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RESUMEN 

Con el objetivo de determinar el tiempo óptimo de maduración nuclear in vitro de 
ovocitos de Vicugna pacos "alpaca" y evaluar la influencia de éste sobre el 
desarrollo embrionario post-fecundación in vitro, se utilizaron ovocitos de 
categoría I y II obtenidos por aspiración folicular de ovarios de alpacas 
sacrificadas en el Camal Municipal de Huancavelica, éstos fueron madurados en 
medio TCM-199 suplementado con HEPES 25mM, Piruvato de sodio 0.2 mM, 
Sulfato de gentamicina 50 µg/ml, FSH 0.02 unidades/mi, Estradiol 17-[3 1 µg/ml y 
Suero Fetal Bovino al 10%, e incubados a 38.5ºC en una atmósfera de aire 
estéril con 5% C02 y 90% de humedad por espacio de 24, 28 y 32 h. 
Transcurrido estos tiempos, los ovocitos fueron retirados del medio y sumergidos 
en una solución de Hialuronidasa al 0 .1  % para ser despojados de las células del 
cúmulo. Los ovocitos fueron fijados en una solución de metanol: ácido acético 
(3: 1 )  y  teñidos con orseina acética al 1 % para evaluar el estadía de maduración 
nuclear (Vesícula Germinal-VG, Vesícula Germinal Rota-GVBD, Metafase 1-MI, 
Metafase 1 1-MII) .  Luego, se realizó la fecundación in vitro y se evaluó el 
desarrollo embrionario, para lo cual se procedió a madurar los ovocitos del 
mismo modo que en el ensayo anterior, conservando los tiempos de 24, 28 y 32 
h. Se recuperaron espermatozoides epididimarios en medio Sperm-TALP para 
luego ser lavados y seleccionados mediante la técnica de Swim-up, se utilizó una 
concentración promedio de 1.5-2x106 espermatozoides/mi para inseminar los 
ovocitos. Transcurridas las 1 8  h  de fecundación, los presuntos cigotos fueron 
transferidos al medio mSOF-IVC e incubados por 7 días a 38.5ºC, en una 
atmósfera de aire estéril con 5% C02 y 90% de humedad. Los resultados 
obtenidos muestran que el mayor porcentaje de maduración nuclear (ovocitos en 
estadía de metafase 11- Mii) fue alcanzado a las 32 h de cultivo in vitro con un 
65.08%, seguida por el de 28 h con un 50.33% y finalmente el de 24 h con un 
46.33%. Por otra parte, en cuanto a los resultados del desarrollo embrionario, se 
notó que los porcentajes de segmentación y blastocistos, aumentaron 
gradualmente hacia el mayor tiempo de maduración, siendo el de 32 h el tiempo 
con el mayor índice de desarrollo alcanzado, con un 60.17% y 17.02% para los 
estadios de segmentación y blastocisto respectivamente. Se concluye que el 
tiempo óptimo para la maduración nuclear y la adquisición máxima de la 
capacidad de desarrollo embrionario in vitro, de ovocitos de alpaca, fue de 32 h, 
bajo las condiciones del presente estudio. 

Palabras claves: Ovocitos, Maduración in vitro, Metafase 1 1 ,  Fecundación in 
vitro, embriones, alpaca. 
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l .  INTRODUCCIÓN 

La crianza de los Camélidos Sudamericanos, es una de las actividades de mayor 

importancia e impacto en el desarrollo socio económico de la población alto 

andina de nuestro país, no sólo por su capacidad de adaptación a las difíciles 

condiciones medioambientales, alturas entre los 3,000 a 5,000 msnm, sino por 

su utilización como una fuente alimenticia de proteína de origen animal, medio 

de transporte y como recurso para la producción de fibra de buena calidad 

(Huanca y col., 2007). 

En la actualidad, la explotación de Camélidos Sudamericanos se lleva a cabo 

bajo sistemas tradicionales no siempre eficaces, agudizando problemas de 

morbilidad, mortalidad y baja eficiencia reproductiva (Cárdenas y col. , 1999); 

donde las tasas de natalidad anual en la mayoría de explotaciones alpaqueras 

es del orden del 50% (Fernández-Baca, 1993), con índices de fertilidad (Apaza y 

col., 1998) y preñez (Apaza y col., 2001) inferiores a 65% y 60% 

respectivamente; con un reemplazo inadecuado para la reproducción, 

desconocimiento de la fisiología reproductiva e inapropiado empleo de 

reproductores en el apareamiento (Apaza y col., 1998). 

Pese a esta situación problemática, la aplicación de biotecnologías reproductivas 

podría contribuir rápidamente a superar estos bajos índices reproductivos 

logrando la multiplicación de animales de alto valor productivo, formando núcleos 
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genéticos que puedan proveer reproductores para los criadores de estos 

animales, y darles más sustento económico (Ruiz, 2009). 

Una de estas tecnologías que hoy en día se están aplicando en Camélidos 

Sudamericanos, es la fecundación in vitro (FIV); sin embargo, esta se encuentra 

en estado formativo, requiriendo de mayor investigación para su total desarrollo. 

Esto motivó a poder realizar una investigación sobre un tema específico y muy 

importante, referido al tiempo óptimo requerido para la maduración nuclear in 

vitro de ovocitos. 

Un tiempo inapropiado de maduración puede permitir la formación anormal de la 

cromatina (Donnay y col. , 1998), el envejecimiento del ovocito (Hunter y Greve, 

1997) o una limitación para alcanzar con éxito las fases de fecundación, división 

y desarrollo embrionario (Eppig y col., 1994). Esta diferenciación de los ovocitos 

es orquestada por una interacción compleja entre factores de crecimiento y 

citoquinas que permiten la maduración nuclear y citoplasmática (Blondin y Sirard, 

1995; Boelhauve y col., 2005). 

El objetivo del presente trabajo fue determinar el tiempo óptimo (24, 28 y 32 h) 

de maduración nuclear in vitro de ovocitos de alpaca y evaluar la influencia de 

éste sobre el desarrollo embrionario luego de fecundación in vitro, datos que aún 

son desconocidos para la ciencia e importantes para el avance de la 

biotecnología reproductiva en Camélidos Sudamericanos. 
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1 1 .  MARCO TEÓRICO 

2.1.  GENERALIDADES 

2.1 .1 .  Ovocito 

En organismos animales, los gametos proceden de una estirpe celular específica 

llamada línea germinal que da lugar a las células germinales primordiales y que 

en etapas tempranas del desarrollo se diferencian y originan ovocitos y 

espermatozoides. Los ovocitos de mamíferos se encuentran rodeados de varias 

capas de células que constituyen el cúmulo oóforo (células del cúmulo) (Díaz y 

col., 2007). La parte más interna de la capa de células se denomina corona 

radiada, formada por células de la granulosa, que se comunica con el ovocito a 

través de uniones intercelulares "gap" (Gilula y col. , 1978). Estas conexiones 

celulares permiten el intercambio de moléculas entre el ovocito, las células de la 

granulosa y la circulación sanguínea, con finalidad nutritiva y reguladora, 

conocido como "cooperación metabólica", de forma que las células somáticas 

proporcionan nucleósidos, aminoácidos y fosfolípidos, además de mantener un 

balance iónico y una estabilidad en el RNA mensajero en el ovocito (Apa y col., 

1994; Hunter, 2000). 

Las cubiertas ovocitarias constituyen una peculiaridad de los ovocitos. La 

cubierta principal es la zona pelúcida (ZP), una capa adyacente a la membrana 



plasmática (Conner y col., 2005), que es una especialización de la matriz 

extracelular de 8-1 Oµm de espesor formada fundamentalmente por 

glicoproteínas, algunas de las cuales son secretadas por el óvulo y otras por las 

células granulares (Litscher y Wassarman, 2007). La importancia de la ZP en 

mamíferos radica en que está implicada en la unión específica espermatozoide­ 

ovocito, la inducción de la reacción acrosómica y el bloqueo de la polispermia 

gracias a los receptores espermáticos presentes en su ultraestructura. Estos 

receptores impiden la unión de espermatozoides procedentes de especies 

heterólogas y facilitan la penetración de espermatozoides homólogos 

(Wassarman y Litscher, 2008). 

2.1.2. Ovogénesis 

El ovario es el órgano femenino que tiene como fin último la reproducción 

mediante dos funciones: la endocrina, produciendo hormonas que ejercen su 

acción en éste y en otros órganos, y la generación de células germinales. En la 

región cortical del ovario se localizan los folículos que constituyen la unidad 

funcional por excelencia del ovario y que se encuentra en estadio de folículos 

primordiales, sin signos aparentes de diferenciación, o con folículos en la fase de 

reclutamiento o maduración. 

La formación de los ovarios es un evento temprano en el desarrollo embrionario 

que se produce en el endodermo del saco vitelino a partir de células germinales 

primordiales que emigran hasta la cresta gonadal antes de diferenciarse en 

ovocitos. Durante el desarrollo fetal las células germinales primordiales del 

ovario van a sufrir un proceso de diferenciación; inicialmente se transforman en 

ovogonias por sucesivas divisiones mitóticas, las cuales dan lugar a ovocitos 

primarios al iniciarse la primera división mitótica (Mehlmann y col. , 2002). En las 

hembras, toda la población de ovocitos entra en meiosis sincrónicamente en la 

vida fetal. Justo antes o poco después del nacimiento se produce la primera 

detención de la meiosis en el estadio de diploteno de la profase 1 (estadio 

4 



dictiato). En este momento, el ovocito comienza a ser rodeado por células 

granulosas que forman una membrana basal alrededor de las mismas, 

generando el comportamiento folicular (Mehlmann, 2005). La primera parada de 

la meiosis se mantiene hasta momentos antes de la ovulación o de la atresia 

folicular (Van de Wil y col., 1983), y es necesario para asegurar que el ovocito 

disponga de tiempo suficiente para crecer antes de la fecundación. 

La latencia del ovocito en estadio de diploteno de la profase I se mantiene 

debido a un sistema de control múltiple en el que están implicados factores como 

el AMP cíclico (AMPc) (Conti y col., 2002), la hipoxantina y el factor inhibidor de 

la maduración de ovocitos, cuya finalidad es mantener inactivo al factor promotor 

de la maduración/meiosis (MPF) (Kalinowski y col., 2004). 

Los ovocitos en estado latente en la profase 1 ,  presentan un núcleo prominente 

denominado vesícula germinal (VG) y están rodeados de una capa de células 

epiteliales (foliculares) no proliferativas conocidas como células pregranulosas, 

que están implicadas en el crecimiento folicular y en el mantenimiento de la 

inhibición de la meiosis del ovocito. El conjunto del ovocito primordial y la capa 

de células de la granulosa que lo rodean forman una unidad funcional 

denominada folículo primordial (Gougeon, 1996). En el momento del nacimiento 

la mayoría de los ovocitos han alcanzado este estado y se encuentran formando 

los folículos primordiales, siendo la única fuente de gametos femeninos en el 

animal sexualmente maduro. 

2.1.3. Maduración de ovocitos 

La maduración del ovocito hace referencia a todos los cambios nucleares, 

citoplasmáticos y de membrana que sufre el ovocito, con el fin de prepararse 

para ser fecundado con éxito y desarrollarse posterioremente (Picton y col., 

2008). Está bien documentado que la maduración es un proceso que requiere de 

la integración de una red de señalización endocrina, paracrina y autocrina que 
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implica la interacción directa entre el ovocito y las células granulares del cúmulo 

(Sun y col., 2009). 

En el proceso de maduración los ovocitos detenidos en diploteno de la profase I 

se transforman en ovocitos secundarios que están detenidos en metafase de la 

segunda división meiótica (o metafase 1 1),  que corresponde al estadía en el que 

los ovocitos son ovulados y pueden ser fecundados. Los ovocitos en folículos 

primarios y preantrales son incompetentes meióticamente y, por tanto, no 

maduran espontáneamente si se extraen de sus folículos. Los ovocitos en el 

estadía antral temprano comienzan a crecer en respuesta a la Hormona Folículo 

Estimulante (FSH), obtienen competencia meiótica y pueden madurar si se les 

aisla de sus folículos (Tornell y col., 1990).  Se ha descrito que con el crecimiento 

del folículo se desarrollan receptores de la Hormona Luteinizante (LH) en las 

células de la granulosa que permiten al ovocito reiniciar la meiosis tras el 

estímulo hormonal de LH, así como la ovulación del ovocito maduro (Mehlmann, 

2005; Richards, 2002). 

