
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y jeringas o bombas de aspiracion (Palma, 2001), otros métodos son la diseccion
del ovario o su desintegracion enzimatica, utilizando colagenaza para aislar los
foliculos y obtener los ovocitos directamente de ellos (Gordon, 1994).

Los foliculos, de los cuales se extraen los ovocitos se prefieren de un
tamafio no inferior a los 2 mm de diametro (Lonergan y col., 2005), concluyeron
que los ovocitos obtenidos de foliculos cuyo diametro era inferior a 2 mm, luego
de la fertilizacion in vitro mostraban tasas significativamente inferiores de division
y blastocistos al ser comparadas en ovocitos fertilizados in vitro, provenientes de
foliculos de tamario superior.

2.7. Recuperacion de complejos ciimulo-ovocito

Distintas metodologias se han evaluado para la recuperacion de COCs
(complejos cuimulo-ovocito) en hembras de camélidos sudamericanos. Ovarios
de alpacas y llamas beneficiadas son una fuente adecuada para la recuperacion
de COCs, por la gran disponibilidad de ovocitos para la investigacion en la
estandarizaci()nv de protocolos de maduraciéon y fecundacién in vitro, y para su
utilizacion como receptores de ntcleo de células donadoras en un programa de
transferencia nuclear. La primera recuperacion de ovocitos para su fecundacién
in vitro en camélidos sudamericanos se hizo en llama desmenuzando el ovario
con ayuda de una hoja de afeitar (Del Campo y col, 1994) se recuper6 27
ovocitos por llama y fue descartado el 26% de los 1324 COCs (complejos
cumulo-ovocito) recuperados. También se han recuperado COCs de llama y
alpaca puncionando foliculos de ovarios recuperados en el camal con ayuda de
una jeringa manual. Con esta metodologia (Del Campo y col, 1992),
recuperaron 6,4 ovocitos por llama (Ruiz y col, 2007), utilizando ovarios
procedentes del Camal Municipal de Huancavelica aspiraron foliculos con agujas
21 Gy jeringas estériles de 5 cc en el Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva

de la Universidad Nacional de Huancavelica. Se recuperaron 2,2 COCs/ovario de
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llama y 3,5 COCs/ovario de alpaca con 66% y 69% COCs de llama y alpaca,
respectivamente, seleccionados como aptos para la maduracion in vitro,
metodologia de trabajo aplicada por primera vez en el Per( para la maduracién
de ovocitos y produccién in vifro de embriones en camélidos sudamericanos.

2.8. Seleccion de ovocitos para maduracion

Los ovocitos son seleccionados bajo una lupa estereoscépica con aumento
de 40x en base a sus caracteristicas morfol6égicas Palma (2001), sugiere que se
deben cultivar sélo los ovocitos que posean un cumulo denso, con un minimo de
5 capas que cubran la totalidad de la superficie del ovocito, que su citoplasma
sea de color gris oscuro uniforme y no contenga manchas.

De Losse y col. (1989), han sugerido un sistema de clasificacion en escala,
a partir de los criterios antes mencionados, para clasificar los ovocitos segun su
calidad. Asi de categoria 1 se consideran los complejos cumulo-ovocito (COCs)
con cumulos de capas multiples, compacto, claro y transparente y citoplasma
con granulacién fina y homogéneas; categoria 2 son los del COCs cumulos
algo mas oscuros y menos transparentes que los de la categoria 1, con
citoplasma de granulacion mas gruesa y mas oscura que los de la categoria 1,
los de la categoria 3 poseen cumulo menos compactos y mas oscuro que los de
la categoria 1 6 2 y su citoplasma tiene manchas oscuras; la categoria 4 incluye
a los ovocitos con cumulo expandido parcialmente desnudos o totalmente
desnudos.

Segun los mismos autores, ovocitos de mala calidad serian aquellos de
tamafio muy grande o muy pequefios, los que presentan menos de 3 capas de
células del cumulo o aquellos donde el cumulo no esta compacto o es de
coloracion muy oscura. E! citoplasma de los ovocitos de mala calidad puede

presentar un color no uniforme teniendo zonas muy claras o muy oscuras o ser
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de color uniforme pero muy claro o muy oscuro. Ovocitos de mala calidad
derivan de foliculos en atresia.

Lonergan y col, (1994) demostr6 Ia relacién entre la morfologia ovocitaria y
el tamano del foliculo del cual proviene en su estudio compar6 caracteristicas
morfolégicas de los ovocitos, tales como presencia y nimero de capas de
cumulo. Concluyé que ovocitos de célidad significativamente inferior (menor
numero de capas de cumulos) son obtenidos de foliculos de tamario entre 2y 6
mm, al compararlos con ovocitos provenientes de foliculos de tamario superior a
émm.

2.9. Maduracion in vitro de ovocitos (MIV)

En el ovocito de la mayoria de mamiferos, fa meiosis se inicia durante fa
vida fetal pero se detiene en el dipioteno de la profase de la primera division
meiética, lo que ocurre cercano al nacimiento, (Palma, 2001). La maduracion
ocurre jn vivo al interior del foliculo y es el proceso durante el cual se produce la
reactivacién de la divisiobn meidtica hasta alcanzar la metafase de la segunda
divisiéon meidtica momento en que el ovocito retorna al arrestro meibtico hasta
que sea fecundado o activado artificiaimente (Rath, 2001).

La primera modificacion visible del nilicleo, después del cultivo para la
maduracion, es la desaparicion del nucléolo, condensacion de la cromatina y la
disolucion de la membrana nuclear, proceso conocido como ruptura de la
vesicula germinativa, una vez ocurrido esto la actividad meidtica progresa a
través de fa metafase | a anafase, telofase, con expulsion del primer corpuscuio
polar y detenimiento en el estadio de metafase Il (Paima, 2001). La meiosis se
reinicia sbélo una vez que el ovocitobes penetrado por el espermatozoides o es
activado artificialmente, la finalizacion de la segunda division meidtica es

acompanada por la extraccion de un segundo corplsculo polar en el espacio
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perivitelino, en esta etapa el ovocito cuenta con un numero haploide de
cromosomas (Gordon, 1994).

In vivo la maduracion nuclear del ovocito de alpaca, tarda unas 24 h, es un
periodo largo de tiempo si se compara con otras especies animales como la rata
y la coneja, esto se debe a que los ovocitos totalmente desarrollados de rata y
coneja poseen todas las proteinas esenciales para la condensacién de la
cromatina y la disolucién de la envoltura nuclear. Mientras que los de ovocitos
de vaca, alpaca cerda y ovejas estan equipados sélo para la condensacion de
la cromatina, antes del reinicio de la meiosis (Gordon, 1994).

2.10. Factores importantes para la maduracion in vitro de ovocitos

Para que la maduracion in vitro sea exitosa, el medio en la cual se realizara
debe proveer condiciones Optimas para los complejos cumulo. Entre estos
factores se cuentan con pH, atmésfera gaseosa en la incubadora de cultivo,
osmolaridad, uso de suplementos proteicos y hormonas.

2.10.1. pH y ambiente gaseoso

El pH del medio debe mantenerse cercano al del plasma sanguineo (pH
7,4), de ahi la importancia del bicarbonato que actia como sustancia buffer y
ademas como nutriente esencial (Palma, 2001). Otro buffer suplementado al
medio de cultivo es el 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetansulfénico (HEPES). Se
utiliza en concentraciones entre 10 y 50 mM, en un rango de pH entre el 7,2 —
7,8 es un buffer mas fuerte que el bicarbonato y no requiere de CO, por lo que
su funcion es regulador de pH es mas efectiva fuera de la incubadora de cultivo
(Freshney, 1987).

La concentracién de CO, en la atmdsfera de la incubadora de cultivo, puede
alterar el pH del medio de maduraciéon. a menos contenido de CO, en el
ambiente, el medio se ira haciendo mas alcalino y el color del medio de

maduracién se ira haciendo mas violeta, por lo contrario, si el medio se
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acidificara su color acercandose al amarrillo, para un efectivo control visual de
las variaciones de pH, se emplea el rojo fenol adicionado a los medios de
cultivo (Palma, 2001).

2.10.2. La Osmolaridad

Debe variar entre 275 y 285 miliosmoles (mosm), niveles que son
ligeramente inferiores a los del plasma (290 mosm aproximadamente). Sin
embrago esta condicién hipoténica del medio es para compensar la evaporacion
durante la incubacién (Freshney, 1987).

2.10.3. Proteinas

E! suero junto con la albumina bovina, es el complemento organico mas
importante de los medios. En su preparacién se utiliza albiimina de suero bovino
o suero fetal La albumina sérica bovina fraccion V es la mas utilizada por la
ventaja de su presentacibn en polvo. El suero mas empleado para su
preparacion de medios de maduracion es el suero fetal bovino en
concentraciones de 2% al 10% (Palma, 2001).

La ventaja del uso de sueros en el medio de maduraciéon, es que estos
aportan, nutrientes vitaminas, factores de crecimiento, hormonas y compuestos
antioxidantes en concentraciones variables (Hoshi, 2003).

Aunque existen cultivos celulares que requieren suero, existe evidencias
suficientes, que los ovocitos pueden ser madurados sin la presencia de suero en
el medio (Hoshi, 2003).

2.10.4. Hormonas

La suplementacion de los medios de maduraciéon con hormonas, se basa en
el importante rol de las gonadotropinas luteinizantes (LH) y foliculo estimulante
(FSH), en el desarrollo folicular y del ovocito in vivo (Palma, 2001). Las
gonadotropinas aumentan la capacidad de desarrollo de ovocitos maduros en

medios libres de suero (Saeki y col., 1995).
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2.11. Fecundacion in vitro

La fecundacién in vitro (FIV) es el procedimiento por medio del cual los
ovocitos maduros son cultivados junto con espermatozoides y de esta forma
fecundados, para esto los espermatozoides deben ser sometidos previamente a
un proceso de preparacion in vifro con el objetivo de iniciar su capacitacion y
desencadenar la reacciéon acrosomica (Palma, 2001). La utilizacion de la
fecundacién in vitro en camélidos sudamericanos podria ser una alternativa para
el‘mejoramiento genético de camélidos domésticos y para la preservacion de los
camélidos silvestres.
2.12. Vagina artificial

Esta técnica fue desarrollada por Sumar y Leyva (1981), para lo cual
construyeron un maniqui en forma de una hembra sentada en posicién de
copula; la vagina artificial fue una modificacion de la vagina artificial usada para
vacunos y ovinos, la cual consistia en un tubo rigido de 7 cm de didmetro por 25
cm. de largo con una funda interna de latex, un cono de latex al que envolvia un
alambre en espiral simulando la cérvix de la alpaca y al final un frasco de
coleccién de semen de ovino o un tubo de centrifuga, el agua a 45° se coloca por
una valvula-espita; los machos aceptaron el maniqui después de un corto
entrenamiento; la copula se interrumpia cada 10 minutos aproximadamente para
renovar el agua caliente, el semen colectado varié, dependiendo del macho, el
color del eyaculado, independientemente del volumen, fue de un blanco lechoso
a blanco claro, este semen no muestra motilidad masal por lo espeso de su
consistencia.