Desde el punto de vista molecular se puede distinguir la maduración nuclear y la 

citoplásmica. La maduración nuclear comprende toda una serie de procesos 

moleculares que permiten la salida de la profase I y la progresión hacia el 

estadio de metafase 1 1  (Mii),  con una nueva detención en éste estadía a la 

espera de la fecundación. La maduración nuclear se inicia con la disolución de la 

membrana nuclear, un proceso conocido como "rotura de la vesícula germinal" 

(del inglés: "germinal vesicle breakdown", GVBD). Con la llegada al estadía de 

metafase I se produce la segregación de los cromosomas homólogos, la 

posterior formación del primer corpúsculo polar y el paso del ovocito al estadía 

M i i .  La maduración nuclear finaliza cuando el ovocito completa la primera 

división meiótica, alcanzando el estadio Mii  unas 36-40 horas después del pico 

de LH, tras lo cual se produce la segunda detención de la meiosis (Peters, 2002). 
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La maduración citoplásmica se refiere a los procesos o mecanismos moleculares 

no directamente relacionados con la progresión de la meiosis que acompañan a 

la maduración nuclear y preparan al ovocito para su activación, la formación de 

los pronúcleos, la fecundación y el posterior desarrollo embrionario. 

El estímulo inicial que desencadena la maduración del ovocito es el aumento 

preovulatorio de los niveles de gonadotropinas, en especial de la LH que además 

de reiniciar la meiosis, desencadena otras transformaciones dentro del folículo 

como las modificaciones en la esteroidogénesis folicular y cambios 

morfofuncionales en el Complejo ovocito-cúmulos (COCs) (Mounsey y col., 

1999). El mecanismo de acción de las gonadotropinas FSH y LH en el reinicio 

meiótico del ovocito está mediado por el incremento de la generación de AMPc 

(Su y col., 2004; Zhang y col., 2007). Este aumento de AMPc activa la cascada 

de las MAP quinasas (MAPK), concretamente MAPK3/1 (más comúnmente 

conocidas como ERK1/2) en las células de la granulosa del cúmulo pero no en el 

ovocito donde la ruta de señalización de MAPK se ha relacionado con eventos 

implicados post-GVBD como es la organización del huso mitótico más que con el 

reinicio meiótico (Fan y Sun, 2004; Liang y col., 2007; Xiong y col., 2008; Yu y 

col., 2007). Sin embargo, los mecanismos concretos por los que AMPc activa 

MAPK en el ovocito son aún desconocidos (Zhang y col., 2009). 

Es necesario que MPF se encuentre en forma activa para el comienzo de la 

maduración. Su actividad alcanza un máximo en metafase I y 1 1 ,  para decrecer 

posteriormente en anafase I y 1 1  (Kikuchi y col. , 1995), lo que indica que su 

inactivación también es necesaria para la progresión de la maduración. Además, 

la reorganización de los microtúbulos y la apropiada orientación del huso 

acromático durante el estadio Metafase I están mediada por las MAP!< cuya 

actividad también está inhibida de algún modo por el AMPc, aumentando su 

actividad con la entrada del ovocito en meiosis. Sin embargo, a diferencia del 
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MPF, la actividad MAPK permanece elevada en los estadíos de anafase (Jones, 

2005). 

2.1.4. Obtención de ovarios y ovocitos 

2.1.4.1. Obtención de los ovarios 

Se consiguen de alpacas sacrificadas en matadero. Todos los autores están de 

acuerdo en que su obtención debe realizarse inmediatamente después de la 

muerte del animal, siendo habitual hacerlo dentro de los 30 minutos siguientes al 

sacrificio (Ruiz y col., 2007; Mendoza y col., 2008; Gamarra y col., 2008; 

Ferriández y Esteban, 2009; Ruiz J . ,  2009; Ruiz y col., 2009; Sacha y Rojas, 

2009). El transporte se hace en Soluciones Salinas Fisiológica (SSF) o Buffer 

Fosfato Salinas (PBS) con antibióticos (Ratto y col., 2005; Huanca y col., 2009). 

Por otro lado, el tiempo que transcurre, desde la colecta de los ovarios hasta el 

cultivo de los ovocitos, debe oscilar entre 2 y 5 h (Katska y Smorag, 1984; First y 

Parrish, 1988), aunque Yang y col., (1990), indican que después de ocho horas 

desde la colecta de los ovarios todavía se puede conseguir la maduración in 

vitro, siempre y cuando los ovarios se mantengan por encima de 24 ºC. Por otra 

parte, la edad óptima del animal para obtener ovocitos, con vistas a su 

maduración in vitro, no está bien determinada. Sin embargo, la mayoría de los 

autores prefieren ovarios provenientes de animales tiernos, puesto que las 

posibilidades de encontrar folículos atrésicos y ovocitos degenerados son 

significativamente menores que en animales de más edad (Gordon, 1990). 

2.1.4.2. Selección de folículos 

Según Motlik y Fulka. (1986), los folículos menores de 2 mm de diámetro 

contienen un alto porcentaje de ovocitos incompetentes o bien atrésicos, 

mientras que los mayores de 1 O mm presentan un mayor número de ovocitos 

degenerados (Fukui y Sakuma, 1980). Por el lo, la mayoría de los autores 

seleccionan folículos de diámetros comprendidos entre 2 y 6 mm (Ratto y col., 

2005; Ruiz J . ,  2009; Huanca y col., 2009). 
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Por otro lado, Lonnergan y col. (1992) señalan que los folículos, con un diámetro 

de entre 2 y 6 mm, permiten una tasa de recuperación de ovocitos (Nº de 

ovocitos obtenidos/Nº de folículos aspirados) aptos para el cultivo mayor que en 

los folículos de mayor tamaño. Wurtb y Kruip, (1992) señalan que los ovocitos, 

procedentes de folículos ligeramente atrésicos, tienen una capacidad normal 

para madurar in vitro, siempre que el cúmulo y el citoplasma no presenten signos 

claros de degeneración. 

2.1.4.3. Obtención de ovocitos 

El método más común para recoger ovocitos de ovarios procedentes del camal 

es la aspiración del contenido· folicular, mediante punción de los folículos 

seleccionados, utilizando para ello agujas estériles de 1 8  a  21 G, conectadas a 

jeringas estériles de 1 0  mi (Del Campo y col., 1992; Ratto y col. , 1999; Ratto y 

col., 2005; Ruiz y col., 2007; Mendoza y col. , 2008; Gamarra y col., 2008, 

Huanca y col., 2009). Otros autores han colectado ovocitos mediante la 

disección y subsiguiente ruptura de los folículos intactos (Del Campo y col., 

1994) aunque según Arlotto y col. (1990) los ovocitos de folículos que no están 

situados en la superficie ovárica tienen menores posibilidades de madurar in 

vitro. 

2.1.5. Selección y clasificación de ovocitos 

El estudio de la morfología del ovocito ofrece datos sobre su capacidad de iniciar 

la meiosis, y dado que no se pueden realizar técnicas invasivas que destruirían 

la célula, deben establecerse criterios, exclusivamente morfológicos, para 

seleccionar los gametos que garanticen un buen comportamiento en su 

maduración (Leibfried y First, 1979; Xu y col., 1986; Younis y col., 1989; De Loas 

y col., 1992). 

La selección se efectúa siguiendo dos criterios: 
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l. Aspecto citoplasmático del ovocito: diversos autores han tratado de 

establecer una relación entre el aspecto del citoplasma y la competencia del 

ovocito para madurar, ser fecundado y soportar el desarrollo posterior (Younis 

y col.,  1989; Nagao y col.,  1995). Así, se ha comprobado que los ovocitos que 

presentan un ooplama oscuro muestran una acumulación de lípidos y un buen 

potencial para el desarrollo, mientras que los que presentan un ooplasma 

pálido tienen una baja densidad de orgánulos y escaso potencial de 

desarrollo. Por otra parte, cuando el ooplasma es negro, los ovocitos están 

envejecidos y tienen un potencial para soportar el desarrollo muy bajo (Nagao 

y col., 1995). 

1 1 .  Aspecto y morfología del cúmulo celular: los ovocitos rodeados por un cúmulo 

compacto formado por varias capas de células, presentan mayores 

porcentajes de maduración, fecundación y de desarrollo hasta blastocistos, 

que los que carecen de cúmulo o los que están rodeados solamente por la 

corona radiata (Xu y col., 1986). 

2.1.6. Maduración in vitro (MIV) 

Durante el proceso de maduración, tanto in vivo como in vitro de ovocitos, 

ocurren una serie de cambios que permiten la reanudación de la meiosis. 

Estos eventos deben ocurrir antes de la fertilización y se caracterizan por la 

expansión de las células del cúmulus, la eliminación del primer corpúsculo 

polar y la formación de la metafase 1 1 .  (Hyttel y col. ,  1 9 8 6 ) .  

In vitro; la hormona FSH es responsable de la inducción de la maduración de 

los folículos, y la hormona LH promueve la reanudación de la meiosis de los 

ovocitos (Moer y col. .  1 9 8 1  ;  Xu y col.,  1986).  

Las células del cúmulus también desempeñan un papel importante en la 

maduración de los ovocitos. Estas células aportan nutrientes y energía 

(piruvato)(Donahue y Stern, 1968), también secretan ácido. hialurónico a la 
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matriz externa de proteoglicanos. Esta secreción provoca la ruptura de la 

matriz, lo que trae aparejado el fenómeno denominado expansión del cúmulus, 

dominado por la acción de la FSH y se caracteriza por el cambio de 

interacción entre las células del cúmulus y el ovocito (Henseleigh y Hunter, 

1985). 

2.1.6.1.  Medios de cultivo 

Para la maduración in vitro de los ovocitos se utilizan diferentes medios de 

cultivo (Ham's F-10 y Ham's F-12, Krebs Ringer Bicarbonato modificado, TCM- 

199, MEM, Tyrodes y Waymouth MB752/1 ). Todos ellos presentan en su 

composición una mezcla de sales inorgánicas, vitaminas, aminoácidos, glucosa, 

piruvato de sodio, hipoxantina, timidina y rojo fenol como indicador. En dichos 

medios, los componentes varían en diferentes proporciones. A pesar de la 

amplia variedad de medios descritos, el más utilizado es el TCM-199 (Wright y 

Bondioli, 1981 ;  Phillips, 1988; Leibfried-Rutledge y col., 1989; Gliedt y col., 

1996a; Gliedt y col., 1996b) por permitir obtener un mayor grado de fertilización, 

en comparación a los otros medios. (Rose y Bavister, 1992). 

2.1.6.2.' Suplementación de los medios de cultivo 

Según el trabajo de revisión realizado por Brackett y Zuelke (1993) está 

claramente establecido, que el medio de cultivo empleado para la maduración 

in vitro de los ovocitos influye significativamente en las tasas de fertilización 

in vitro. 

El medio de maduración de los ovocitos, es suplementado con Suero Fetal 

Bovino (SFB), Suero de Vaca en Celo (SVC) o Albúmina Sérica Bovina 

(BSA). Estos elementos, favorecen la expansión de las células del cúmulus y 

la producción de diversos factores que promueven el reinicio de la 

meiosis granulosa (Fukui y Sakuma, 1980; Eppig y col., 1983; Fukui y Ono, 

1989; Sambussho y Threlfall, 1989; Lee y col., 1996). 
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Otros suplementos utilizados en diferentes concentraciones, son los 

factores de crecimiento (EGF, IGF-1, IGF-11, TGF, TGF y activina). Estos, son 

elementos que favorecen la maduración de los ovocitos y actúan como 

agentes mitogénicos sobre las células de la granulosa (Lee y Fukui, 1995; Lee 

y col., 1996; Bevers y col., 1997). 

Como se indicó anteriormente, las hormonas FSH y LH desempeñan un papel 

importante en los procesos de maduración in vivo y son utilizadas para la 

maduración in vitro. También se presentan; estrógenos, progesterona y HCG, 

que son diferentes suplementos comúnmente utilizados en los medios de 

cultivo y tienen acción positiva en la maduración in vitro de ovocitos (Leibfried 

y First, 1979; Fukui y col., 1982; Xu, y col., 1986; Xu y Greve, 1988; First y 

Parrish, 1987). 

En el estudio realizado por Stubbings y col. (1988) se determina la 

importancia de la adición al medio de cultivo (TCM-199) de diferentes 

concentraciones de hormonas FSH, LH, estrógenos y suplementos como SFB 

e insulina. Los resultados obtenidos, demuestran que la adición de 

estrógenos favorece las tasas de maduración in vitro en comparación al aporte 

de FSH, LH o insulina. 

Sin embargo, la adición de FSH y LH favorecen las tasas de fertilización in 

vitro. La adición de LH y EGF o EGF-1 al medio de maduración, también 

favorece el desarrollo de los futuros embriones (Brackett y col., 1989; Fukui y 

Ono, 1989; Harper y Brackett, 1992a; Harper y Brackett, 1992b; Zuelke y 

Brackett, 1992; Saeki y col. , 1994 ). 

Uno de los mecanismos por los cuales la adición de la hormona LH a los 

medios de cultivo, favorece la tasa de ovocitos madurados in vitro, es el 

incremento de la energía disponible para el ovocito en el medio ambiente de 

cultivo (Brackett y Zuelke, 1993). 
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Los esteroides más utilizados en los medios de maduración son el estradiol y la 

progesterona, describiéndose que la adición de ambos completa la maduración 

nuclear y citoplásmica (Fukui y col., 1982). El estradiol por sí solo parece no 

afectar a la maduración nuclear del ovocito (Younis y col., 1989), pero sí influye 

en la maduración citoplásmica y sobre todo en la fecundación. Por otro lado, la 

presencia de este esteroide, en el medio de maduración, se considera un factor 

importante para la formación del pronúcleo masculino (Fukui y col. , 1982; 

Thibault, 1987), aunque hay autores que indican que una suplementación 

exclusiva con estradiol, durante la maduración, puede provocar anormalidades 

cromosómicas (Kruip y col., 1983). 

2.1.6.3. Condiciones medioambientales 

A efectos de optimizar la maduración in vitro, es importante proveer al ovocito 

un ambiente adecuado que le permita generar los procesos biológicos 

necesarios (temperatura, presión osmótica, pH y atmósfera del incubador) 

para completar la maduración nuclear y citoplasmática (Mochizuki y col . ,  1991 ;  

Rose y Bavister, 1992; Yang y col. , 1998). 

La temperatura más adecuada para el cultivo in vitro de los ovocitos es 

de 38.5ºC (Lenz y col. , 1983; Leibfried-Rutledge y col. , 1989; Rose y Bavister, 

1992; Pinyopummintr y Bavister, 1995; Azambuja y col. , 1998) .  

Lenz y col. (1983), informan que las temperaturas comprendidas entre 37°C 

y 41 ºC no perjudican el proceso de maduración in vitro de los ovocitos. Del 

mismo modo, en un estudio realizado por Shi y col. (1998) donde la 

temperatura de cultivo in vitro de ovocitos es modificada entre valores de 

37° C y 38.5º C, observaron que los cambios térmicos no producen efectos 

adversos durante la maduración in vitro de los ovocitos y el posterior 

desarrollo embrionario. Sin embargo, los cultivos in vitro de ovocitos 

realizados 5ºC por debajo de las temperaturas antes mencionadas, no han 
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llevado a buen término la maduración de los ovocitos (Katska y Smorag, 

1985).  

La presión osmótica que deben tener los medios de maduración de ovocitos, 

oscila idealmente entre 265 y 325 mOsM. Los medios generalmente utilizados 

tienen osmolaridades cuyos valores oscilan entre 285 y 295 mOsM (Sato y 

col., 1977; Del Campo, 1994).  

Diversos autores han establecido que el pH óptimo en el medio de maduración 

debe mantenerse entre 7.2 y 7 . 4  (Shea y col., 1976; Sato y col.,  1 9 7 7 ;  Fukui 

y Sakuma, 1980; Brackett B.,  1 9 8 1 ;  Phillips, 1 9 8 8 ) .  El control del pH en el 

medio de maduración se realiza gracias a la concentración de C02 en la 

atmósfera del incubador, bicarbonato de sodio en el medio, u otro tipo de 

sustancias tampón adicionadas al medio de cultivo como las sales de Hepes 

(Lu y c o l . ,  1 9 8 7 ) .  

La composición de la atmósfera gaseosa en el incubador, se considera 

importante, en el control del pH intra y extracelular y por ende las funciones 

metabólicas de las células en cultivo (Bavister, 1 9 8 7 ) .  Por ello habitualmente 

se emplean mezclas de gases a diferentes concentraciones 5% de C02 en el 

aire, o bien, 5% C02, 5% 02 y 90% N2 (Fukui y col.,  1 9 8 2 ;  Lu y col. ,  1987; 

Younis y cols.,  1989; Takahashi y col.,  1 9 9 6 ) .  

2.1.6.4. Sistemas de cultivo 

Sobre la maduración se han dado lugar diversas metodologías y modificaciones 

de las técnicas de cultivo de los ovocitos. Fundamentalmente, se tienen en 

cuenta: el soporte físico sobre el que se va a realizar la maduración (placa, tubo, 

etc), el modo de colocación del medio de cultivo, el número de ovocitos por 

volumen de medio y si el cultivo se realiza de manera estática o con un ligero 

movimiento. 
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Sugie y col. (1980) señalan dos grupos de sistemas de cultivo: un cultivo en el 

que no se permite el intercambio gaseoso con la atmósfera (mediante el uso de 

un cierre hermético) y un segundo tipo de cultivo que se realiza manteniendo un 

intercambio gaseoso continúo. El primero no tiene interés ya que no permite el 

intercambio gaseoso necesario para la maduración de los ovocitos, mientras que 

dentro del segundo grupo se pueden citar dos tipos: los sistemas abierto y 

cerrado. 

2.1.6.4.1. Sistema abierto 

El sistema abierto engloba aquellos recipientes en los que se coloca un volumen 

de medio de cultivo que está en contacto directo con la atmósfera que le rodea. 

El medio se coloca en placas Petri (Fukui, 1990), cámaras de cultivo (Leibfried y 

First, 1980; Xu y Greve., 1988), placas ELISA (Farin y Yang, 1992) o tubos de 

cristal (Fukui y Sakuma, 1980). El inconveniente de este sistema es que 

presenta una gran superficie de evaporación, lo cual puede originar un aumento 

de la osmolaridad, al elevarse la concentración de sodio. 

2.1.6.4.2. Sistema Cerrado 

El sistema cerrado consiste en recubrir el medio de cultivo con aceites minerales, 

de tal manera que se impida la evaporación del medio pero se permite el 

intercambio gaseoso con la atmósfera. El modo más corriente de efectuar este 

tipo de cultivo es el de las "microgotas" (Brinster, 1970), el cual consiste en 

colocar un determinado número de gotas (generalmente siete), con un volumen 

de 45 a 50 µI, en una placa de Petri y recubrirlas, posteriormente, con aceite de 

parafina o silicona. El agua no se evapora fácilmente, pero alguno de los 

componentes del medio puede ser soluble en aceite; por ello, hay que 

equilibrarlo antes de iniciar el periodo de cultivo (Whitten, 1971) .  El sistema de 

microgotas permite una identificación individual de los ovocitos, minimiza los 

riesgos de contaminación y facilita el cultivo independiente de los ovocitos y una 

observación de los mismos más fácil que con otros sistemas. 
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En cuanto al número de ovocitos que pueden colocarse en el medio, los autores 

que utilizan el sistema abierto ponen un número de 20-30 ovocitos/ml de medio 

(Fukui, 1990; De Loes y col., 1992), mientras que con el sistema de microgotas 

se colocan de 5 a 1 0  ovocitos por microgota (Ratto y col. , 1999; Ratto y col., 

2005; Ruiz y col. , 2007; Mendoza y col., 2008; Gamarra y col. , 2008, Huanca y 

col., 2009). 

2.1.6.5. Criterios de maduración in vitro 

El ovocito inmaduro presenta una morfología, definida y característica, que 

sufrirá importantes cambios a lo largo del proceso de maduración. Dichos 

cambios morfológicos se demuestran utilizando técnicas de tinción por 

microscopia óptica o electrónica (Xu y col., 1986; Hyttel y col., 1986; De Loos y 

col., 1992). 

2.1.6.5.1. Morfología del ovocito inmaduro 

El ovocito, aislado de su folículo, presenta un núcleo grande, situado 

periféricamente, rodeado de la membrana nuclear y con un nucleolo apenas 

visible (Hyttel y col., 1986; De Loes y col., 1992). Este estado nuclear 

corresponde con el estadío de Vesícula Germinal (GV). 

Los orgánulos citoplásmicos se distribuyen por todo el citoplasma de la célula y 

así las mitocondrias se localizan en la periferia, mientras que en posición central 

se encuentran gránulos corticales, Retículo Endoplásmico rugoso (REr), aparato 

de Golgi y vesículas lisosomales (Kruip y col., 1983). 

El espacio perivitelino no existe o es muy pequeño y la zona pelúcida se 

encuentra atravesada por las prolongaciones de las células de la corona radiada, 

constituyéndose como uniones intercelulares ("gap junctions"). Estas uniones 

llegan incluso hasta el interior del ovocito y sirven como "puente" de unión· entre 

éste y las células del cúmulo que le rodean y también entre ellas mismas. Estas 

vías de comunicación celular pueden ocupar hasta el 1 % de la superficie total de 
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la membrana plasmática del ovocito (Moer y Gandolfi, 1 9 8 7 ) .  El ovocito inmaduro 

presenta el cúmulo celular compacto e incluso dificulta la visión del propio 

ovocito (Leibiried y First, 1979). 

2.1.6.5.2. Morfología del ovocito durante la maduración 

El inicio de la maduración está marcado por cambios nucleares y citoplásmícos 

que ocurren en periodos de tiempo distintos según la especie. En ovocitos 

bovinos, entre las 3 y 6 h de iniciado la maduración, comienzan los cambios en 

el núcleo del ovocito que culminan con la desaparición de la membrana nuclear 

(GVBD). De 1 2  a  1 6  h, se llega al estadía de metafase 1 (Xu y col., 1986) y de las 

1 9  a  las 24 h se produce la formación del primer corpúsculo polar al espacio 

perivitelino, llegando rápidamente al estadio de metafase 1 1 ,  donde se detiene 

nuclearmente la meiosis en espera de que ocurra la fecundación (Xu y col., 

1986; Hyttel y col., 1986; Hyttel, 1988; Sirard, 1989). 

Los cambios citoplásmicos a lo largo de este período se resumen en una 

elevada actividad de síntesis proteica y una reordenación de los sistemas de 

microtúbulos, debido a la intensa actividad cromosómica (Hyttel y col., 1986). 

Además, también existe un agrupamiento de las mitocondrias y los gránulos 

corticales que comienzan a situarse periféricamente (Ducibella y col.,  1988). En 

cuanto respecta a las uniones intercelulares, comienzan a retraerse a las 3 h de 

iniciada la maduración (Hyttel y col., 1988) y a las 1 8  h  sólo quedan restos de las 

mismas en el espacio perivitelino, que a la vez que progresa la maduración, se 

hace cada vez mayor (Xu y col., 1986).  

Entre las 1 O y 1 2  h  del comienzo de la maduración, el cúmulo que rodea al 

ovocito inicia su expansión, que llega a ser máxima a las 1 8  h  del inicio del 

cultivo (Hyttel y col., 1986). La expansión se debe a la mucificación entre las 

células, por la presencia de ácido hialurónico en la matriz intercelular y, también, 
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a la posible presencia de un factor desconocido que favorece la expansión y que 

se transfiere desde el mismo ovocito hasta el cúmulo (Succione y col., 1990). 