La utilizacién de vagina artificial en combinacién con una hembra receptiva
es la técnica mas 6ptima de obtener semen de buena calidad, el que se puede
utiizar para fines de inseminacion artificial, teniendo en cuenta de usar una

fuente de calor continuo y la caracteristica que imite a la cérvix.
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2.13. Seleccion de espermatozoides

Un proceso de FIV implica someter los espermatozoides a un procedimiento
de lavado y seleccion en donde los espermatozoides de mayor movilidad son
separados de los inméviles o muertos, del plasma seminal y de otras estructuras
por medio de técnicas como el Swim-up y la Gradiente de Percoll. Ambas
requieren como minimo un paso de centrifugacién, en el cual se puede generar
dafio a la membrana plasmatica de los gametos masculinos y aumentar la
produccion de radicales libres. Una excesiva produccién de especies reactivas
de oxigeno (EROs) conduce a la pérdida de la funcionalidad y viabilidad
espermatica, correlacionadas con los efectos deletéreos causados por la
peroxidacién lipidica y la fragmentacién det ADN (Lonergan y col,, 1994).

En animales una serie de estudios muestran que la viabilidad embrionaria es
dependiente de la calidad del espermatozoide, lo cual indica la necesidad de ser
prudentes en el manejo de los reproductores asi como en la manipulacién del
semen en el laboratorio a fin de no alterar drasticamente su capacidad de
fecundar y de llevar a feliz término el desarrolio embrionario bovino (Lonergan y
col., 1994).

2.14. Capacitacion de espermatozoides

La capacitacién fisiologica de los espermatozoides empieza después de
entrar en contacto con el tracto reproductivo de la hembra. Mientras el
espermatozoide esta en el sistema reproductor masculino, Ia capacitacién esta
inhibida por sustancias presentes en el plasma seminal. Por eso los métodos
descritos a continuacién, lo que hacen es eliminar el plasma seminal y de ese
modo eliminar las sustancias inhibidoras de Ia capacitacion y permitir la
colocacién de unos espermatozoides capécitados en ¢l interior del utero o en
una placa de Petri al lado del 6vulo, para la fecundacién in vitro. Una vez iniciada

la capacitacion, se pone en marcha el mecanismo de la reaccién del acrosoma
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QUe ocurre cuando el espermatozoide llega a la corona radiada (Conde y col,
2008).

La zona pelucida es la barrera que impide la fecundacion del ovocito por
espermatozoides de otras especies. El espermatozoide se une y se mueve
oblicuamente en la zona ayudado por las enzimas (acrosina), liberadas tanto por
el acrosoma como por el oviducto y por la presencia de sustancias de
reconocimiento de especie. Aunque se elimine la zona pelicida, el
espermatozoide debe pas'ar por el proceso de la reaccion del acrosoma para que

ocurra la fertilizacién del ovocito (Conde y col.,, 20086).
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lll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en el Laboratorio de
Biotecnologia Reproductiva de la Estacion Experimental agraria Canaan — INIA
Ayacucho ubicado a 2760 m.s.n.m.

Las muestras de ovarios se recolectaron del Camal Municipal de Pilpichaca
por lo que se tuvo que viajar al distrito de Pilpichaca, provincia de Huaytar§,
departamento de Huancavelica ubicado a 4000 m.s.n.m.

3.2. Poblacion y muestra

La poblacion fue conformada por todas las alpacas beneficiadas del Camal
Municipal de Pilpichaca.

La muestra se tomé a 100 alpacas de manera no probabilistica por las
caracteristicas de las mismas, para cuyo efecto, se considerara los criterios:
oportunidad y cantidad de beneficios. Como unidad de muestra se tomé 200
ovarios de alpaca beneficiados del Camal Municipal de Pillpichaca.

3.3. Recoleccion y transporte de ovarios de alpaca post mortem

Los ovarios utilizados procedieron de alpacas sacrificadas en el Camal

Municipal de Pilpichaca - Huancavelica. Tras su recogida se trasladaron al

Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la Estacion Experimental Agraria



Canaan, en Soluciéon Fisioldgica, con penicilina (100 Ul/ml) y sulfato de
estreptomicina (100 mg/ml) a una temperatura promedio de 37 °C. A su llegada
al laboratorio, los ovarios fueron lavados dos veces con agua destilada y una en
solucién salina fisiolégica con antibidticos y se mantuvo en suero salino estéril a
37 °C con las mismas cantidades de antibidticos de su recogida hasta el
momento de la aspiracion.

3.4. Recuperacion y seleccion de ovocitos

Los Complejos cumulo-ovocito (COCs) de ovarios de alpacas fueron
recuperados con una aguja de 21 G y una jeringa de 5 mi. El procedimiento se
realiz6 aproximadamente dentro de las 5 h siguientes al sacrificio de los
animales. El liquido folicular con los COCs recuperados fue depositado en un
tubo graduado de 15 cc que reposd en bafio Maria a 37° C. Luego el contenido
se vacié en una placa de Petri para ser diluido en solucion de HEPES; ésta placa
previamente fue sefalizada para facilitar la busqueda de los COCs. La seleccion
de los COCs (TABLAN® 01) se realizdé con una jeringa Hamilton de 100 pl bajo
una lupa estereoscopica, solamente los COCs de categoria 1 y 2 fueron
madurados in vitro.

3.5. WMaduracion in vitro de ovocitos (MIV)

Los complejos cumulo-ovocito (COCs) de alpacas fueron seleccionados y
lavados 3 veces en medio de maduraciéon (TCM -199 modificado con HEPES)
compuesto por sales de Earles y FSH + LH (Sigma) 0,02 unidades/ml, 0.2 mM
de piruvato de sodio, estradiol 17-B (sigma) 1ug/ml y suero fetal bovino al 10%.
La MIV se realiz6é en placas de 4 pocillos en grupos de 50 CCOs (maximo) por
500 pl de medio. Los COCs fueron cultivados a 38,5 °C por un lapso de 24, 26,

48, 72 h, con 5% de CO, y 96% de humedad.
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TABLAN® 01: CLASIFICACION DE COMPLEJOS CUMULO-OVOCITO (COCs)

DE ALPACAS
Categorias Caracteristicas por Categoria
COCs con cumulos de capas muiltiples (>5 capas),
1 compacto, claro y transparente y citoplasma con
granulacion fina y homogénea.
COCs parciamente rodeados por células del cumulo
(entre 2-5 capas), con cumulos algo mas oscuros y
2 menos transparentes y con citoplasma de granulacién
mas gruesa y mas oscura que en la categoria 1.
COCs con cumulo menos compacto y mas oscuro que
3 en la categoria 1 6 2 y citoplasma con manchas oscuras.
4 Incluye a los ovocitos con cumulo expandido,
parcialmente desnudos o totalmente desnudos.

Fuente: De Loose y col, (1989).
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3.6. Método de recuperacion de espermatozoides
Para la coleccion se semen se tuvo que elaborar una vagina artificial para lo

cual se utilizé un tubo de PVC de 20 cm de largo y 6 cm de diametro donde se

coloco por dentro dos fundas de latex, una funda recta y una funda cénica a la

que se le colocd en uno de sus extremos un tubo graduado de 15 cc para

recoger el semen colectado. Para la coleccién de semen se tuvo que colocar

agua a 37 °C dentro del tubo esto para asemejar a la vagina de una alpaca

hembra. Luego de tener lista la vagina artificial se procedié a realizar la colecta

de semen, se utilizd una alpaca hembra vacia para que sirva como maniqui y

una vez que se encontraron en posicion de cépula se procedid a coger el pene

de la alpaca macho, desviarlo e introducirlo en la vagina artificial hasta que este

eyacule, durante un promedio de 10 a 15 minutos. Una vez obtenido el semen

fue trasladado al laboratorio para realizar los lavados y la capacitacion

respectiva.

3.7. Lavado de espermatozoides

3.7.1. Método de separacion por Swim up

= Se colocod en tubos de centrifugacion de 15 cc, 2 ml de semen con 2 ml de
medio de cultivo Sp—~Talp

» Se centrifugd a 1800 rpm por 5 m, se descart6 el sobrenadante y el pellet se
resuspendio en 2 ml de medio de cultivo Fert-Talp.

= Se centrifugd a 1800 rpm por 5 m, paralelamente en un tubo Eppendorf se
colocd 1 ml del medio de cultivo Fert-Talp y se llevo a la incubadora de CO..
Luego de la centrifugacion se descartd el sobrenadante y al pellet se agregd
100 u! de medio Fert-Talp y se homogenizé, luego con una micropipeta se
tomo todo el pellet diluido y Ientaménte se agregod al fondo del tubo Eppendorf
que contenia 1ml de cultivo Fert-Talp, sin que se produzca la disociacién del

pellet.
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» Se colocé en la incubadora de CO2 a 38°C con una inclinacién del tubo en
45° y se dejo migrar los espermatozoides por 30 a 60 min.
= Se tomd 10 pl del sobrenadante, se colocé en una Camara de Newbauer y se
procedio a determinar la concentracion de espermatozoides.
= Se realizd la inseminacibn de acuerdo a la concentracion de
espermatozoides.
3.8. Cultivo de embriones
Pasadas las 18 h de post inseminacién in vitro, se retiraron las células de la
granulosa y los detritos celulares con una micropipeta en Medio Fert-Talp. Los
ovocitos libres de cumulus se lavaron en Medio Fert-Talp y en SOF-IVC 2 veces
en cada uno y se cultivaron en gotas de 50 pl de SOF-IVC durante 8 dias a
38.5°C con 5% de CO,y 96% de humedad.
3.9. Evaluacion de la tasa de desarrollo
La segmentacion fue evaluada a las 48 horas post-inseminacion in vitro y la
tasa de morulas y blastocistos a los 8 dias.

3.10. Técnicas de procesamiento y analisis estadistico de datos

Todos los experimentos fueron repetidos 7 veces. Las diferencias
estadisticas entre los tratamientos se compararon utilizando el analisis de
varianza (ANOVA). También se utilizé la prueba de Duncan para contrastar la
diferencia entre promedios. El modelo estadistico utilizado para describir una

observacion fue:
Yi=u+Tite
Los componentes del modelo son:
Y; = observaciones (tasa de segmentacién y de blastocistos).
p = media general.

T; = efecto del los tratamientos

e; = error asociado a cada observacion.
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IV. RESULTADOS



TABLA N° 02: N° DE OVOCITOS MADURADOS Y OVOCITOS EN DIVISION

DE Lama pacos “alpaca” DESPUES DE 24 HORAS.