2.1.6.5.3. Moñología del ovocito maduro 

Se caracteriza por la expansión total del cúmulo celular y por la presencia del 

primer corpúsculo polar en el espacio perivitelino (Leibfried y First, 1979; Xu y 

col., 1986). A nivel nuclear, los cromosomas presentan la configuración de 

metafase 1 1 .  

Los cambios citoplásmicos no se completan hasta las 30 h de haber comenzado 

la maduración, aunque nuclearmente la maduración finaliza a las 24 h (Hyttel, 

1988). Estos cambios citoplásmicos incluyen, sobre todo, dos procesos: la 

colocación de los gránulos corticales a la periferia, situándose bajo la membrana 

plasmática (Ducibella y col., 1988), y el agrupamiento de mitocondrias y REr en 

cisternas de gran tamaño (De Leos y col., 1992). En esta fase final de la 

maduración, sigue existiendo una alta actividad de síntesis proteica con el fin de 

preparar al ovocito, nuclear y citoplásmicamente, para la fecundación (Moer y 

Gandolfi, 1987; De Loes y col., 1992). 

Estos fenómenos cronológicos, descritos en la maduración corresponden tanto a 

los ovocitos madurados in vivo como in vitro (Kruip y col., 1983; Hyttel, 1988). 

Las diferencias más notables entre ambos tipos de maduración, estriban 

fundamentalmente en que los ovocitos madurados in vitro sufren por un lado, un 

retraso en la migración de los gránulos corticales a la periferia del ovocito (Cran, 

1989; Hyttel y col. , 1986) y por otro, presentan un mayor número de 

prolongaciones celulares, provenientes de las células de la corona radiada, en el 

espacio perivitelino (De Loas y col., 1992). 

Por lo tanto, los criterios que aseguran que ha ocurrido la maduración in vitro 

pueden resumirse en: 

1 º  Formación del primer corpúsculo polar y llegada al estadio de metafase 1 1 .  
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2º Expansión y mucificación del cúmulo celular. 

3º Traslado de los gránulos corticales a la periferia del ovocito (Ducibella, 1988; 

Gran, 1989; Succione y col., 1990). 

4º Desaparición de las uniones intercelulares (De Leos y col., 1992). 

2.1.7. Fecundación in vitro (FIV) 

Finalizado el periodo de maduración in vitro, los ovocitos se encuentran aptos 

para ser fertilizados. Tanto para condición in vivo como in vitro, previo a la 

fertilización de los ovocitos, los espermatozoides deben estar capacitados y 

activados. La capacitación y activación del espermatozoide, posibilitará a 

este progresar a través de las células del cúmulus y penetrar la zona pelúcida. 

Existen pocos reportes de fecundación in vitro (FIV) en camélidos 

sudamericanos : Del Campo y col. (1994); Del Campo y col. (1995); Gómez y 

col. (2002); Conde y col. (2006); Ratto y col. (2007); Conde y col. (2008); 

Gamarra y col. (2008); Mendoza y col. (2008); Machicado y col. (2009) y Berland 

y col. (201 O). 

Del Campo y col. (1994) separando epidídimos de testículos de llama macho y 

utilizando la técnica de centrifugación en gradiente de Percoll, fecundó ovocitos 

madurados in vitro de llama logrando obtener por primera vez el desarrollo de 

embriones de camélidos sudamericanos producidos por FIV. 

Conde y col. (2006) utilizaron un sistema similar para FIV en llamas, recuperó 

gametos de animales vivos, los ovocitos fueron recuperados por punción folicular 

de ovarios expuestos por laparotomía lateral en hembras superovuladas y los 

espermatozoides fueron recuperados por electroeyaculación. 

Gómez y col. (2002) fecundaron ovocitos de alpaca con semen epididimario de 

llamas beneficiadas. Los ovocitos de alpaca fueron recuperados por punción de 

los folículos ováricos expuestos por laparotomía ventral en hembras 
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superovuladas. Este sería el primer reporte de la producción de embriones 

híbridos de alpaca-llama después de una fecundación in vitro heteróloga, 

experiencia que también fue reportada por Ratto y col. (2007). Sin embargo, Del 

Campo y col. (1995) indican que recuperaron ovocitos de alpacas superovuladas 

los cuales fueron fecundados con semen de llama y los embriones producidos 

desarrollaron hasta el estadía de blastocisto expandido. 

En Perú, también existen reportes sobre fecundación in vitro en alpacas 

(Gamarra y col., 2008; Mendoza y col. , 2008). Gamarra y col. (2008) congelaron 

espermatozoides epididimarios previamente diluídos en una solución de TRIS­ 

Fructosa con 10% de glicerol. Los pellets conteniendo los espermatozoides 

fueron descongelados y centrifugados en una gradiente de Percoll y 

resuspendidos en medio Fert-TALP suplementado con penicilamina, hipotaurina, 

epinefrina y heparina. Los ovocitos madurados in vitro fueron inseminados con 

una concentración de 10x106 espermatozoides/gota de 100ml de Fert-TALP. 

Por otro lado, Mendoza y col. (2008) compararon los métodos de gradiente de 

Percoll y Swim up para la recuperación de espermatozoides epididimarios para 

utilizarlos en la fecundación in vitre de ovocitos de alpaca aspirados de ovarios 

obtenidos en el camal. Los epidídimos fueron separados de los testículos y 

ordeñados sobre Sperm-TALP. Posteriormente fueron centrifugados en Sperm­ 

TALP y finalmente sometidos a uno de los dos tratamientos siguientes: 

centrifugados en una gradiente de Percoll o colocados en la estufa por 45-60 min 

con una inclinación de 45º. Los ovocitos previamente colocados en Fert-TALP 

fueron inseminados con una concentración final aproximada de 2.5 - 3.5 x 106 

espermatozoides/mi. 

En Bolivia, Machicado y col. (2009) recuperaron COCs por laparotomía en 

llamas superovuladas con eCG, los COCs fueron madurados in vitre en TCM- 

199 con BSA. Posteriormente, los ovocitos fueron inseminados con semen 

fresco tratado con proteasa. 
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En Chile, Berland y col., (2010), recuperaron COCs en llamas superovuladas con 

eCG y FSH. Los COCs expandidos colectados con ambos tratamientos fueron 

fecundados in vitro usando espermatozoides epididimarios. Los gametos fueron 

ca-incubados a 38.5º0 con 5% C02 por 1 8  h. Después de la fecundación in vitro, 

los presuntos cigotos fueron incubados en medio SOF suplementado con 0.6% 

de BSA con células de la granulosa de llama a 39ºC, 5% C02, 5% 02, 90% N2 

por 7 días. 

2.1. 7.1.  Lavado y selección de espermatozoides 

Al menos dos metodologías han sido descritas para el lavado de las células 

espermáticas y su selección en Camélidos Sudamericanos. Estas son: Swim­ 

up y gradiente de percoll (Del Campo y col. , 1994; Del Campo y col., 1995; 

Gómez y col., 2002; Conde y col., 2006; Ratto y col., 2007; Conde y col., 2008; 

Gamarra y col., 2008; Mendoza y col., 2008; Machicado y col., 2009; Berland y 

col., 2010). El método de swim-up separa los espermatozoides mótiles de los 

no mótiles. De este modo, una muestra de semen colocada en el fondo de un 

tubo que contiene medio de cultivo a 37° C, permitirá después de un tiempo de 

cultivo, que los espermatozoides mótiles se desplacen hacia la superficie del 

tubo (Parrish y col., 1986). 

El percal! está constituido por partículas coloidales de 1 5  a  30 nm de 

diámetro cubiertas con polivinilpirrolidona (PVP). El sistema de separación 

de espermatozoides consiste en la colocación, en un tubo estéril, de 2 

gradientes de percoll (55% y 90%) diluido en medio de cultivo Sperm-TALP. 

El semen se siembra en la parte superior del tubo y se centrifuga a 200 g 

durante 25 min. a temperatura ambiente. Algunas partidas de percoll 

utilizado, tienen efectos deletéreos sobre los espermatozoides. Este efecto 

es debido principalmente al PVP que rodea a las partículas coloidales. 

Un estudio realizado por Mendoza y col. (2008) comparó estas dos técnicas, 

gradiente de Percoll y Swim-up, para utilizarlos en la fecundación in vitro de 
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ovocitos de alpaca. Los resultados mostraron que, si bien los medios utilizados 

en las dos técnicas difieren entre sí, la separación por Swim-up fue más 

efectiva que la de gradiente de percoll . 

2 .1 .  7 .2. Cocultivo de ovocitos con espermatozoides 

Una vez que los espermatozoides han sido lavados, seleccionados y 

capacitados, se realiza el cocultivo de estos con los ovocitos madurados in 

vitro. 

2.1. 7 .2.1 .  Medios empleados y tiempo de cocultivo 

De acuerdo a la revisión bibliográfica, la mayoría de las experiencias llevadas 

a cabo en fertilización in vitro en Camélidos Sudamericanos, utilizan 

básicamente el  medios TALP para el lavado y capacitación del semen. A su 

vez, el cocultivo in vitro del semen con los ovocitos se realiza en un periodo de 

tiempo d e 1 8  a  24 h. 

En el tiempo de cocultivo, se emplean tres medios TALP diferentes según el 

momento en el que se util icen. 

• El medio Sperm-TALP se utiliza para el lavado del semen. 

• El medio TALP- Hepes se utiliza para la manipulación de los ovocitos. 

• El medio Fert-TALP se utiliza para el cocultivo de los ovocitos con los 

espermatozoides. 

La diferencia entre estos tres medios, radica en el contenido de NaCI, NaHC03, 

Na2HP04 y lactato de sodio. Asimismo, el medio Sperm-TALP se suplementa 

con heparina, para permit ir la capacitación de las células espermáticas, 

mediante el desplazamiento de las proteínas decapacitantes de la 

membrana plasmática y la estimulación de la apertura de los canales de 

calcio. 
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2.1.7.3. Relación ovocito/espermatozoide en el cocultivo 

La relación ovocitos/espermatozoides es importante durante la fertilización in 

vitro. De este modo, ha podido establecerse que si el número de células 

espermáticas es demasiado bajo en relación con el número de ovocitos, 

obtendremos resultados de fertilización pobres. Si por el contrario, el número 

de células espermáticas es demasiado alto se producen fenómenos de 

polispermia (First y Parrish, 1987; Saeki y col., 1995) .  

Independientemente del medio de fertilización utilizado, la mayor parte de los 

protocolos de fertilización in vitro, utilizan entre 0.5 y 3.5x106 células 

espermáticas/mi y el cocultivo con los ovocitos madurados in vitro, se lleva 

a cabo en microgotas de 50 µI, que contienen entre 5 y 1 O ovocitos (Del 

Campo y col., 1994; Del Campo y col., 1995; Gómez y col. , 2002; Conde y col., 

2006; Ratto y col., 2007; Conde y col., 2008; Gamarra y col. , 2008; Mendoza y 

col., 2008; Machicado y col., 2009; Berland y col., 2010). 

Cox y col. (1993) y Zhang y col. (1995) informan que la presencia de las 

células del cúmulus en los ovocitos cocultivados con los espermatozoides, 

incrementan los porcentajes de fertilización. Estos incrementos son debidos a 

que el cúmulus induce los mecanismos de capacitación espermática, 

facilitando la interacción del espermatozoide y la superficie de la zona 

pelúcida. 

2.1.8. Sistemas de cultivo in vitro de embriones 

En la actualidad existen tres sistemas para el cultivo de los cigotos y su 

posterior desarrollo in vitro hasta el estadio de blastocisto: el sistema de 

cocultivo, el cultivo en medios definidos y el cultivo en medios condicionados 

(Fukui y col., 1991 ;  Nagao y col. , 1995; Hernandez-Ledezma y col. , 1996; 

Marquant-Leguienne y Humbolt, 1998). 
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• Sistema de cocultivo: Este sistema, utiliza diferentes tipos celulares para 

cocultivar con los cigotos. Estos tipos celulares aportan a los cigotos, los 

elementos necesarios para el desarrollo in vitro y la superación del estado 

de bloqueo 8-16 células (Eyestone y First, 1989; Weimer y col., 1 99 1 ;  

Katska y col., 1995; Nagao y col., 1995; Abe y Hoshi, 1997). Los tipos 

celulares utilizados son: células del epitelio oviductal (BOEC), células del 

cúmulus, células de la granulosa, monocapa de células uterinas o bien, 

líneas celulares definidas tales como BRL (buffalo cell liver rat) y Vero. 

• Sistema de cultivo con medios definidos: Este s istema incluye a los 

medios SOF, SOFM; CR1a, CZB, mTLP-PVA y KSOM (Kim y col. , 1993; 

Carolan y col., 1995; Keskintepe y col. , 1995; Lee y Fukui, 1995; 

Keskintepe y Brackett, 1996; Palasz, 1996; Takahashi, y col . ,  1996). Estos 

medios eliminan la variabilidad de los resultados, la utilización extra de 

subproductos de origen animal y tienden a simplificar los sistemas de 

cultivo (Carolan y col., 1995; Marquant-Leguienne y Humbolt, 1998). 

2.2. ANTECEDENTES 

Muy pocos estudios han sido conducidos sobre la maduración in vitro de 

ovocitos (Del Campo y col., 1992; Del Campo y col., 1994; Sansinema y col., 

2003; Sansinema y col., 2007; Miragaya y col., 2002; Chaves y col. , 2003; Ratto 

y col., 1999; Ratto y col., 2005; Ratto y col. , 2007; Ruiz y Correa, 2007) en 

camélidos sudamericanos. 

Complejos Ovocito Cúmu lo (COCs) de llama fueron madurados in vitro (MIV) por 

primera vez por Del Campo y col. (1992), utilizando un tiempo de 36 h de 

maduración en medio TCM-199 suplementado con suero fetal bovino, piruvato 

de sodio, Hormona Folículo Estimulante (FSH) , estradiol y sulfato de 

gentamicina, obteniendo 62% de ovocitos que alcanzaron el estadio de metafase 

1 1 .  En otro experimento, Del Campo y col. (1994) obtuvieron 30% de ovocitos en 

metafase II luego de 30 h de MIV. Distintos protocolos de recuperación de COCs 
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se utilizaron en ambos experimentos lo que podría explicar los diferentes 

resultados. 

Así mismo, Ratto y col. (1999) utilizando un protocolo similar de MIV mejoraron 

sustantivamente los resultados anteriores. En este trabajo evaluaron 26, 30 y 36 

h de maduración in vitro de COCs de llamas, teniendo como resultados 58%, 

73% y 75% de ovocitos que alcanzaron el estadio de metafase II sin notarse 

diferencias estadísticas significativas entre los tres tiempos. Por otro lado, 

Miragaya y col. (2002) utilizando un tiempo de 30 h con un medio diferente a los 

casos anteriores (TCM 199 con bicarbonato, 10% de suero fetal bovino y 

glutamina), obtuvieron 62% y 74% de ovocitos en metafase 1 1  para COCs 

recuperados de llamas sin superovulación y con superovulación, 

respectivamente. 

En otro estudio, Ratto y col. (2005), utilizando un medio de maduración 

consistente en TCM-199 suplementado con piruvato de Na 0.2mM, sulfato. de 

gentamicina 25 µg/ml, FSH 0,5 µg/ml, estradiol 17-13 1 µg/ml y suero fetal bovino 

al 10%, encontraron 77.7%, 80.6% y 80.4% de ovocitos maduros cuando 

utilizaron 28, 30 y 36 h para la maduración in vitro de COCs de llama sin notar 

diferencias estadísticas entre los tres tiempos. Por otro lado, Sansinema y col. 

(2003) utilizando 30 h para la MIV de COCs de llama y adicionando la hormona 

LH en la preparación del medio (TCM-199, 5 µg/ml de FSH, 1 0  µg/ml de LH, 1 

mg/ml de estradiol 17-13 y 10% de suero fetal bovino), obtuvieron 52% de 

ovocitos maduros. Posteriormente el mismo grupo de investigación (Sansinema 

y col. 2007) utilizando un medio diferente para la MIV de ovocitos de llama 

consistente de TCM-199, 5 µg/ml de FSH, 10  µg/ml de LH, 10  ng/ml de EGF, 10  

ng/ml de IGF-1 y 1 µg/ml de estradiol 17-13 y 10% de suero fetal bovino, 

mejoraron su anterior resultado con 74% de ovocitos en metafase II luego de 30 

h de MIV. 
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También se han madurado con éxito ovocitos de vicuña y alpaca. Chaves y col. 

(2003), reportaron la primera maduración in vitro de ovocitos de vicuña utilizando 

un tiempo de 27 h para la maduración en un medio similar al utilizado por 

Miragaya y col. (2002) consistente de TCM-199 con bicarbonato, 10% de suero 

fetal bovino y glutamina; obteniendo 41 % de maduración nuclear con extrusión 

del primer cuerpo polar. 

En alpacas, Gómez y col. (2002) y Ratto y col. (2007) han utilizado 26 h para la 

maduración in vitro de ovocitos recuperados por laparatomía ventral. Gómez 

obtuvo 46% y 40% de ovocitos en metafase 1 1  en alpacas donantes 

superovuladas con FSH y eCG respectivamente. 

Por otro lado, Ruiz y Correa (2007) maduraron ovocitos de alpaca y llama 

durante 27 y 30 h respectivamente en un medio compuesto por TCM-199 

suplementado con piruvato de Na 0.2 mM, sulfato de gentamicina 50 µg/ml, FSH 

0,02 unidades/mi, estradiol 17-� 1 µg/ml y suero fetal bovino al 10%. Obtuvieron 

tasas de 75% y 100% de ovocitos maduros de llama y alpaca respectivamente. 

En otro estudio Huanca y col. (2009), utilizando un medio de maduración 

compuesto por TCM-199 suplementado con 10% FCS (v:v), 0.5 µg mL-1 FSH, 10  

µg mL-1 hCG, 0.2 mM piruvato de sodio, 50 µg mL-1 gentamicina y 1 µg mL-1 

Estradiol, encontraron 18 .9% ,  42 .9% y 65.8% de ovocitos maduros de alpaca 

que llegaron a Metafase II  cuando utilizaron 30, 34 y 38 h de la cultivo 

respectivamente. 
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1 1 1 .  MATERIALES Y MÉTODOS 

3.1. Localización de la zona de investigación y muestreo 

El trabajo de investigación se llevó a cabo en las instalaciones del Laboratorio de 

Biotecnologías Reproductivas de la Universidad Nacional de Huancavelica - 

Ciudad Universitaria, Paturpampa. 

Las muestras de ovarios . y testículos de alpaca se colectaron en el Camal 

Municipal de Huancavelica situado a 5 Km de la ciudad, a una altitud de 3680 

msnm, con una temperatura ambiental promedio de 1 1 .5 ºC .  

3.2. Población y muestra 

La población estuvo conformada por el total de alpacas sacrificadas en el Camal 

Municipal de Huancavelica. La muestra se tomó a 352 alpacas de manera no 

probabilística por las características de las mismas, para cuyo efecto, se 

consideró los criterios: oportunidad y cantidad de beneficios. 

Como unidad de muestra se tomó 750 ovarios de alpaca. 
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3.3. Maduración in vitro 

3.3.1. Obtención de ovarios 

Los ovarios se obtuvieron de alpacas sacrificadas en el Camal Municipal de 

Huancavelica y fueron recogidos rápidamente tras el desuello de los animales. 

Se transportaron al laboratorio en un termo a temperatura ambiente (15-18ºC) y 

siempre dentro de las dos horas siguientes a la obtención de los mismos. Una 

vez en el laboratorio se lavaron cuatro veces con solución salina fisiológica 

(SSF) al 0.9% atemperada a 37°C, para eliminar la sangre y adherencias. Los 

ovarios se depositaron en un vaso de precipitado de 50 mi con SSF y se dejó 

atemperar a 37ºC por 1 O minutos. 

3.3.2. Recuperación de ovocitos 

Se obtuvo Complejos Ovocito-Cúmulo (COCs) de acuerdo al protocolo descrito 

por Ratto y col. (2005) con algunas modificaciones. 

Se procedió al aspirado de los folículos (2 a 6 mm) mediante agujas 21 G en 

jeringas de 1 O mi las cuales contenían medio de maduración (IVM) en una 

cantidad de 2 mi, todo esto se procedió sobre una platina térmica atemperada a 

37.5ºC. Luego de la aspiración, el líquido folicular contenido en la jeringa fue 

transportado a la estufa eléctrica por espacio de 5 minutos a 37.5ºC para 

posteriormente ser depositado sobre placas de Petri (atemperadas y 

demarcadas en cuadrículas) e iniciar la selección. 

Se clasificó y seleccionó los COCs utilizando la tabla descrita por Ratto y col. 

(2005), categorizándolos del I al IV según la compactación del cúmulo y el 

aspecto citoplasmático, para lo cual se utilizó una micropipeta de 1 O µI y una 

lupa estereoscópica con un aumento de 20 X, se procedió a hacer la selección 

en la placa de Petri, manteniendo constante la temperatura. 
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Así se seleccionó sólo los ovocitos de categoría I y 1 1 ,  descartando 

inmediatamente aquellos de pequeño tamaño, con cúmulus muy oscuros y 

aquellos que tenían un citoplasma irregular con áreas muy claras o muy oscuras. 

3.3.3. Maduración de ovocitos seleccionados 

La maduración de los ovocitos se realizó de acuerdo al protocolo descrito por 

Ratto y col. (2005) con algunas modificaciones introducidas por Ruiz y col. 

(2011 ). 

El cultivo in vitro de los ovocitos seleccionados como aptos para la maduración, 

se realizó en microgotas de 50 µI de medio de maduración Tisuue Culture 

Medium - 199 (TCM-199) suplementado con HEPES 25mM, Piruvato de sodio 

0.2 mM, Sulfato de gentamicina 50 µg/ml, FSH 0.02 unidades/mi, Estradiol 17-13 

1 µg/ml y Suero Fetal Bovino (FCS del ingles Fetal Calf Serum) al 10% (v/v). 

Las microgotas se prepararon en placas de cultivo estériles desechables, de 

35x1 O mm y se cubrieron con aceite mineral. Seguidamente, las placas se 

colocaron en una cámara de cultivo a 38.5ºC, 5% de C02 y 90% de humedad, 

durante 2 h (tiempo de equilibrio) antes de colocar los ovocitos seleccionados. 

Posteriormente, se colocaron entre 1 O a 15  ovocitos en cada microgota. 

La maduración de los ovocitos se realizó en cámara de cultivo a 38.5ºC, 5% C02 

y 90% de humedad, durante 24, 28 y 32 h. 

3.3.4. Evaluación del estadío nuclear de los ovocitos 

Para visualizar las estructuras cromosómicas se utilizó una metodología de 

fijación y tinción basada en la técnica descrita por Chang (1951) ,  con algunas 

modificaciones. 

En primer lugar, se procedió a limpiar y desengrasar los portaobjetos y 

cubreobjetos utilizando una mezcla de etanol (96%) y éter etílico ( 1 :  1  ); luego, 
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sobre los cubreobjetos, se colocó una cantidad mínima de vaselina comercial a 

la misma distancia de las cuatro esquinas del cubreobjetos. 

Transcurrido el tiempo de maduración, los ovocitos seleccionados para la fijación 

y tinción se extrajeron del medio de cultivo y se introdujeron en una solución de 

hialuronidasa 1 mg/ml por 1 minuto, pasado este tiempo se aspiraron 

repetidamente con una micropipeta de 20 µI con el objeto de remover 

completamente las células del cúmulo adheridas a la zona pelúcida, para luego 

ser lavados en PBS al 1 %. 

Sobre el portaobjetos se depositó una pequeña gota de PBS en la que fueron 

incluidos 5 ovocitos, y sobre ellos se colocó el cubreobjetos, se presionó 

ligeramente hasta contactar con la gota, evitando que los ovocitos se revienten. 