N° N° N° Ovocitos Ovocitos | Morula | Blastocisto
Ovarios | Ovocitos | Ovocitos en en
madurados | Division 2 | Division 4
6 30 25 4 3 2 0
6 33 28 5 2 0 0
7 58 46 9 7 2 0
7 28 18 5 4 1 0
6 26 19 4 2 0 0
5 32 26 5 5 2 0
8 36 30 5 4 3 0
TOTAL
45 243 192 37 27 10 0
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TABLA N° 03: N° DE OVOCITOS MADURADOS Y OVOCITOS EN DIVISION

DE Lama pacos “alpaca” DESPUES DE 26 HORAS.

N° Ovocitos | Ovocitos
N° N° Ovocitos en en
Ovarios | Ovocitos | madurados | Division 2 | Division 4| Morula | Blastocisto
8 35 28 6 6 2 0
9 35 29 6 6 4 0
6 20 16 4 2 1 0
8 31 24 7 6 3 0
10 42 32 6 6 2 0
10 48 39 8 7 3 0
7 30 24 5 5 4 0
TOTAL
58 241 192 42 38 19 0
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TABLA N° 04: N° DE OVOCITOS MADURADOS Y OVOCITOS EN DIVISION

DE Lama pacos “alpaca” DESPUES DE 48 HORAS.

N° Ovocitos | Ovocitos
N° N° Ovocitos en en
Ovarios | Ovocitos | madurados | Division 2 | Division 4| Mérula | Blastocisto
8 19 16 0 0 0 0
8 41 29 1 0 0 0
6 30 22 0 0 0 0
10 58 43 2 1 0 0
8 38 3 0 0 0 0
6 25 18 0 0 0 0
6 24 16 1 0 0 0
TOTAL
52 211 175 4 1 0 0
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TABLA N° 05: N° DE OVOCITOS MADURADOS Y OVOCITOS EN DIVISION

DE Lama pacos “alpaca” DESPUES DE 72 HORAS.

N° Ovocitos | Ovocitos

N° N° Ovocitos en en .
Ovarios | Ovocitos | madurados | Division 2| Division 4 | Mérula | Blastocisto

6 27 20 0 0 0 0

8 40 32 1 0 0 0

6 25 19 0 0 0 0

7 32 25 0 0 0 0

6 28 21 0 0 0 0

8 32 26 0 0 0 0

7 30 23 0 0 0 0

TOTAL
48 214 166 1 0 0 0
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Figura N° 01: Valores promedio de ovocitos madurados in vitro de Lama pacos

“alpaca” en relacion al tiempo.
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TABLAN°® 06: TASA DE SEGMENTACION DE OVOCITOS DE Lama pacos

‘alpaca” A DIFERENTES TIEMPOS.

OVOCITOS OVOCITOS EN OVOCITOS EN
MADUROS (N°) DIVISION 2 (%) DIVISION 4 (%) MORULA (%)
HORAS
Desv. Desv. Desv. Desv.
Media | tip. N | Media | tip. N | Media | tip. Media | tip.

24 2743 | 931 | 7 | 19.28 | 386 | 7 | 1400 | 5.16 486 | 385
26 2743 | 7.21 | 7 | 2186 | 380 | 7 | 19.00 | 4.00 957 | 403
48 2500 | 997 | 7| 186 | 248 | 7 | 028 | 076 0.00 | 0.00
72 2371 | 446 | 7 | 043 | 113 | 7 | 000 | 0.00 0.00 | 000
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Figura N° 02: Porcentaje de la tasa de segmentacion de ovocitos de Lama

pacos “alpaca” seglin estadio a diferentes tiempos.
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TABLAN® 07: TASA DE SEGMENTACION PROMEDIO DE OVOCITOS DE

Lama pacos “alpaca” EN CONDICIONES in vitro.

OVOCITOS | OVOCITOS
OVOCITOS EN EN
N° MADURADOS | DIVISION 2 | DIVISION4 | MORULA | BLASTOCISTO

HORA | REPETICIONES (N°) (%) (%) (%) (%)
24 7 192 19.28 14.00 486 0.00
26 7 192 21.86 19.00 957 0.00
48 7 175 186 0.28 0.00 0.00
72 7 166 0.43 0.00 0.00 0.00
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¢ -
Fotografia N° 01: Ovarios de alpaca obtenidos de camal.

Fotografia N° 02: Ovocitos de alpaca luego de la aspiracion folicular observados

en un estereascopio a un aumento de 10X.
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Fotografia N° 03: Ovocitos en divisién 2 observados a un aumento de 10X.

B L]

Fotografia N° 03: Ovocitos en division 2 observados a un aumento de 10X
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Fotografia N° 05: Ovocitos en divisiéon 4 observados a un aumento de 10 X.

ey cf: piph

Fotografia N° 06: Ovocitos en estadio de mérula observados a un aumento de

10X.
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Fotografia N° 07: Ovocitos en estadio de mérula observados a un aumento de

10X.



V. DISCUSION

Se recolectaron 203 ovarios del Camal Municipal de Pilpichaca de los cuales
se aspiraron todos los foliculos presentes en el ovario, habiéndose recuperado
un total de 909 ovocitos, haciendo un promedio de 4.5 ovocitos por ovario. En
comparacion con otros trabajos realizados, Ratto y col. (1999) recuperaron 2,2
COCs/ovario en llamas con 95% (308/324) seleccionados como aptos para el
cultivo en medio de maduracion in vitro. Se han recuperado con éxito COCs de
alpaca y llama con procedimientos menos invasivos y que no requieren de una
cirugia, utilizando la aspiracion folicular transvaginal y laparoscopia. Mediante la
aspiracion folicular transvaginal guiada por ultrasonografia, Brogiiatti y col.
(2000) alcanzaron una tasa de coleccion de COCs de 65% en llamas no
estimuladas frente a un 52% en llamas estimuladas hormonalmente para la
superovulacion. Posteriormente estos resultados han sido mejorados por Ratto y
col. (2005) quienes trabajaron con llamas del Centro de Investigacion y
Produccion Quimsachata de la Estacion Experimental ILLPA — INIA — Puno.
Logrando recuperar 71% y 74% de COCs con 10,7 + 2,1 y 11,2 £ 23 en
promedio en llamas superovuladas con FSH y eCG respectivamente. En el Peru
también se ha utilizado la técnica de aspiracion folicular guiada por ultrasonido

para recuperar COCs en alpacas. Gamarra y col. (2008) lograron recuperar en
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promedio 6 COCs/alpaca cuando el tratamiento para la sincronizacién vy
superovulacion se hizo con 0,78 mg de progesterona + estradiol (Dia = 0) y una
dosis de 700 Ul de eCG al momento del retiro de las esponjas con progesterona
(Dia = 7) y recuperaron 6,0 COCs en promedio por alpaca y cuando aplicaron
otro tratamiento con LH (Dia = 0) y eCG (Dia = 2) recuperaron 6,1 COCs/alpaca.
Los COCs de buena calidad fueron 7,4% y 64,9% con dispositivo intravaginal y
sin este, respectivamente.

Después de haber realizado la recuperacion de COCs se pusieron a
madurar los ovocitos que tenian un cumulus denso, segun la categorizacion
propuesta por De Losse y col. (1989). A continuacion se pusieron a madurar por
espacio de 24, 26 48 y 72 h cada uno con 7 repeticiones en un medio de
maduracién compuesto por TCM-199 suplementado con 10% de FCS, 0,02
unid/mi de FSH + LH y 0.2 mM de piruvato de sodio 1 pg/ml de estradiol. En 24 h
los ovocitos madurados tuvieron una media de 27,43, la misma media de
ovocitos madurados se obtuvo a las 26 h, mientras que a las 48 h se obtuvo una
media de 25 y a las 72 h se obtuvo una media de 23,71. Seguln los resultados
obtenidos se puede deducir que el tiempo de maduracion mas adecuado oscila
entre las 24 y 26 horas. Comparando con otros trabajos, para la maduracion in
vitro de ovocitos, se utilizan medios de cultivo clasificados por Gordon (1994).
Estos se clasifican en medios simples y complejos. Un medio simple es aquel
que contiene una Soluciébn Salina Fisiolégica tamponada usualmente con
bicarbonato y adicionada de piruvato, lactato y glucosa. Un medio de
maduracién complejo contiene ademas de los constituyentes de un medio
simple, aminoacidos, vitaminas, purinas y ofras sustahcias encontradas
asociadas al suero sanguineo. En camélidos se ha usado con éxito el Tissue
Culture Medium - 199 (TCM-199) medio complejo compuesto por sales de Earle,

con HEPES vy bicarbonato, como estabilizadores de pH, y suplementado con
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piruvato, lactato, vitaminas, aminoacidos, proteina con suero fetal bovino (Palima,
2001).

En ofro estudio, Ratto y col. (2005), utilizando un medio de maduracion
consistente de TCM-199 suplementado con piruvato de Na 0,2 mM, sulfato de
gentamicina 25 pg/mi, FSH 0,5 ug/ml, estradiol 17-8 1ug/ml y suero fetal bovino
al 10%, encontraron 77,7%, 80,6% y 80,4% de maduracién cuando utilizaron 28,
30 y 36 h respectivamente, para la maduracién in vifro de ovocitos de llama no
encontrando diferencias estadisticas significativas entre los 3 tiempos evaluados.
Por otro lado, Sansinema y col. (2003), para la maduracién in vitro de ovocitos
de llama incrementaron LH en su protocolo de maduracion, el medio de
maduracién que utilizaron estaba compuesto por TCM-199, 5 ug/ml de FSH, 10
pg/ml de LH, 1 mg/mi de estradiol 17b y 10% de suero fetal bovino, y obtuvieron
52% de ovocitos maduros. Posteriormente el mismo grupo de investigacién
(Sansinema y col, 2007) utiizaron un medio un tanto diferente para la
maduracién in vitro de ovocitos de llama consistente de TCM-199, 5 ug/ml de
FSH, 10 pg/ml of LH, 10 ng/mi of EGF, 10 ng/ml de IGF-1 y 1 pg/ml de estradiol
17b y 10% de suero fetal bovino, mejorando su anterior tasa de maduracién con
74% de ovocitos en metafase Il luego de 30 h de maduracién in vitro.

En alpacas, Gémez y col. (2002) asi como Ratto y col (2007), han utilizado
26 h para la maduracion in vitro de ovocitos recuperados por {aparatomia ventral.
Goémez obtuvo 46% y 40% de ovocitos en metafase Il en alpacas donantes
superovuladas con FSH y eCG, respectivamente. Ratto mejoré los resultados
obtenidos por Goémez alcanzando 82% y 64% de ovocitos en metafase Il para
los mismos tratamientos superovulatorios en las alpacas donantes. Ruiz y
Correa (2007) maduraron ovocitos de alpaca y llama durante 27 y 30 horas
respectivamente en un medio compuesto por TCM-199 suplementado con

piruvate de Na 0,2 mM, sulfato de gentamicina 50 yg/mi, FSH 0,02 unidades/ml|,
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estradiol 17-8 1pg/mly suero fetal bovino al 10%. Obtuvieron tasas de 75% y
100% de maduracién de ovocitos de llama y alpaca respectivamente por
observacion del primer corpusculo polar. En este estudio se obtuvo 100% de
maduracion de los ovocitos de alpaca debido a que sdlo 3 ovocitos fueron
colocados a maduracién in vifro, por lo que seria recomendable una mayor
cantidad de ovocitos para obtener una real tasa de maduracion in vitro de
ovocitos de alpaca.

Luego de realizada la fertilizacion in vifro con semen fresco, habiéndose
seleccionado los espermatozoides por el método Swin up, se obtuvo una tasa de
segmentacion de ovocitos en division 2 a las 24 h de 19,28%, a las 26 h un
21,86%, a 48 h de 1,86% y a las 72 h de 0,43. En relacion a la tasa de
segmentacion, en ovocitos en division 4 a las 24 h se obtuvo un 14%, a 26 horas
un 19%, a 48 h un 0.29% y a las 72 h no se obtuvo ningin resultado ya que
estos fueron degenerandose. La tasa de segmentacion de mérula a las 24 h se
obtuvo un 4.86%, a 26 h un 9.57%, a 48 y 72 h no se obtuvo resultado alguno.
De los resultados obtenidos anteriormente podemos deducir que el tiempo mas
adecuado de maduracion in vifro para una buena fertilizacion in vitro se dio a las
26 h seguido de las 24 h. La tasa de blastocisto no se llegé a obtener en
ninguno de los tiempos debido a que cuando llegaba a mérula comenzaba a
degenerarse.

Haciendé comparaciones con otras investigaciones, Del Campo y col. (1995)
indican que fecundaron in vitro ovocitos recuperados de alpacas superovuladas
y los embriones de alpaca producidos desarrollaron hasta el estadio de
blastocisto expandido. Del Campo y col (1994), separaron epididimos de
testiculos de llamas beneficiadas, obtuvieron los espermatozoides por
centrifugacién en gradiente de Percoll y fecundaron ovocitos de hembras

beneficiadas madurados in vifro logrando por primera vez en llamas el desarrollo
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de embriones producidos por FIV. En este trabajo recolectaron 1324 COCs de
98 ovarios de llamas beneficiadas, permitiéndoles disponer de gran cantidad de
ovocitos para realizar diferentes tratamientos para la FIV, fijar ovocitos para
evaluar el estado de maduracién nuclear y describir el desarrollo embrionario
producido después de la FIV. Un total de 234 ovocitos inseminados fueron co-
cultivados en células epiteliales de oviducto de llama (LLOEC) previamente
preparadas. 32% dividieron a las 48 h de evaluacién y a los 9 dias de evaluacion
15,8% detuvo su desarrolio entre 2-16 células, 56% desarrollaron hasta
mérulas, 6,0% entre blastocistos tempranos y expandidos y 4,7 blastocistos
eclosionados.

Conde y col (2006), utilizaron un sistema similar para FIV en llamas, pero a
diferencia con Del Campo y col (1994), recuperaron los gametos de animales
vivos, ya que es de esta manera en que la produccién de embriones por FIV
puede contribuir al mejoramiento genético recuperando gametos de animales de
comprobada calidad genética. Los ovocitos fueron recuperados por puncion
folicular de ovarios expuestos por laparatomia lateral de hembras superovuladas
y los espermatozoides fueron recuperados por electroeyaculacién de llamas
macho. El semen fue tratado con colagenasa para reducir su viscdsidad. Los
ovocitos aspirados fueron medidos y separados en 2 grupos: ovocitos colectados
de foliculos < 7mm y ovocitos colectados de foliculos > 7mm. Los resuitados de
IVM fueron 29% y 78% para <7mm y > 7mm, respectivamente. Las tasas de
division fueron 56% y 50% con y sin agentes capacitantes, también se reportaron
40,8% y 42,2% de divisién y 35% y 47% de blastocistos a los 8 dias con y sin
agentes capacitantes (heparina, penicilamina e hipotaurina), demostrando que la
colagenasa no afecta la capacidad fecundante del semen y que es posible

producir embriones de llama por FIV con semen fresco.
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De los resultados obtenidos, se sefiala que no se dieron las condiciones
necesarias, como es el caso de los medios que se utilizaron y esto nos lleva a
pensar que hay que revisar las condiciones de cultivo a partir de la segmentacién
del segundo dia, para intentar mejorar la tasa de desarrollo embrionario en
alpacas. El otro problema que se tuvo es en la colecta de semen ya que este fue
colectado mediante una vagina artificial horas antes de la fertilizacion, donde en
la colecta de semen se observ6 un poco de contaminacion de semen con polvo
debido a que en el corral donde se encuentran las alpacas es de tierra y al
momento de la colecta la alpaca que esta en movimiento, hace que el semen se
contamine con polvo, provocando en cierto modo menor viabilidad de
espermatozoides.

Sin embargo en el Peri mas de un grupo de investigadores viene trabajando
en este camino. La importancia de lograr blastocistos radica en que es en este
estadio de desarrollo en que los embriones pueden ser transferidos para lograr
una prefez exitosa.

En Ayacucho es la primera prueba que se realiza en cuanto a la maduracion
y la fertilizacién in vifro de ovocitos demostrando que aqui también es posible

producir embriones in vifro en alpacas y también en otro tipo de especies.
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V1. CONCLUSIONES

1. Para la produccion in vitro de embriones de alpacas se obtuvo que en 24 y
26 h de maduracién no tiene mucha diferencia significativa, mientras en 48
y 72 h no llegaron a desarrollarse y por ende se degeneraron.

2. El tiempo mas adecuado de maduracion de ovocitos para la produccién in
vitro de embriones de alpacas fue de 26 horas seguido de 24 horas.

3. La tasa de segmentacion en la produccién in vifro de embriones de alpacas
fue como sigue: ovocitos en division 2, a las 24 h en un 19,28%; a las 26 h
en 2186%, a las 48 h en 186% y a las 72 h en 0,43. La tasa de
segmentacién de ovocitos en division 4, a las 24 h se obtuvo un 14%, a las
26 h un 19%, a las 48 h un 0,29% y a las 72 h no se obtuvo ningun
resultado ya que estos fueron degenerandose. La tasa de segmentacion
de moérula, a las 24 h se obtuvo un 4,86%, a 26 h un 9,57%, a48 y 72 h no

se obtuvo resultado alguno. No se llegb a obtener blastocisto alguno.
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Vil. RECOMENDACIONES

. Continuar con esta investigacion para que asi se llegue estandarizar los
medios de cultivo exclusivamente para la fertilizacién in vitro en alpacas.

. Para la realizacién de estos trabajos los componentes a usarse para la
preparacién de los medios de cultivo, deben proceder de preferencia de
una sola empresa o laboratorio que provea este tipo de medios.

. Para mejorar la tasa de segmentacion, la preparacién de los medios de
cultivo debe realizarse con mucho cuidado teniendo en cuenta la
concentracién y el peso de cada componente.

. La colecciéon de semen se debe realizar en un lugar donde no haya mucha
tierra ni polvo para que asi no se contamine el semen y tengamos una
buena viabilidad de espermatozoides.

. Para preparar los medios de cultivo se debe contar con una balanza a lado
y que esta sea permanente para no estar con el problema de trasladar de
un fado para otfro y asi evitar que la balanza se descalibre y nos de falsos
pesos.

. Para trabajos posteriores tener en cuenta las razas de alpacas al momento

de la coleccién de ovarios, y trabajarlos por separado.
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ANEXOS

1. Composiciéon de medios de cultivo

1.1. Medio de Maduracion

Componentes Concentracioén final Volumen/10 ml
TCM-199 90% 9ml

FCS 10% mi

FSH + LH’ 0,02 unid./mi 10 pl (stock)
Piruvato de sodio® 0,2mM 20 pl (stock)
Estradiol 17-8° 1 ug/ml 10 ul (stock)

Usar dentro del dia de preparacion
1. FSH y LH stock: 0.1 mg/FSH y 0.5 mg/LH 1000 pl de suero fisiologico.

2. Piruvato de sodio stock: 11 mg acido piruvico/1000 pl de suero fisiolégico.
3. Estradiol stock: Estradiol 17-f 5 mg/5000 ui de etanol absoluto.

1.2. Fluido Sintético del Oviducto Modificado, mSOF SOF-IVC (Takahashi

y col., 1996)
Componentes Concentracion Volumen /50 mi

H,O Sigma - 39mi
Natrium Tricitrato 0005¢g
Myo inositol 0025¢
SOF-Stock A - 5ml
SOF- Stock B 5mli
SOF- Stock C 0.5mli
SOF- Stock D 0.5ml
BME' 50X 1.5 m
MEN? 100X 0.5ml
L- Glutamina 50 pi

Duracion una semana 4 °C

1. BME: 12 aminoacidos esenciales para medio base Tagle.

2. MEM: 7 aminoacidos no esenciales para medio esencial minimo.
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1.3. Stock A

Componentes Concentracion Cantidad/50 mi

NaCl 58.44 g/mol 3145 ¢

KCI 74.55 g/mol 0,267 g
KH,PO, 136.1 g/mol 0.081g
MgSO,(7H,0) 120.4 g/mol 0091g
H,O Sigma - 40mli
DL-Acido lactico 112.1 g/mol 300 i
NaHzPO, (2H,0) 1,19 mM 0,162 g
CaCl, (2H,0) 1,71 mM 0,2514 g
MgCl, (2H,0) 0,49 mM 0,0996 g
Rojo fenol (0,5%) - 100 i
Agua mili Q -- Completar hasta 100 ml

Duracion un mes a 4° C

1.4. Stock B

Componentes Concentracion Cantidad/50 mi
NaHCO; 84.01 g/mol 1,050 g
Rojo fenol - 15 yl
H.,O Sigma - 50ml|

Duracién un mes a 4° C.