El siguiente paso fue la introducción del portaobjetos en una cubeta de plástico 

que contenía el fijador Carnoy a 4ºC (metano! absoluto:ácido acético glacial, 3 :1)  

durante 24 h para su fijación. Después de este periodo de tiempo, los 

portaobjetos se extrajeron de la solución de fijación y se secaron con papel 

absorbente. Luego de esto, se cogió el colorante (orceína acética al 1%) con una 

micropipeta de 100 µI, y se dejó caer la gota sobre uno de los extremos del 

portaobjetos; de esta manera, el colorante pasó poco a poco por capilaridad, a 

través de todo el espacio entre portaobjetos y cubreobjetos hasta llegar al 

extremo opuesto, el exceso de colorante se eliminó y se dejó reposar por 8 

minutos, pasado este tiempo se procedió a decolorar las muestras utilizando una 

solución de glicerol:ácido acético:agua destilada (1 : 1  :3). 

La morfología nuclear de los ovocitos teñidos se examinó bajo un microscopio 

óptico, con objetivo de 40X, para luego ser clasificados en 4 categorías en 

función a su estadía nuclear: Vesícula Germinal (VG), Vesícula Germinal Rota 

(GVBD), Metafase 1 (M-1) y Metafase 11 (Mi i) .  
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3.4. Fecundación in vitro 

3.4.1. Recuperación y selección de espermatozoides 

Se colectaron testículos de alpacas sacrificadas (superiores a 3 cm de diámetro), 

los que fueron trasladados al laboratorio en termos a una temperatura ambiente 

(15-18ºC), dentro de las dos horas siguientes a la obtención de los mismos. 

La recuperación de espermatozoides se realizó de acuerdo al protocolo descrito 

por Ratto y col. (2005) con algunas modificaciones, se separó los conductos 

deferentes y el epidídimo del testículo, previo lavado de estos con SSF 0.9% 

atemperados a 37°C, para posteriormente depositarlos en una placa de Petri y 

adicionarles 2 mi de medio Sperm-TALP suplementado con 2 mg/ml de BSA, 

piruvato de sodio al 1 mM y sulfato de gentamicina 50 µg/ml, se procedió a 

realizar cortes transversales del epidídimo y hacer el ordeñado de estos. 

Los espermatozoides recuperados se lavaron y seleccionaron mediante la 

técnica de swim-up: se colectó y depositó 1 mi del ordeñado del epidídimo en un 

eppendorf y se llevó a la centrífuga a 1500 rpm por 5 minutos, obteniendo un 

pellet en el fondo del eppendorf. Se retiró el sobrenadante dejando una mínima 

cantidad, para posteriormente vortexear y disolver el pellet. El homogenizado se 

colectó con una micropipeta de 100 µI y se depositó en el fondo de un eppendorf 

que contenía 1 mi de medio Fert-TALP, luego se llevó a la incubadora a 37ºC 

durante 30 minutos a 90% de humedad y 5% de C02, con una inclinación de 45°. 

Pasado los 30 minutos, se colectó el sobrenadante y se depositó en otro 

eppendorf para ser centrifugado a 1500 rpm por 3 minutos, se retiró el 

sobrenadante dejando una mínima cantidad y se homogenizó, se llevó a la 

incubadora por unos minutos hasta su utilización. 
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3.4.2. Preparación de los ovocitos 

Después del tiempo de maduración in vitro (24, 28 y 32 h), se soltó ligeramente 

las células del cúmulo mediante agitación mecánica con una micropipeta de 25 

µl. Los ovocitos se lavaron en cuatro gotas de medio Fert-TALP, para luego ser 

depositadas en gotas de fecundación hasta el momento de la inseminación. 

El medio de fecundación se dispuso en microgotas de 50 µI de Medio Fert-TALP, 

en placas de Petri estériles de 35x1 O mm. Las microgotas se cubrieron 

totalmente con aceite mineral y se equilibraron en la incubadora de C02 a 38.5 

ºC por espacio de 2 h antes de iniciar la fecundación in vitro. En cada microgota 

se colocaron 5 ovocitos. 

3.4.3. Fertilización de ovocitos 

La fecundación in vitro se realizó de acuerdo al protocolo descrito por Ratto y col. 

(2005). A cada gota de fecundación se añadió 5 µI de suspensión de 

espermatozoides capacitados, con una concentración final aproximada de 1 .5- 

2x106 espermatozoides/mi. Ovocitos y espermatozoides se mantuvieron juntos, 

en la incubadora durante 1 8  h  a  38.5ºC, 90% de humedad y 5% de C02. 

3.5. Cultivo in vitro de embriones 

El cultivo in vitro de embriones se realizó de acuerdo al protocolo descrito por 

Martínez-Díaz y col. (2007). Luego de la inseminación, los ovocitos se cultivaron 

por 7 días en gotas de 50 µI de Medio Fluido Oviductal Sintético (SOF-IVC) 

suplementado con 3 mg/ml de BSA en una incubadora a 38.5°C, 90% de 

humedad y 5% de C02. 
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3.6. Evaluación de los resultados 

3.6.1. Clasificación de ovocitos 

Luego de la aspiración folicular, los Complejos Ovocito-Cúmulo (COCs) se 

clasificaron de acuerdo a la compactación del cúmulo y su aspecto 

citoplasmático, según los criterios de Ratto y col. (2005). 

Tabla 01.  Clasificación del Complejo Cúmulo Ovocito (CCOs) de Alpaca 

Categorías Características por Categoría 

COCs con cúmulos de capas múltiples (>5 capas), 

1 compacto, claro y transparente; citoplasma con 

granulación fina y homogéneo. 

COCs parcialmente rodeados por células del cúmulo 

(entre 2-4 capas) más oscuros y menos 
2 

transparentes; citoplasma de granulación más 

gruesa y más oscura que en la categoría 1 .  

COCs con cúmulo s 1 capa de granulosa o en partes 
3 

desnudo. 

Incluye a los ovocitos con cúmulo expandido, 

4 parcialmente desnudos o totalmente desnudos; 

citoplasma granular. 

Fuente. Ratto y col. (2005). 

3.6.2. Evaluación del estadio nuclear de los ovocitos 

Luego de la fijación y tinción de los ovocitos se evaluó las siguientes 

configuraciones meióticas, según los criterios de Villamediana (1998). 

•:• Ovocitos inmaduros: 

• Vesícula germinal (VG): El núcleo del ovocito está intacto. La membrana 

nuclear es visible y la cromatina está solamente dispuesta alrededor del 
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nucleolo, que habitualmente también está presente. En el resto del 

núcleo hay pocas zonas que se tiñen con orceína aunque, a veces, la 

cromatina se distribuye en grumos que sí se tiñen. 

• Vesícula Germinal Rota (GVBD, "Germinal Vesicle Breakdown") 

Desaparecen la membrana nuclear y el nucleolo, lo que constituye la 

degradación y desaparición de la vesícula germinal (GVBD). A veces, se 

observa la membrana nuclear de forma difusa, y los cromosomas 

bivalentes comienzan a contraerse e individualizarse. 

• Metafase 1 (M-1): Los cromosomas se encuentran condensados e 

individualizados al máximo, generalmente agrupados en masa y 

aglutinados en la zona ecuatorial del ovocito. 

• Anafase 1 (A-1): Ocurre cuando los cromosomas, que se encuentran bajo 

división o segregación, se disponen a lo largo del huso acromático. 

•:• Ovocitos maduros: 

• Telofase 1 (T -1): La posición de los cromosomas es terminal, en ambos 

polos del huso acromático. A veces se puede observar la membrana del 

primer corpúsculo polar, aunque el huso acromático esté todavía 

presente. 

• Metafase 11 (M-11): En este estadio los cromosomas están contraídos y 

situados en el ecuador del segundo huso acromático. Además, también 

se visualizan los cromosomas correspondientes al primer corpúsculo 

polar. 

•!• Ovocitos con el material nuclear degenerado 

• Degenerados (DEG): Todas aquellas estructuras nucleares (que se tiñen 

con la orceína) que se encuentran dispersas e incompletas, o grandes 

zonas vacuolizadas y fragmentadas en el citoplasma del ovocito. 
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3.6.3. Evaluación del desarrollo embrionario 

El desarrollo embrionario se evaluó de acuerdo a la tasa de división celular, así 

se dividió en: 

./ Segmentado (día 2-4): De 2 a 16  células . 

./ Mórula temprana (día 5): El cigoto presenta aproximadamente entre 16 

y 32 células, su forma es similar a la de una mora en la cual es posible 

distinguir individualmente a los blastómeros. Su masa celular ocupa casi 

todo el espacio perivitelino . 

./ Mórula compacta (día 5-6): Aproximadamente entre 32 y 64 

blastómeros. Éstos están unidos y constituyen una masa compacta que 

ocupa sólo el 60 a 70% del espacio perivitelino . 

./ Blastocisto temprano (día 7): Aproximadamente entre 100 y 200 

células. Se caracteriza por el comienzo del transporte de fluido en las 

células trofoectodérmicas y por la formación de una cavidad (blastocele) 

en el interior del embrión, dando la apariencia de un anillo de sello. El 

blastocisto temprano ocupa 70-80% del espacio perivitelino. Es posible 

diferenciar el trofoblasto de la masa celular interna . 

./ Blastocisto expandido (día 7-8): Más de 200 células. El diámetro 

aumenta considerablemente, con el consecuente adelgazamiento de la 

zona pelúcida a un tercio de su espesor original. Los embriones que 

llegan a este estadio generalmente se degeneran por deshidratación . 

./ Blastocisto protruido (día 8-9): Aproximadamente entre 200 y 800 

células. Los embriones han abandonado la zona pelúcida. Su forma 

puede ser esférica, con un blastocele bien definido o colapsado. 
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3. 7. Diseño estadístico 

Las diferencias estadísticas de los experimentos (maduración nuclear de 

ovocitos y desarrollo embrionario) fueron comparadas utilizando análisis de 

varianza (ANOVA, a=0.05) después de la transformación arcsen de los datos. Se 

utilizó la prueba de Duncan para contrastar la diferencia entre promedios. 

El modelo estadístico a utilizar para describir una observación fue: 

Los componentes del modelo son: 

• Y¡¡ = observaciones (% VG, GVBD, MI y Mii ;  Segmentación, mórula y 

blastocisto) 

• µ = media general 

• T; = efecto de los tratamientos (T1 =24h, T2=28h y T3=32h) 

• eij = error asociado a cada observación. 
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Figura 01. Porcentaje de recuperación de ovocitos de 
Vicugna pacas "alpaca" luego de la aspiración folicular. 

Camal Municipal de Huancavelica. 
(noviembre, 2011 - abril, 2012) 
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Fuente: Elaboración propia 
Figura 02. Categorías morfológicas de ovocitos de Vicugna pacos •• alpaca". Microscopio 
óptico (Leica CME). Objetivo 20X. 1) Categoría 1: Ovocito con células del cúmulo compacto, 
claro y transparente con más de cinco capas; 2) Categoría 11: Ovocito rodeado por células 
del cúmulo, entre dos y cuatro capas 3) Categoría 111: Ovocito parcialmente rodeado por 
células de cúmulo, entre uno y dos capas; 4) Categoría IV: Ovocito desnudo, rodeado sólo 
por la zona pelúcida. 
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Figura 03. Categorización moñológica de ovocitos colectados de 
ovarios de Vicugna pacos "alpaca". Camal Municipal de Huancavelica 

{noviembre, 2011 - abril, 2012) 
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Figura 04. Porcentaje de ovocitos aptos (OVA) y no aptos 
(OVNA) por ovario (OVR) de Vicugna pacos "alpaca". 