1.5. Stock C

Componentes Concentracion Cantidad/10 mi
Piruvato Na 11.0 g/mol 0.080 g
H,O Sigma - 10 mi
1.6. Stock D

Componentes Concentracion Cantidad/10 mi
CacCl,.H,0O 1,47 g/mol 0,262 g
H,O Sigma - 10 mi
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1.7. Medio SPERM-TALP (Berland, M. & Ratto, M., 1997)

Componente Preparacién 50 ml (en agua pura)
Na CI 5,844 gr

KCl 3,728 gr

NaHzPO4 0,689 gr

Ca Cl, x 2H,0 7,350 gr

Mg Ci, x 6H,0 1,016 gr

Mantener Refrigerado (Conservar en frascos estériles por 3a 5
meses)

1.8. Medio FERT-TALP (medio de fecundacion) (Berland, M. & Ratto, M.,
1997)

Componente Preparacion para 100 ml
NaCl 666 mg
KCI 238 mg
NaHCO; 210 mg
NaH,PO, 48 mg
Lactato de Na 187 ul
Ca Cl, x 2H,0 294 mg
Mg Cl; x 6H,0 10 mg
Rojo Fenol (1%) 100 ul; (0,5%) 200 ul

Suplemento para 10 ml de medio (agregar antes de filtrar y usar)

Componente (mM) 10 ml de medio
Piruvato Na 0,2mM 10 ul

Gentamicina 50 ug/ml, 10 ul stock
BSA Faty Free (A-6003) 6 mg/ml

Filtrar 0,22 um
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2. Flujograma de maduracion in vitro de ovocitos en alpacas

Transporte de ovarios
(S.S. Fisiolégica 9% + antibidtico / 37° C)

|

Lavado de ovarios a 37 °C y depositar en un vaso de precipitado

J

Aspiracion de foliculos con jeringa de 5 ml y aguja 21 g
Depositar en un tubo con TCM-199 Hepes + heparina

J

Depositar el liquido folicular en una placa cuadriculada para hacer La seleccion
de CCOs

ey

Vv
Realizar 3 lavadas a los ovocitos

\4
Colocar los CCOs en el medio de maduracién y dejarlos incubar a 38.5 °C, 5%

de CO, y 96% de humedad
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3. Flujograma de fertilizacion in vitro de ovocitos de alpacas

Preparacién de ovocitos

|

Sacarlos del medio de maduracién
Y lavarios en TCM-199 Hepes

J

Preparar medio FIV y colocar
500 pl en placas de 4 pocillos

Colocar los ovocitos en este medio
1 hora antes de la fertilizacién y
dejarlos incubando a 38.5 °C,

5% de CO2 y 96% de humedad

N

Preparacion de espermatozoides

J

Colectar el semen con la vagina

artificial

J

Realizar la técnica de Swin up

J

Determinar la concentracion
espermatica con la

camara de New baguer

Procedemos a realizar la inseminacion

A las 18 horas se retira los restos de granulosa con una micropipeta los ovocitos
se lavan en SP TALP, y se cultiva en gotas de 50 ul de SOF IVC y 750 pl de
aceite mineral. Dejarlos incubando a 38.5 °C5% de CO, y 96% de humedad.

Se evalla a las 48 h post inseminacion in vitro la tasa de segmentacion y

blastocisto a los 8 dias



4. Analisis estadistico utilizando analisis de varianza

4.1. Analisis Descriptivo

Desviacion Error Intervalo de confianza
N Media tipica tipico para la media al 95% Minimo | Maximo
Limite Limite Limite Limite Limite Limite Limite Limite
inferior superior inferior superior inferior superior inferior superior
24 7 19,2857 38606686 | 1,459195 | 15,715191 22,85623 | 16,0000 | 27,0000
OVOCITOS 26 7 21,8571 3,8047589 | 1,438063 | 18,338328 | 2537595 | 18,0000 | 29,0000
ENDIVISION | %8 7 185714 | 24784788 | 9367769 | -435068 | 4,149353 | 0000 | 6,0000
2 (%) 72 7 428571 1,1338934 | 4285714 -,620105 1,477248 ,0000 3,0000
Total 28 10,857143 | 10,3520057 | 1,956345 6,843054 14,87123 ,0000 29,0000
24 7 14,000000 | 5,1639778 | 1,951800 9,224117 18,77588 7,0000 22,0000
OVOCITOS 26 7 19,000000 | 4,0000000 | 1,511857 | 15300617 | 2269938 | 12,0000 | 25,0000
EN DIVISION | %8 7 285714 | 7559289 | 2857143 | -413403 | 984832 000U | 2,0000
4 (%) 72 7 ,000000 ,0000000 ,0000000 ,000000 ,000000 ,0000 ,0000
Total 28 8,321429 90678658 | 1,713665 4805277 11,83758 ,0000 25,0000
24 7 4,857143 3,8483144 | 1,454526 1,298046 8,416240 ,0000 10,0000
26 7 9571429 4,0355563 | 1525296 5,839162 13,30369 6,0000 16,0000
MORULA(%)
48 7 ,00u0u0 ,0000000 ,0000000 ,0uO0u0 ,000u00 ,0000 ,0uuu
72 7 ,000000 ,0000000 ,0000000 ,000000 ,060000 ,u000 ,0000
Total 28 3,607143 4,8253903 | ,9119131 1,7380%2 5478234 ,0000 1670000
4.2. Analisis de varianza (ANOVA)
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos | 2672571 3 890,857 96,807 ,000
OVOCITOS  Fintra-grupos | 220,857 24 9,202
EN DIVISION 2 Total
(%) 2893,429 27
Inter-grupos | 1960,679 3 653,560 60,461 ,000
OVOCITOS  ['intra-grupos | 259,429 24 10,810
EN DIVISION 4 Total 5920
(%) ,107 27
inter-grupos | 442107 3 147,369 18,957 ,000
MORULA (%) |Intra-grupos | 186,571 24 7,774
Total 628,679 27

5. Contrastacion de promedios con la Prueba de Duncan

5.1. Prueba de Duncan para ovocitos en division 2 (%)

Hora N Subconjunto para alfa = .05
1 2 1

72 7 428571

48 7 1,857143

24 7 19,285714

26 7 21,857143

Sig. 387 126
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5.2. Prueba de Duncan para ovocitos en division 4 (%)

Subconjunto para alfa= .05
Hora N 2 3 1
72 7| ,000000
48 7| ,285714
24 7 14,00000
26 7 19,00000
Sig. 872 1,000 1,000

5.3. Prueba de Duncan para Morula (%)

Subconjunto para alfa= .05
Hora N 2 3 1
48 7| ,000000
72 7 ,000000
24 7 4,857143
26 7 9571429
Sig. 1,000 1,000 1,000
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Evaluacién del tiempo de maduracién de ovocitos para la produccién in vitro de embriones
de Lama pacos “alpaca“. Ayacucho 2009.

Raquel Ochnate" Fidel Mujica® Marco Cabrera®

'Escuela de Formacién Profesional de Biologia - Biotecnologia.
?L aboratorio de Biotecnologia - UNSCH.
Ynstituto Nacional de Innovacién Agraria — EEA. Canaan.

RESUMEN

El objetivo principal del presente trabajo es el de evaluar tres tiempos de maduracién de ovocitos para la produccién in vitro
de embriones de alpacas, este trabajo fue realizado en el Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la Estacién
Experimental Agraria Canaan de Ayacucho, para lo cual se recolecté 203 ovarios obtenidos del Camal Municipal de
Pilpichaca y trasladadas en solucién salina fisiolégica a 37° C al laboratorio mencionado Luego se realiz6 fa aspiraciéon de los
foliculos obteniendo 909 ovocitos, equivalente a un promedio de 4,5 ovocitos/alpaca, luego se realizé la seleccion de
ovocitos y la maduracién in vitro (MIV) por un tiempo de 24, 26, 48 y 72 h obteniéndose a las 24 y 26 h una media de 27,43,
a las 48 h una media de 25,0 y a las 72 h una media de 23,71, seguidamente se realiz6 la fertilizacion in vitro con semen
fresco obtenido a partir de una colecta con vagina artificial, el cual fue capacitado y seleccionado por la técnica de Swin up.
Se obtuvo como resultado que la tasa de segmentacion de ovocitos en division 2 a las 24 h es de 19,28%, a las 26 h un
21,86%, 248 hun 186% y alas 72 h un 0,43. La tasa de segmentacion de ovocitos en division 4 a las 24 h fue 14%, a26 h
un 19%, a 48 h un 0,29% y a las 72 h 0%. La tasa de segmentacion de morula a las 24 h fue de 4,86%, a 26 h un 9,57%, a
48 y 72 h no se obtuvieron resultado alguno. La tasa de blastocisto no se llegé a obtener. En conclusion se evalué 4 tiempos
de maduracion y el tiempo més adecuado para la MIV es de 26 h, seguida de 24 h.

Palabras claves: Ovocitos, maduracion in vitro, fecundacién in vitro, embriones, alpaca.

ABSTRACT

The main objective of this study is to evaluate three stages of maturation of oocytes for in vitro embryo production in alpacas,
this work was conducted at the Laboratory of Reproductive Biotechnology Agricultural Experiment Station Canaan Ayacucho,
for which it was collected 203 ovaries from the slaughterhouse and moved Municipal Pilpichaca in physiological saline at 37 °
C to the laboratory referred, was performed after aspiration of 909 follicles oocytes obtained, equivalent toan average of 4.5
oocytes / alpaca, then made the selection of oocytes and in vitro maturation (IVM) for a period of 24, 26, 48 and 72 h was
obtained at 24 and 26 h an average of 27.43, at 48 h an average of 25.0 and 72 h half of 23.71, then was carried out in vitro
fertilization with fresh semen obtained from of a collection and artificial vagina, which was trained and selected by the
technique of Swin up. The result was that the rate of segmentation of oocytes in Division 2 at 24 h is 19.28%, at 26 h a
21.86% to 1.86% 48 h and 72 h a 0 43. The segmentation rate of oocytes in division 4 at 24 h was 14%, 26 h by 19% to
0.29% 48 h and 72 h 0%. The segmentation rate morula at 24 h was 4.86% to 9.57% a 26 h, 48 and 72 h did not obtain any
result. The blastocyst rate was not obtained. In conclusion evaluated four maturation times and the best time for IVM is 26 h,
followed by 24 h.

Keywords: oocytes, in vitro maturation, in vitro fertilization, embryo, alpaca.
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Raquel Ochante Pichardo La alpaca (Lama paqos) copstltuye un recurso genético
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e-mail raguel op19@hotmail.com cientifica para el Perd y en algunas zonas como en la
Celular: 966145570 region de Ayacucho, estas se localizan entre los 4000 y
Fac. Cs. Biologicas UNSCH Ciudad Universitaria. 4800 m.s.n.m.
Av. Independencia s/n Hoy en dia, la produccién de camélidos sudamericanos
Teléfono (066)-318553 cobra gran importancia en el entorno socio-econémico

en los productores de las regiones altoandinas del Perd,
aprovechando de esta manera los subproductos de
estas especies como la fibra, carne, pieles y estiércol
(Cardenas y col., 1999).

Sin duda la aplicacién de la biotecnologia reproductiva
en parte puede contribuir a superar los bajos indices de
fertiidad y aportar al mejoramiento genético en estas
especies sobretodo en la multiplicacion de animales de
alto valor productivo asi convirtiéndose en reproductores
para los criadores de camélidos sudamericanos en
nuestro pais.