Camal Municipal de Huancavelica 
( noviembre, 2011 - abril, 2012) 

II OVA/OVR w OVNA/OVR 
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Fuente: Elaboración propia. 
Figura 05. Ovocitos de alpaca de categoría I y II clasificados como aptos para la maduración 
in vitro. Microscopio óptico (Leica CME). Objetivo 20X. 
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Figura 06. Porcentaje de ovocitos de Vicugna pacas •alpaca" en Metafase 
11 (M-ll) después de 24, 28 y 32 h de cultivo in vitro. 
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Figura 07. Porcentaje de ovocitos de Vicugna pacas "alpaca" en estadío de 
Metafase 1 (M-1), Vesícula Germinal (VG) y Vesícula Germinal Rota (GVBD) 

después de 24, 28 y 32 h de cultivo in vitro. 
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Fuente: Elaboración propia. 
Figura 10. Ovocitos de Vicugna pacas "alpaca" en estadio de Vesícula Genninal (VG). 
Tinción con orceína acética al 1%. Microscopio óptico (leica CME). Objetivo 40X. 1-2-3- 

4) VG-0: nucléolo evidente y cromatina filamentosa localizada en toda el área; 5) VG-1: 
nucléolo evidente y cromatina dispuesta en fonna de herradura de caballo alrededor 
del nucléolo; 6) VG-H: nucléolo evidente con cromatina en forma de herradura de 
caballo alrededor del nucléolo, pero con algunos agregados de cromatina teñidos. 
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Figura 11 .  Ovocitos de Vicugna pacos "alpaca" en estadio de Vesícula Germinal Rota 
(GVBD). Tinción con orceína acética al 1 %. Microscopio óptico (Leica CME). Objetivo 
40X. GVBD: ausencia de la vesícula germinal, condensación de cromosomas 
bivalentes. 
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Figura 12. Ovocitos de Vicugna pacas "alpaca" en estadío de Metafase 1 (M-1). Tinción 
con orceína acética al 1%. Microscopio óptico (Leica CME). Objetivo 40X. M-1: 
Cromosomas dispuestos en el ecuador del huso acromático 1-2-3) Metafase I vista 
frontalmente; 4-5) Metafase I vista lateralmente, es notorio la formación del huso 
acromático; 6) Placa metafásica completa, presencia de 74 cromosomas (2n=74). 
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Fuente: Elaboración propia. 
Figura 13. Ovocitos de Vicugna pacos "alpaca" en estadio de Anafase (A) y Telofase 
(T). Tinción con orceína acética al 1%. Microscopio óptico (Leica CME). Objetivo 40X.1- 
2) Ovocitos en Anafase I con los cromosomas desplazándose hacia los polos del huso 
acromático; 3-4) Ovocitos en Telofase I con los cromosomas en el polo del huso 
acromático. 
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Figura 14. Ovocitos de Vicugna pacas "alpaca" en estadio de Metafase 11 (M--11). Tinción 
con orceína acética al 1 %. Microscopio óptico (Leica CME). Objetivo 40X. Cromosomas 
en metafase 11 {M) dispuestos en el segundo huso acromático y presencia del primer 
corpúsc:ulo polar (CP). 
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figura 15. porcentaje total de embriones segmentados luego de 48 h de 
fecundación in vitro. 
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Figura 16. Porcentaje total de embriones en estadio de blastocisto 
expandido luego de 7 días de la fecundación in vitro. 
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Figura 17. Embriones de Vicugna pacos "alpaca" en estadio de segmentación. Microscopio 
invertido (Novel Ningbo XDS403AT). Objetivo 40X. 1) Embñón de dos células; 2) Embñón 
de tres células; 3) Embrión de cuatro células; 4) Embñón de cinco células; 5) Embrión de 
seis células; 6) Embrión de más de ocho células 
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Figura 18. Embriones de Vicugna pacos "alpaca" en estadío de Mórula. Microscopio 
invertido (Novel Ningbo XDS-403An. Objetivo 40X. 1-2) Mórula temprana; 3-4) Mórula 
compacta. 
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Figura 19. Embñones de Vicugna pacas "alpaca" en estadio de blastocisto expandido. 
Microscopio invertido (Novel Ningbo XDS-t03A T). Objetivo 40X. Nótese el aumento de 
tamaño en un 150% y el adelgazamiento de la zona pelúcida. 
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V. DISCUSIONES 

5.1. Recuperación de ovarios y selección de ovocitos 

La recuperación de ovarios y la selección de ovocitos, representan la etapa 

inicial de este proceso. En general, los ovarios recuperados en el Camal, 

provienen de hembras de diferentes edades y condiciones fisiológicas. Así, 

Leibfried y First (1979) demostraron que la capacidad de maduración in vitro de 

ovocitos bovinos no depende del momento del ciclo estral en que son obtenidos 

los folículos. De este modo, en el presente estudio, la recuperación de ovarios de . 

alpacas se realizó del total de hembras sacrificadas en el Camal Municipal de 

Huancavelica las que fueron empleados al azar como donantes de ovocitos, para 

cuyo efecto, se consideró los criterios: oportunidad y cantidad de beneficios. 

La apariencia de la superficie de los folículos, ha sido propuesta como 

una característica importante para la preselección de los ovocitos, permitiendo 

mejorar los índices de maduración y fertilización in vitro (Grimes e lreland, 

1986). En los Camélidos Sudamericanos, a parte de los folículos normal, se ha 

descrito la presencia de folículos quísticos (Bravo, 1997; Sumar, 1983) y 

hemorrágicos (Adams y col., 1991 ;  Tibary y Anouassi, 1997), ambas estructuras 

con similitudes y diferencias, pero desconocidas en sus efectos sobre la función 

reproductiva. 
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Sobre la base de estas teorías, en el presente estudio, se seleccionaron y 

aspiración 1551 folículos de superficie clara provenientes de 173 ovarios (OVR) 

de alpaca recolectados del Camal Municipal de Huancavelica, lo que produjo una 

cifra media de 8.9 ± 1 .22 folículos por ovario (máximo 30 - mínimo 1 ), se 

descartó inmediatamente aquellos que presentaban folículos quísticos y 

hemorrágicos. Por otro lado, del total de folículos aspirados se recuperaron 862 

ovocitos (OVT) (Tabla 01) ,  lo que supone un 56.67% de recuperación de 

ovocitos con respecto al número total de folículos ováricos aspirados (Figura 01) .  

Diversos autores, señalan que el número total de ovocitos obtenidos por ovario, 

varía de acuerdo al método de recolección utilizado. De este modo, Del Campo y 

col. (1992; 1994) utilizando dos metodologías diferentes de recolección de 

ovocitos, lograron recuperar para el método de desmenuzado de tejido ovárico 

un total de 27 ovocitos por llama; mientras que con la metodología de aspiración 

folicular se recuperó 6.4 ovocitos por llama, deduciéndose que la mayor tasa de 

recuperación esta dada por el método de desmenuzado. 

Sin embargo, algunos autores (lwazaki y col . ,  1987; Hamano y kuwayana, 1993) 

señalan que el método de corte, produce la incisión al azar tanto de la superficie 

ovárica como el interior. Este hecho deriva en liberación de ovocitos de folículos 

menores a 2 mm de diámetro, cuya capacidad de maduración in vitro es menor 

en comparación a los ovocitos obtenidos de folículos de mayor diámetro. 

En este estudio se eligió la aspiración folicular porque se consideró, como factor 

muy importante, la rapidez en la obtención de los ovocitos ya que, este proceso, 

exige que las condiciones de temperatura y pH varíen lo menos posible desde 

que se obtienen los ovarios hasta que los ovocitos se introduzcan en el medio de 

maduración. 

Los resultados obtenidos en el presente estudio, indican que el número promedio 

de ovocitos aspirados por ovario de alpaca fue de 5.04 ± 1 .27 (Tabla 03). Estos 

resultados se ubican en un rango superior a lo informado por Ruiz y col. (2007) 
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que reportaron un total de 3.5 COCs/ovario; pero inferior a lo reportado por 

Gamarra y col. (2008) que obtuvieron una media de 8.5 ovocitos/ovario de 

alpaca. Es importante señalar que esta variabilidad puede estar motivada por la 

experiencia del operador en la colección de los ovocitos y a las variaciones 

propias de los ovarios (edad del animal, raza y estado reproductivo). 

De todos los ovocitos recuperados, en este estudio, se seleccionaron como 

aptos (OVA) para la maduración y fecundación in vitro un total de 69.24 ± 1 .54% 

(Figura 04), divididos en dos categorías morfológicos (1 y 1 1 )  (Figura 02 y 05). 

Este valor, es similar al 69% obtenido por Ruiz y col. (2007); pero inferior al 89% 

y 81% indicados por Ratto y col. (2007) y Gamarra y col. (2008) 

respectivamente. 

Por otra parte, Leibfried y First (1979) informan que la estructura que presentan 

los ovocitos recogidos de los ovarios, brinda la posibilidad de predecir su 

capacidad de reiniciar la meiosis. De este modo, dichos autores proponen la 

posibilidad de seleccionar los ovocitos basados en su apariencia general (células 

del cúmulus y apariencia del citoplasma). Así se ha podido clasificar los COCs 

en cuatro categorías (Figura 02) y se ha demostrado que las categorías I y 1 1 ,  

representado por ovocitos rodeados completamente por más de tres capas de 

células del cúmulus, así como la apariencia homogénea y compacta del 

ooplasma, tienen la mayor capacidad de maduración in vitro. 

Los resultados obtenidos en el presente estudio, indican que sobre un total de 

862 ovocitos colectados, seleccionados y clasificados, se obtuvieron 19.  75 ± 

4.10% de ovocitos en categoría 1 ,  49.49 ± 4.99% categoría 1 1 ,  16.64 ± 1 .4 1% 

categoría I I I  y 14 . 12  ± 1.26% categoría IV, estos dos últimos fueron considerados 

como no aptos (OVNA) para la maduración y fecundación in vitro, por su baja 

viabilidad en el desarrollo embrionario (Tabla 02 y Figura 03). Estos valores 

difieren con el trabajo reportado por Ramos (2009), posiblemente debido a que 

en dicho trabajo el tamaño de muestra fue bajo. Otros autores (Mendoza y col., 
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2008), utilizaron también diferentes categorías morfológicas, principalmente la I y 

I I  sin mostrar resultados de la selección y clasificación. 

El número de ovocitos aptos y no aptos por ovario fue de 3.49 ± 0.87 y 1 .56 ± 

0.41 respectivamente (Tabla 03). La relación existente entre los ovocitos aptos y 

no aptos por ovario obtenido, está directamente relacionada con las tres 

variables involucradas: recolección y transporte de los ovarios, métodos e 

instrumental empleados para la obtención de los ovocitos y el correcto criterio 

empleado para su selección. En este sentido, el entrenamiento adecuado del 

operador, la calidad y procedencia del material originario (ovarios) son 

importantes a la hora de evaluar resultados. 

El análisis estadístico (media y desvío estándar) de los caracteres analizados 

(OVT/OVR, OVA/OVR y OVNA/OVR), indica que no existen diferencias 

significativas (p>0.05) entre las 8 réplicas (Tabla 03). 

5.2. Evaluación del estado nuclear de los ovocitos 

Como se ha señalado en la primera parte, el objetivo de este estudio fue 

determinar el tiempo óptimo de maduración nuclear in vitro de ovocitos de 

alpaca, dada la escasez de literatura existente al respecto. 

La información concerniente a este tema, indica que la maduración de ovocitos 

de mamíferos está implicada estrechamente en tres sucesos importantes: la 

progresión meiótica, la regulación de la penetración espermática y la 

descondensación de la cabeza del espermatozoide (Swain y Smith, 2007). Por 

todo esto, la adquisición de la capacidad de desarrollo por parte de los ovocitos 

madurados in vitro es un factor limitante para que se puedan alcanzar con éxito 

las fases de fecundación, división y desarrollo embrionario (Eppig y col., 1994). 

Otra de las causas resaltantes de la importancia de determinar el tiempo óptimo 

en la maduración in vitro de ovocitos se ilustra, también, mediante los resultados 
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de los estudios en animales que muestran que el envejecimiento de ovocitos 

puede ser la causa de la fertilidad reducida si la inseminación in vivo se retrasa 

(Hunter, 1989). Además, el retraso de la inseminación in vitro se ha asociado con 

la capacidad del ovocito de ser fertilizado pero no llegar a desarrollarse hasta 

estados embrionarios superiores, esto como resultado de los trastornos en los 

gránulos corticales y los microtúbulos (Long y col., 1994). 

En cuanto al criterio de maduración nuclear, diversos autores han considerado, 

como ovocito maduro, aquel que se encuentre en el estadía de metafase 1 1 .  