Por oftro lado, el desarrolio de biotecnologias
reproductivas como la inseminacién artificial, la
transferencia de embriones y recientemente el desarrollo
de protocolos para la fecundacion in vitro, han
contribuido a la mejora genética en muchas especies
domésticas. Sin embargo la aplicacion de fa
biotecnologia reproductiva se encuentra en un estado
formativo en especies domésticas de camélidos
sudamericanos.
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A pesar de esta realidad, en la actualidad existen grupos
de investigacion sobre la fisiologia reproductiva de los
camélidos sudamericanos en distintos paises. Ademas,
estos conocimientos estan permitiendo la investigacion
en |a aplicacién de la biotecnologia reproductiva, como la
sincronizacidén de la dindmica folicular, la inseminacion
artificial, la transferencia de embriones, la fertilizacion in
vitro 'y en los ultimos afios la  inyeccidn
intracitoplasméatica de  espermatozoides vy &
transferencia nuclear. Todos estos avances permiten
cada dia entender mejor los procesos involucrados en la
funcién reproductiva de estas especies.

La aplicacién de la biotecnologia reproductiva hoy en
dia, es una alternativa en la mejora de los camélidos
sudamericanos, puesto que de esta manera se acorta el
tiempo de generacion y se acelera el mejoramiento
genético. Todo esto por las técnicas de fecundacion in
vitro (FIV) lo que motivé para trabajar con ovarios de
camal hasta establecer el tiempo &ptimo para la
maduracion y fecundacién in vito @ V) de ovocitos de
alpacas, para que en un futuro se pueda extraer de una
alpaca de excclente calidad genotipica como fenotipica.

Al establecer la técnica adecuada en la produccién de
embriones por maduracion in vitro (MIV) y fecundacion in
vitro (FIV) permitird al productor alpaquero, tener una
alternativa en la mejora de su rebafio acortando tiempo y
dinero para lograr un rebario de excelente calidad que le
brinde mejores posibilidades de vida,

Para el presente trabajo de investigacién se tuvo como

objetivos:

¢ Evaluar tres tiempos de maduracién de ovocitos para
la produccién in vitro de embriones de alpacas.

e Seleccionar el tiempo mas adecuado de maduracién
de ovacitos para la produccién in vitro de embriones
de alpacas.

¢ Estableccr la tasa de segmentacién y de blastocisto en
la produccién in vitro de embriones de alpacas.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion

El presente trabajo de investigacién se realiz6 en el
Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de Ila
Estacién Experimental agraria Canaan — INIA Ayacucho
ubicado a 2760 m.s.n.m.

Las muestras de ovarios se recolectaron del Camal
Municipal de Pilpichaca por lo que se tuvo que viajar al
distrito de Pilpichaca, provincia de Huaytar3,
departamento de Huancavelica ubicado a 4000 m.s.n.m.

Recoleccién y fransporte de ovarios de alpaca post
mortem

Los ovarios utilizados procedieron de alpacas
sacrificadas. en el Camal Municipal de Pilpichaca. Tras
su recogida se trasladaron al Laboratorio de
Biotecnologia Reproductiva de la Estacién Experimental
Agraria Canaan, en Solucidn Fisiologica, con penicilina
(100 Ulml) y suffato de estreptomicina (100 mg/ml) a
una temperatura promedio de 37 °C. A su llegada al
laboratorio, los ovarios fueron lavados dos veccs con
agua destilada y una en solucion salina fisiolégica con
antibibticos y se mantuvo en suero salino estéril a 37 °C
con las mismas cantidades de antibidticos de su
recogida hasta el momento de la aspiracion.

Recuperacion y seleccién de ovocitos

Los Complejos cumulo-ovocito (COCs) de ovarios de
alpacas fueron recuperados con una aguja de 21 G y
una jeringa de 5 mi... El liquido folicular con los COCs
recuperados fue depositado en un tubo graduado de 15
cc que reposé en bafio Maria a 37° C. Luego el
contenido se vacié en una placa de Petri para ser diluido
en solucion de HEPES; ésta placa previamente fue
sefiallzada para facilitar Ia busqueda de los COCs. La
seleccion de los COCs (TABLA |) se realiz6 con una
jeringa Hamilton de 100 i bajo una lupa estereoscopica,
solamente los COCs de categoria 1 y 2 fueron
madurados in vitro.
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TABLA N° 01:_CLASIFICACION DE COMPLEJOS
CUMULO-OVOCITO (COCs) DE ALPACAS

Categorias Caracteristicas por Categoria

COCs con cumulos de capas
multiples (>5 capas), compacto,
1 claro y transparente y citoplasma
con granulacion fina y homogénea.,

COCs parcialmente rodeados por
células del cumulo (entre 2-5
capas), con cumulos algo mas
2 oscuros y menos transparentes y
con citoplasma de granulacion mas
gruesa y mas oscura que en la
categoria 1.

COCs con cumulo menos
compacto y mas oscuro que en la
3 categoria 1 & 2 y citoplasma con
manchas oscuras.

Incluye a los ovocitos con cumulo
4 expandido, parcialmente desnudos
o totaimente desnudos.

Fuente: De Loose y col., (1989).

Maduracion in vitro de ovocitos (MIV)

Los complejos cumulo-ovocito (COCs) de alpacas fueron
seleccionados y lavados 3 veces en Medio de
Maduracion (TCM -199 modificado con HEPES)
compuesto por sales de Earles y FSH + LH (Sigma) 0,02
unidades/ml, 0.2 mM de piruvato de sodio, estradiol 17-8
(sigma) 1pg/ml y suero fetal bovino al 10%. La MIV se
realizdé en placas de 4 pocillos en grupos de 50 CCOs
(maximo) por 500 ul de medio. Los COCs fueron
cultivados a 38,5 °C por un lapso de 24, 26, 48, 72 h,
con 5% de CO; y 96% de humedad.

Método de recuperacion de espermatozoides

Para la coleccion se semen se tuvo que elaborar una
vagina artificlal para lo cual se utilizé un tubo de PVC de
20 cm de largo y 6 cm de didmetro donde se colocé por
dentro dos fundas de latex, una funda recta y una funda
cénica a la que se le coloco en uno de sus extremaos un
tubo graduado de 15 cc para recoger el semen
colectado. Para la coleccidn de semen se tuvo que
colocar agua a 37 °C dentro del tubo esto para asemejar
a la vagina de una alpaca. Se utilizd una alpaca hembra
vacia para que sirva como maniqui y una vez que se
encontraron en posicién de cépula se procedié a coger el
pene de la alpaca macho, desviarlo e introducirio en la
vagina artificial hasta que este eyacule, durante un
promedio de 10 a 15 minutos. Una vez obtenido el
semen fue trasladado al laboratorio para realizar los
lavados y la capacitacion respectiva.

Lavado de espermatozoides

Método de separacién por Swim up

- Se coalocd en tubos de centrifugacion de 15 cc, 2 mi de
semen con 2 ml de medio de cultivo Sp—Talp

- Se centrifugé a 1800 rpm por 5 m, se descarté el

sobrenadante y el pellet se resuspendié en 2 ml de

medio de cultivo Fert-Talp.

Se centrifugé a 1800 rpm por 5 m, paralelamente en

un tubo Eppendorf se colocd 1 ml del medio de cultivo

Fert-Talp y se llevé a la incubadora de CO, Luego de

la ccntrifugaciéon se descarté el sobrenadante y al

pellet se agregé 100 pl de medio Fert-Talp y se

homogenizé, luego con una micropipeta se tomé todo

el pellet diluido y lentamente se agregé al fondo del

tubo Eppendorf que contenia 1ml de cultivo Fert-Talp,

sin que se produzca la disociacién del pellet.

- Se colocé en la incubadora de CO, a 38°C con una

inclinacion del tubo en 45° y se dej6 migrar los

espermatozoides por 30 a 60 min.

Se tomé 10 pl del sobrenadante, se colocé en una

Camara de Newbauer y se procedié a determinar la

concentracion de espermatozoides.

- Se realizé la inseminacibn de acuerdo a la
concentracién de espermatozoides.

Cultivo de embriones
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Pasadas las 18 h de post inseminacién i vitro, se
retiraron las células de la granulosa y los detritos
celulares con una micropipsta en Medio Fert-Talp. Los
ovocitos libres de cimutus se lavaron en Medio Fert-Talp
y en SOF-IVC 2 veces en cada uno y se cultivaron en
gotas de 50 yl de SOF-IVC durante 8 dfas a 385 °C
con 5% de CO,y 96% de humedad.

Evaluacién de la tasa de desarrolio

La segmentacién fue evaluada a las 48 horas post-
inseminacion in vitro y la tasa de moérulas y blastocistos a
los 8dias.

Anélisis de datos

Todos los experimentos se repitieron 7 veces. Las
diferencias estadisticas entre fos tratamientos fueron
comparados utilizando andlisis de varianza (ANOVA). Se
utiliz6 la prueba de Duncan para contrastar la diferencia
entre promedios.
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Figura N° 01: Valares promedio de ovocitos madurados
in vitro de Lama pacos "alpaca” en relacién al tiempo.

TABLAN® 02: TASA DE SEGMENTACION DE
OVOCITOS DE Lama pacos “alpaca” A DIFERENTES
TIEMPOS.
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Figura N° 02: Porcentaje de la tasa de segmentacién de
ovocitos de Lama pacos “alpaca” segtin estadio a
diferentes tiempos.

TABLA N° 03: TASA DE SEGMENTACION
PROMEDIO DE OVOCITOS DE Lama pacos “alpaca”
EN CONDICIONES in vitro.
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Se recolectaron 203 ovarios del Cama!l Municipa! de
Pilpichaca de los cuales se aspiraron todos los foliculos
presentes en el ovario, habiéndose recuperado un total
de 909 ovocitos, haciendo un promedio de 4.5 ovocitos
por ovario. En comparacién con ofros trabajos
realizados, Ratto y col (1999) recuperaron 2,2
COCs/ovaric en ilamas con 95% (308/324)
seleccionados como aptos para el cultivo en medio de
maduracién in vitro. Se han recuperado con éxito COCs
de alpaca y lama con procedimientos menos invasivos y
que no regquieren de una cirugia, utilizando la aspiracién
folicular transvaginal y laparoscopfa. Mediante la
aspiracién  folicular  transvaginal guiada  por
ultrasonografia, Brogliatti y col. (2000) alcanzaron una
tasa de coleccion de COCs de 65% en llamas no
estimuladas frente a un 52% en flamas estimuladas
hormonaimente para fa superovulacién. Posteriormente
estos resultados han sido mejorados por Ratto y col
(2005) quienes trabajaron con flamas de! Centro de
Investigacion y Produccién Quimsachata de la Estacién
Experimental LLPA — INIA - Puno. Logrando recuperar
71% y 74% de COCs con 10,7 £+ 21 y 11,2 £ 23 en
promedio en llamas superovuladas con FSH y eCG
respectivamente. En el Peri también se ha utilizado la
técnica de aspiracién folicular guiada por ultrasonido
para recuperar COCs en alpacas. Gamarra y col. (2008)
lograron recuperar en promedio 6 COCs/alpaca cuando
el tratamiento para la sincronizacién y superovulacién se
hizo con 0,78 mg de progesterona + estradio!l (Dia= 0) y
una dosis de 700 Ul de eCG al momento del retiro de las
esponjas con progesterona (Dla = 7) y recuperaron 6,0
COCs en promedio por alpaca y cuando aplicaron atro
tratamiento con LH (Dia = 0) y eCG (Dia = 2)
recuperaron 6,1 COCs/alpaca. Los COCs de buena
calidad fueron 7,4% y 64,9% con dispositivo intravaginal
y sin este, respectivamente.

Después de haber realizado la recuperacién de COCs se
pusieron a madurar los ovocitos que. tenian un camulus
denso, segdn la categorizacién propuesta por De Losse
y col. (1989). A continuacién se pusieron a madurar por
espacio de 24, 26 48 y 72 h cada una con 7 repeticiones
en un medio de maduracién compuesto por TCM-199
suplementado con 10% de FCS, 0,02 unid/m! de FSH +
LH y 0.2 mM de piruvato de sodio 1 ug/ml de estradiol.
En 24 h los ovocitos madurados tuvieron una media de
27.43, la misma media de ovocitos madurados se obtuvo
a las 26 h, mientras gue a ias 48 h se obtuvo una media
de 25 y alas 72 h se obtuvo una media de 23,71. Segin
los resultados obtenidos se puede deducir que el tiempo
de maduracién mas adecuado oscila entre las 24 y 26
horas. Comparando con otros trabajos, para Ia
maduracién in vitro de ovocitos, se utilizan medios de
cultivo clasificados por Gordon (1994). Estos se
clasifican en medios simples y complejos. Un medio
simple es aquel que contiene una Solucién Salina
Fisiolégica tamponada usualmente con bicarbonato y
adicionada de piruvato, lactato y glucosa. Un medio de
maduracion complejo contiene ademis de los
constituyentes de un medio simple, aminoécidos,
vitaminas, purinas y otras sustancias encontradas
asociadas a! suero sanguineo. En camélidos se ha
usado con éxito el Tissue Culture Medium - 199 (TCM-
199) medio complejo compuesto por sales de Earle, con
HEPES y bicarbonato, como estabilizadores de pH, y
suplementado con piruvato, lactato, vitaminas,
aminodcidos, proteina con suero fetal bovino (Palma,
2001).

En ofro estudio, Ratto y col. (2005), utilizando un medio
de maduracién consistente de TCM-199 suplementado
con phuvato de Na 0,2 mM, sulfato de gentamicina 25
ug/ml, FSH 0,5 pg/ml, estradiol 17-8 1ug/m! y suero fetal
bovino al 10%, encontraron 77,7%, 80,6% y 80,4% de
maduracién cuando utiizaron 28, 30 y 36 h
respectivamente, para la maduracién in vitro de ovocites
de llama no encontrando diferencias estadisticas
significativas entre los 3 tiempos evaluados. Por otro
lado, Sansinema y col. (2003), para la maduracién i
vitro de ovocitos de ltama incrementaron LH en su
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protocolo de maduracion, el medio de maduracién que
utilizaron estaba compuesto por TCM-199, 5 pg/ml de
FSH, 10 yg/ml de LH, 1 mg/mi de estradiol 17b y 10% de
suero fetal bovino, y obtuvieron 52% de ovocitos
maduros.  Posteriormente € mismo grupo de
investigacion (Sansinema y col, 2007) utiizaron un
medio un tanto diferente para la maduracion in vitro de
ovocitos de Hlama consistente de TCM-199, 5 pg/ml de
FSH, 10 pg/m! of LH, 10 ng/m! of EGF, 10 ng/mi de IGF-
1y 1 pg/mi de estradiol 17b y 10% de suero fetal bovino,
mejorando su anterior tasa de maduracién con 74% de
ovocitos en metafase Il luego de 30 h de maduracion in
vitro.

En alpacas, Goémez y col. (2002) asi como Ratto y col
(2007), han utilizado 26 h para la maduracion in vitro de
ovocitos recuperados por laparatomia ventral. Gémez
obtuvo 46% y 40% de ovocitos en metafase 1l en alpacas
donantes  superovuladas con FSH y eCG,
respectivamente. Ratto mejoré los resultados obtenidos
por Goémez alcanzando 82% y 64% de ovocitos en
metafase | para los mismos tratamientos
superovulatorios en las alpacas donantes. Ruiz y Correa
(2007) maduraron ovocitos de alpaca y llama durante 27
y 30 horas respectivamente en un medio compuesto por
TCM-199 suplementado con piruvato de Na 0,2 mM,
sulfato de gentamicina 50 pg/mi, FSH 0,02 unidades/mi,
estradiol 178 1pg/mi y suero fetal bovino al 10%.
Obtuvieron tasas de 75% y 100% de maduracién de
ovocitos de lHama y alpaca respectivamente por
observacion del primer corptisculo polar. En este estudio
se obtuvo 100% de maduracion de los ovocitos de
alpaca debido a que solo 3 ovocitos fueron colocados a
maduracién in vitro, por lo que seria recomendable una
mayor cantidad de ovocitos para obtener una real tasa
de maduracion in vifro de ovocitos de alpaca.

Luego de realizada la fertllizacién in vifro con semen
fresco, habiéndose seleccionado los espematozoides
por € método Swin up, se obtuvo una tasa de
segmentacion de ovocitos en division 2 a las 24 h de
19,28%, a las 26 h un 21,86%, a 48 h de 1,86% y a las
72 h de 0,43. En relacion a la tasa de segmentacion, en
ovocitos en division 4 a las 24 h se obtuvo un 14%, a 26
horas un 19%, a 48 h un 0.29% y a las 72 h no se obtuvo
ningtin resultado ya que estos fueron degenerandose. La
tasa de segmentacion de mérula a las 24 h se obtuvo un
486%, a 26 h un 9.57%, a 48 y 72 h no se obtuvo
resultado alguno. De los resultados obtenidos
anteriomente podemos deducir que el tiempo mas
adecuado de maduracién in vitro para una buena
fertilizacion in vitro se dio a las 26 h seguido de las 24 h.
La tasa de blastocisto no se llegé a obtener en ninguno
de los tiempos debido a que cuando llegaba a mdrula
comenzaba a degenerarse.

Haciendo comparaciones con otras investigaciones, Del
Campo y col. (1995) indican que fecundaron in vifro
ovocitos recuperados de alpacas superovuladas y los
embriones de alpaca producidos desarrollaron hasta el
estadio de blastocisto expandido. Del Campo y col
(1994), separaron epididimos de testiculos de flamas
beneficiadas, obtuvieron los espermmatozoides por
centrifugacién en gradiente de Percoll y fecundaron
ovocitos de hembras beneficiadas madurados in vifro
logrando por primera vez en llamas el desarrolio de
embriones producidos por FIV. En este trabajo
recolectaron 1324 COCs de 98 ovarios de llamas
beneficiadas, pemnitiéndoles disponer de gran cantidad
de ovocitos para realizar diferentes tratamientos para la
FIV, fijar ovocitos para evaluar el estado de maduracion
nuclear y describir el desarrolio embrionario producido
después de la FIV. Un total de 234 ovocitos inseminados
fueron co-cultivados en células epiteliales de oviducto de
llama (LLOEC) previamente preparadas. 32% dividieron
a las 48 h de evaluacion y a los 9 dias de evaluacion
15,8% detuvo su desarrollo entre 2-16 células, 56%
desarrollaron hasta mérulas, 6,0% entre blastocistos
tempranos y expandidos y 4,7 blastocistos eclosionados.
Conde y col (2006), utilizaron un sistema similar para FIV
en llamas, pero a diferencia con Del Campo y col (1994),

recuperaron los gametos de animales vivos, ya que es
de esta manera en que la produccién de embriones por
FIV puede contribuir al mejoramiento genético
recuperando -gametos de animales de comprobada
calidad genética. Los ovocitos fueron recuperados por
puncion folicular de ovarios expuestos por laparatomia
lateral de hembras superovuladas y los espermatozoides
fueron recuperados por electroeyaculacion de llamas
macho. El semen fue tratado con colagenasa para
reducir su viscosidad. Los ovocitos aspirados fueron
medidos y separados en 2 grupos: ovocitos colectados
de foliculos < 7mm y ovocitos colectados de foliculos >
7mm. Los resultados de VM fueron 29% y 78% para
<7mm y > 7mm, respectivamente. Las tasas de division
fueron 56% 'y 50% con y sin agentes capacitantes,
también se reportaron 40,8% y 42,2% de divisién y 35%
y 47% de blastocistos a los 8 dias con 'y sin agentes
capacitantes (heparina, penicilamina e ‘hipotaurina),
demostrando que la :colagenasa no afecta la capacidad
fecundante del semen y que es posible producir
embriones de llama por FIV .con semen fresco.

De los resultados obtenidos, se sefiala que no se dieron
las condiciones necesarias, .como es el caso de los
medios que se utilizaron y esto nos lleva a pensar que
hay que revisar las condiciones de cultivo a partir de la
segmentacion del segundo dia, para intentar mejorar la
tasa de desarrollo embrionario en alpacas. El ofro
problema que se tuvo es en la colecta de semen ya que
este fue colectado mediante una vagina artificial horas
antes de la fertilizacion, donde en la colecta de semen se
observé un poco de contaminacién de semen con polvo
debido a que en ¢ corral donde se encuentran las
alpacas es de tierra y al momento de Ia colecta fa alpaca
que estd en ‘movimiento, hace que el semen se
contamine con polvo, provocando en cierto modo menor
viabilidad de espermmatozoides.

Sin embargo en el Peri mas de un grupo de
investigadores viene trabajando en este camino. La
importancia de lograr blastocistos radica en que es en
este estadio de desarrollo en .que los embriones pueden
ser transferidos para lograr una prefiez exitosa.

En Ayacucho es la primera prueba que se realiza en
cuanto a la maduracién y la fertilizacion in vitro de
ovocitos demostrando que agui también es posible
producir embriones .in vitro en alpacas 'y también en ofro
tipo de especies.

CONCI.USIONES

1.Para la produccién in vifro de embriones de alpacas se
obtuvo que en 24 y 26 h de 'maduracién no tiene
mucha diferencia significativa, mientras en 48 y 72 h
no llegaron a desarrollarse y por-ende se degeneraron.

2. B} tiempo més adecuado de maduracién de ovocitos
para la produccién in vitro de embriones de alpacas
fue de 26 horas seguido de 24 horas.

3.1a tasa de segmentacién en la produccién in vitro de
embriones de alpacas fue como sigue: ovocitos en
division 2, a las 24 h en un 19,28%; a las 26 'h en
21,86%, a las 48 h-en 186% y alas 72 h en 0,43. La
tasa de segmentacién de ovocitos en division 4, a las
24 h se obtuvo un 14%, alas 26 h un 19%, a las 48 h
un 0,29% y a las 72 h no se obtuvo ningtin resultado
ya que estos fueron degenerandose. La tasa de
segmentacion de morula, a las 24 h se obtuvo un
486%, a 26 h un 9,57%, a 48 y 72 h :no se obtuvo
resultado alguno. No se llegd a obtener blastocisto
alguno.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1.Apaza, N, Olarte, U. y Malaga, J. 1998. Empadre
controlado de alpacas Huacaya en e Banco de
Gemmoplasma de la EE. ILLPA Puno. Memorias de la
XX Reunién Cientifica Anual dela Asociacion Peruana
de Produccion Animal. Universidad Nacional del
Altiplano. Puno-Peru.

2.Apaza, N, Sapana, R, Huanca, T. y Huanca, W.
2001. Inseminacion Artificial en alpacas con semen
fresco en comunidades .campesinas. Memorias de la
XV Reunién Cientifica Anual de la Asociacion Peruana



Articulo de investigacion - Facultad de Ciencias Biolégicas — UNSCH

de Produccién Animal. Universidad Nacional Mayor de
San Marcos. Lima.

3.Brogliatti, M., Palasz, T., Rodriguez, H., Mapletoft,
J. and Adams, P. 2000. Transvaginal collection and
ultrastructure of llama (Lama glama) oocytes.
Theriogenology (54) 1269-1279.

4 Bustinza, V. 2001. La alpaca: conocimiento del gran
potencial andina. Universidad Nacional del Altiplano.
Puno-Peru

5.Cardenas, O., Huanca, T., Sapana, R y Alarcén, V.
1999. Avances de inseminacién artificial de llamas con
semen congelado. XXIl Reunion Cientifica Anual de la
Asociacion  Peruana de  Produccion  Animal.
Huancavelica—-Pert.

6.Conde, P., Herrera, C., Chaves, M., Giuliano, S,
Director, A., Trasorras, V., Pinto, M,, Carchi, M,
Stivale, D, Rutter, B, Agliero, A, Miragaya, M. and
Pasqualini, R 2006. /n wvitro production of llama
embryos by IVF or ICSI. Reproduction, Fertility and
Development 19 (1): 237-238.

7.0el Campo, M., Donoso, M. and Del Campo, C.
1992. In vifro maturation of Llama (Lama glama)
oocytes. Proc 12th Int Cong Anim Reprod, (01): 324.

8.Del Campo, M, Del Campo, C., Donoso, M,
Berland, M. and Mapletoft, R 1994. /n vitro
fertiization and development og Lama glama ococytes
using epididymal spermatozoa and oviductal cell co-
culture. Theriogenology (41): 1219-1229.

9.Del Campo, M.,Del Campo C., Adams, G. and
Mapletoftt, R 1995. The application of new
reproductive  technologies to  South  American
Cameljds. Theriogenology (43): 21-30.

10. De Loose, F., Van Viiet, P., Van Maurik, P. and
Kruip, T. 1989. Morphology of inmadure oocytes.
Gamete Res. (24). 197-204.

11. Fernandez-Baca, S. 1991. Avances y perspectivas
del conocimiento de los camélidos sudamericanos.
Organizacion de las naciones wunidas para kb
agricdtua  y la alimentacién. Oficina regional de Ia
FAQ para América latina y el Caribe (1): 1-418.

12. Fernandez, S. 1993. Manipulation of reproductive
functions in male and female New World camelids. Ani,
Reprod. Sci. (33). 307-323.

13. Freshney, |. 1987. The culture enviroment. En:
Culture of animal cells, a manual of basic technique.
AR Liss, New York-USA.

14. Fuladi, A., Waddington, D. and Campbell, K. 1998.
Maintenance of bovine oocytes in meiotic arrest and
subsequent development in vitro A comparartive
evaluation of antral follicle culture with other methods.
Biol. Reprod. (50):390-400.

15. Gamarra, G, Gallegos, A., Alvarado, E., Asparrin,
M. and Vivanco, W. 2008. Techniques for ovum pick-
up in gonadotropin-treated alpacas. Reproduction,
Fertility and Development (20). 159-160.

16. Gomez, G., Ratto, M., Berland, M., Wolter, M. and
Adams, G. 2002 Superstimulatory response and
oocyte collection in alpacas. Theriogenology. 57, (1):
584.

17. Gordon, ). 1994. Laboratory production of cattle
embryos. CAB internacional, Cambridge-United
Kingdom.

18. Haffez, E., Haffez B. 2002 Reproduccion e
inseminacién  artificial en animales. Ed  Hill
Interamericana editores. México.

19. Hoshi, H. 2003. /n vitro production of bovine
embryos and their application for embryo transfer.
Theriogenoly 50:675-685

20. Lonergan, P., Monomaghan, P., Rizoz, A., Bolnad,
M., and Gordon, I. 1994. The effect of follicle size on
bovine oocyte quality and developmental competence
following maturation, fertilization and culture in witro.
Mol Reprod. Dev. (37). 48-53.

21. Lonergan, P., Dinnyes, A., Fair, T., Yang, X. and
Boland, M. 2005. Bovine oocyte and embryo
development following meiotic inhibition  with
butyrolactone 1. Mol. Reprod. Dev. (57). 204-209.

Ochante, Raquel

22. Marshall, V, Wilton, L, and Moore, H. 1998.
Parthenogenic activation of mamoset (Callithrix
Jacchus) occytes and the development of marmoset
parthenogenic activation of rhesus monkey oocytes
and reconstructed ‘embryos. Biol. Reprod. (59):1491-
1497.

23. Mitalipov, S., Nusser, K., and Wolf, D. 2001
Parthenogenic activation of resus monkey and
recontruted embryos. Biol. Reprod. (65).253-259.

24. Palma, G. 2001. Biotecnologia de la reproduccion.
Ed. INTA. Bariloche-Argentina.

25. Pieterse, M., Kappen, K., Kruip, T. and Tarverme,
M. 1987, Aspiration of bovine -oocyte during
transvaginal ultrasound scanning of the bovine ovaries.
Theroogenologiy (30).751-762,

26. Rath, D, 2001 Producciéon in vitro de embriones
porcinos. En: “Biotecnologia de la Reproduccién”.
(Palma, ‘G. Editor). Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA), Bariloche-Argentina,

27. Ratto, M., Wolter, M., Gémez C_, Berland M. and
Adams G. 1999. /n vitro maduration of llama oocytes.
En: Il Congreso Mundial sobre Camélidos™. Cusco-
Per(.

28. Ratto, M., Berland, M., Huanca, W., Singh, J. and
Adams, G. 2005. In vitro and in vivo maduration of
llama oocytes. Theriogenology (63). 2445-2457.

29. Ratto, M., Gémez, C., Berland, M. and Adams, G.
2007. Effect of ovarian superstimulation on COCs
collection and maduration in alpacas. Animal
Reproduction Science (97). 246-256.

30. Ruiz, J. 2005. Comercializacién de productos y
subproductos de Kk explotacion de camélidos
sudamericanos. En: “IV Congreso Latinoamericano de
Especialistas en Pequefios Rumiantes y Camélidos
Sudamericanos”. Curitiba-Brasil.

31. Ruiz, J. y Correa, J. 2007. [IMaduracién in vitro de
ovocitos de alpaca y liama aspirados via
laparoscépica. En: *| Simposium internacional de
Biotecnologia Aplicada en Camélidos Sudamericanos”.
Huancavelica-Pert

32. Ruiz, J., Correa, J., Ayuque, G. Landeo, L.,
Yaranga, M. y Zacarias, A. 2007. Produccién in vitro
de embriones ‘partenogenéticos de alpaca y llama. En:
‘1 Simposium internacional de Biotecnologia Aplicada
en Camélidos Sudamericanos”. Huancavelica-Per.

33. Saeki, K., Nacao, M., Hoshi, M. and Nagai, M.
1995. Effects of heparin, sperm concentration and bull
variation of bovine oocyte iin a protein- free medium.
Theriogenolgy 43:751-759.

34. Sansinema, M, Taylor, S., Taylor, 'P., Denniston,
R. and Godke, R. 2003. ‘Production of nuclear transfer
llama (Lama glama) Embryos from in vitro matured
llama oocytes. Cloning Stem cells (5). 191-198.

35. Sansinema, M., Taylos, S., Taylor, P., Schmidt, E.,
Denniston, R and Godke, R. 2007. In vitro production
of llama (Lama glama) embryos by intracytoplasmatic
sperm  injection: Effect of chemical activation
treatments and culture conditions. Animal
Reproduction Science (99). 342-353.

36. Sumar, J. y Leyva, C. 1981. Coleccion de semen
mediante vagina artificial en /la ‘alpaca (Lama pacos).
Memorias del IV convencién internacional sobre
camélidos sudamericanos. Punta Arenas - Chile.

37. Wheeler, J. 1991. Origen, evolucién y status actual.
En: Avances y Perspectivas de los Camélidos
Sudamericanos. Ed. Saul Femandez-Baca. Oficina
Regional de la FAO Para América Latina y el Caribe.

Santiago — Chile.



ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
R.D N° 154 - 2010
Bach: Raquel Ochante Pichardo

En la ciudad de Ayacucho, siendo {as cuatro y diez de la tarde del dia viemes 17
de setiembre del dos mil diez, se reunieron en le auditorio de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas, bajo la presidencia del Mg. Pedro Ayala Gémez, encargado
segun memorando N° 483-2010-UNSCH-FCB, quien representara al decano de
la facultad; los miembros Mg. Fidel Mujica Lengua, ing. Raull Caballa Le6n, Ing,
Rogelio Sobero Ballardo, actuando como secretaria docente la Mg. Maricela
Lépez Sierralta, para recepcionar la sustentacion de tesis: Evaluacion del tiempo
de maduracién de ovocitos para la produccion in vitro de embriones de Lama
pacos “alpaca”. Ayacucho 2009, presentada por la Bachiller en Ciencias
Biolégicas Raquel Ochante Pichardo quien pretende optar titulo profesional de
Bidloga en la Especialidad de Biotecnologia.

El presidente encargado invita a la sustentante iniciar la exposicién previa lectura
de los documentos en mesa RD N° 154-2010-FCB-D y Memorando N° 483-
2010-UNSCH-FCB, de lo cual dio lectura la Secretaria Docente.

Concluida la exposicién el presidente (e) invita a los miembros del jurado
calificador, realizar las observaciones y preguntas que crean pertinentes.
Concluida la ronda de preguntas el presidente invita a la sustentante y publico en
general abandonar el auditorio deliberacion del jurado calificador y evaluacion
del trabajo de investigacion, del cual se desprende lo siguiente:

Miembros del Jurado Exposicion  Resp. a preguntas  Promedio
Mg. Pedro Ayala Gémez 16 16 16
Mg. Fidel Mujica Lengua 16 16 16
Ing. Raul Caballa Le6n 16 14 15
Ing. Rogelio Sobero Ballardo 16 16 16
Promedio 16

Como resultado de la calificacion la sustentante obtuvo la calificacién dieciséis
(16) del cudl dan fe los jurados estampando su firma al pie del acta. Se concluyé
el acto de sustentacion siendo las cinco y cincuenta de la tarde.
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Presidente {e) (Miembro - Asesor)
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Secretaria docente
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