Algunos trabajos designan como ovocitos madurados a aquellos en los que se 

produjo la desaparición de la vesícula germinal (GVBD), incluyendo los estadios 

de GVBD, metafase 1 , Anafase I y Telofase 1, además de la metafase 11 (Dekel y 

Scherlzly, 1985; Feng y col., 1988; Downs y col., 1988; Downs S. ,  1989; 

Armstrong y col., 1991 ;  Brucker y col., 1991 ). Sin embargo, en este estudio, se 

estableció el criterio de maduración de ovocitos en el estadía de metafase 1 1 ,  ya 

que es el estadía al que tiene que llegar el ovocito antes de la fecundación en 

condiciones in vivo y, por lo tanto, el más apropiado para valorar, con la máxima 

certeza, el éxito de la progresión meiótica durante la maduración in vitro. 

En el presente estudio se evaluó el efecto del tiempo de maduración in vitro 

sobre el porcentaje de maduración nuclear de ovocitos de alpaca, 

estableciéndose para esto, tres tiempos de cultivo específicos: 24, 28 y 32 h; de 

esta manera, se pudo obtener los valores porcentuales del total de ovocitos en 

cada estadía meiótico alcanzado (Vesícula Germinal, Vesícula Germinal Rota, 

Metafase I y Metafase 11) (Tabla 04 y 05). Así se observó que, tras 32 h de 

cultivo, la tasa de maduración nuclear en estadio de metafase 11 (ovocitos 

maduros) (Figura 14) alcanzó un 65.08 ± 10.69%, seguida de un 50.33 ± 5.17% 

a las 28 h y finalmente un 46.33 ± 8.45% a las 24 h de cultivo in vitro (Figura 06). 

En cuanto a la media porcentual de ovocitos inmaduros en el estadía de 

metafase 1 (M-1) (Figura 12) se observó una disminución gradual hacia el mayor 
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tiempo de cultivo, es decir, disminuyó de un 40. 71 ± 1 1 .64% (24 h) a un 22.42 ± 

8.48% (32 h) (Figura 07 y 08). Para los ovocitos en estadío de Vesícula Germinal 

(VG) (Figura 1 O), Vesícula Germinal Rota (GVBD)(Figura 1 1 )  y  degenerados, se 

obtuvo una tasa promedio de 3.13%, 1 .85% y 7.57% respectivamente; 

notándose una tendencia paralela en los tres tiempos de cultivo (Figura 07). 

Existen pocas publicaciones sobre este tema. Huanca y col. (2009), utilizando 

tres tiempos para la maduración in vitro de ovocitos en medio TCM-199 

suplementado con FCS 10% (v:v), FSH 0.5 mg/ml, hCG 1 O ml/g, 0.2 mM de 

piruvato sódico, 50 mg/ml de gentamicina y 1 mg/ml estradiol, lograron obtener 

18.9%, 42.9% y 65.8% de ovocitos en metafase 11 (M-11) a las 30, 34 y 38 h de 

cultivo, respectivamente. Así mismo, Condori y col. (201 O) utilizando 42 h de 

maduración in vitro de ovocitos en medio TCM-199 suplementado con 10% FCS, 

1 O mg/ml de hCG, 0.2 mM piruvato de sodio, 50 mg/ml de gentamicina, 1 mg/ml 

de estradiol y 0.5 mg/ml de FSH, obtuvieron 64.9% de ovocitos que alcanzaron 

el estadío de metafase 1 1 .  

Comparando dichas investigaciones con los resultados obtenidos en este 

estudio, se observó una diferencia marcada en el porcentaje de maduración 

nuclear de ovocitos (M-11) a las 28 y 32 h. Notándose que los resultados que se 

presentan en este estudio superan altamente a los valores obtenidos por Huanca 

y col. (2009), pero se asemejan al resultado obtenido por Condori y col. (201 O). 

Probablemente estas diferencias se deben a factores como: características de 

las hembras sacrificadas en el camal, el tiempo de transporte de las muestras al 

laboratorio y, sobre todo, a la selección y clasificación de ovocitos recogidos tras 

la punción folicular; se descarta la posibilidad de la influencia del medio de 

maduración, pues en los dos estudios se utilizaron los mismos componente para 

su preparación. 

Otros autores han evaluado la tasa de maduración in vitro de ovocitos de alpaca, 

luego de la superovulación de hembras con FSH y eCG. Gómez y col. (2002), 
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utilizando 26 h para la MIV de ovocitos recuperados por laparotomía ventral, 

obtuvieron 46% (FSH) y 40% (eCG) de ovocitos en metafase 1 1 .  Ratto y col. 

(2007) mejoró los resultados obtenidos por Gómez alcanzando 82% y 64% de 

ovocitos en metafase I I  para los mismos tratamientos superovulatorios. 

En otra especie de Camélidos Sudamericanos, específicamente en llamas (Lama 

g/ama), Del Campo y col. (1992), utilizando un tiempo de 36 h de maduración in 

vitro, obtuvieron 62% de ovocitos en estadio de metafase 1 1 .  En otra 

investigación, Del Campo y col. (1994) luego de 30 h de MIV, obtuvieron 30% de 

ovocitos en metafase 1 1 .  Así mismo, Ratto y col. (1999) utilizando un protocolo 

similar a las anteriores investigaciones mejoraron sustantivamente los 

resultados. En este trabajo evaluaron 26, 30 y 36 h de maduración in vitro de 

COCs, obteniendo 58%, 73% y 75% de ovocitos que alcanzaron el estadía de 

metafase 1 1 .  Por otro lado, Miragaya y col. (2002) utilizaron un tiempo de 27-30 h 

para la maduración de COCs, obtuvieron 62% y 74% de ovocitos en metafase 1 1 ,  

recuperados sin superovulación y con superovulación respectivamente. En otro 

estudio, Ratto y col. (2005), encontraron 77.7%, 80.6% y 80.4% de ovocitos 

maduros cuando utilizaron 28, 30 y 36 h para la MIV. Por otro parte, Sansinema 

y col. (2003) introduciendo LH en su protocolo de maduración, obtuvieron 52% 

de ovocitos maduros. Posteriormente el mismo grupo de investigación 

(Sansinema y col., 2007) utilizó un medio diferente para la MIV (TCM-199, 5 

µg/ml de FSH, 10  µg/ml de LH, 1 0  mg/ml de EGF, 10  mg/ml de IGF-1 y 1 µg/ml 

de estradiol y 10% de FCS) mejorando su anterior resultado con 74% de 

ovocitos en metafase II luego de 30 h de MIV. 

El estudio estadístico de las variables analizadas en la maduración in vitro de 

ovocitos, demuestra que no existen diferencias significativas entre los dos 

primeros tiempos 24 y 28 h, pero sí a las 32 h de cultivo. Estos resultados 

indican que el tiempo óptimo para la maduración in vitro de ovocitos de alpaca, 

en este estudio, es de 32 h. 
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5.3. Fertilización y evaluación del desarrollo embrionario in vitro 

Una vez conseguida la maduración in vitro de los ovocitos, una de las formas 

más eficaces, para demostrar si dicha maduración se produjo correctamente, es 

comprobar la capacidad de estos ovocitos para ser fecundados in vitro y 

alcanzar con éxito las fases de división y desarrollo embrionario. 

La mayoría de los trabajos realizados en fertilización in vitro de Camélidos 

Sudamericanos, utilizan semen epididimario para el cocultivo con los ovocitos 

madurados in vitro. El procesamiento del semen incluye el lavado, la selección y 

la capacitación de las células espermáticas. 

En el presente estudio, se ha realizado el lavado del semen epididimario por 

medio de centrifugaciones consecutivas a 1500 rpm, y utilizando la técnica de 

Swim-up se seleccionaron y capacitaron espermatozoides. 

Referente al cocultivo, Ling y Lu (1990) informaron que pueden cocultivarse 

hasta 50 ovocitos por microgota de 50 mi de medio de cultivo . sin que ello 

signifique reducir los porcentajes de fertilización in vitro. Así mismo, Saeki y col. 

(1995) analizaron el efecto de la concentración espermática sobre los resultados 

obtenidos en la fertilización in vitro de ovocitos. Estos autores, demostraron que 

el incremento en la concentración espermática de 104 espermatozoides/mi a 106 

espermatozoides/mi por cada 1 O ovocitos favorece los índices de fertilización. 

Sobre la base de estas investigaciones, en este estudio se ha empleado una 

relación de 1 O a 1 5  ovocitos/gota y 1 . 5  -  2  x  106 espermatozoides/mi, teniendo 

en cuenta que se ha utilizado los resultados de la especie bovina como 

referencia, pues no existe bibliografía alguna sobre estos estudios en Camélidos 

Sudamericanos. 

Se ha sugerido que el tiempo óptimo de incubación de los ovocitos con los 

espermatozoides para lograr la máxima tasa de fertilización, tras la maduración 
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in vitro y fertilización in viiro, sea de 1 8  a  20 h (Long y col., 1993). Del mismo 

modo Rehman y col. (1994), sugieren un tiempo de incubación de 24 h, 

destacando que periodos menos a 16  h  pueden resultar en una reducción de la 

tasa de fertilización. 

En Camélidos Sudamericanos se ha observado que la mayoría de autores utiliza 

1 8  h  para la coincubación de ovocitos con espermatozoides (Del Campo y col., 

1994; Mendoza y col., 2008; Huanca y col., 2009; Berland y col., 2010). Es así 

que en este estudio se optó por seguir utilizando las 1 8  h  de incubación. 

Luego del proceso de fecundación in vitro, los supuestos cigotos fueron pasados 

al medio Fluido Oviductal Sintético (SOF-IVC) suplementado con 3 mg/ml de 

BSA e incubados durante 7 días, para luego evaluar el desarrollo embrionario. 

Hay varios parámetros para evaluar el desarrollo embrionario. Rose y Bavister 

(1992) proponen como criterio de evaluación del desarrollo embrionario, el 

estudio de la morfología y el progreso en el desarrollo; asimismo, relacionan 

estos parámetros con la cantidad de células que componen los embriones en 

estadíos avanzados del desarrollo (mórulas y blastocistos). 

Basado en este criterio, se ha determinado las 48 h post-inseminación para la 

obtención de embriones en segmentación (4 a 8 células), las 96 h para la 

obtención de embriones en mórula ( 16  a  64 células) y los 7 días para la 

obtención de embriones en blastocisto (más de 64 células). Todos estos 

estadios de desarrollo fueron evaluados para cada periodo de maduración in 

vitro (24, 28 y 32 h) de los ovocitos que fueron inseminados. 

En este estudio el porcentaje de embriones divididos, del total de ovocitos 

inseminados fue de 41 .55 ± 3.65%, 47.54 ± 2.91% y 60 . 17 ± 3.09% de ovocitos 

madurados in vitre a 24, 28 y 32 h respectivamente (Tabla 06, Figura 1 5  y  17) .  Y 

el porcentaje de blastocisto, que se obtuvo del total de embriones divididos, fue 

de 1 1 .03  ± 2.08%, 14 . 19  ±  1 .70% y 17.02 ± 2.14% de ovocitos madurados a 24, 

28 y 32 h respectivamente (Figuran 16  y  19). 
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Estos porcentajes superan ampliamente a los reportados por: Huanca y col. 

(2009) que utilizando tres tiempos para la maduración in vitro de los ovocitos, 

previo a la fertilización, obtuvieron una tasa de división del 9.5%, 7.7% y 15.4% 

(p< 0,05), para 30, 34 y 38 h respectivamente. Condori y col. (201 O) utilizando 42 

h para la maduración in vitro de ovocitos, obtuvieron una tasa de división y 

blastocisto del 39.1 % y 13.6% respectivamente. Ochante R. (201 O) obtuvo una 

tasa de división del 19.28%, 21 .86%, 1 .86% y 0.29% de ovocitos madurados a 

24, 26, 48, 72 h respectivamente. 

En otras investigaciones, Gamarra y col. (2008) utilizando 30 h de maduración in 

vitro de ovocitos de alpaca, e inseminándolos con espermas 

congelados/descongelados, obtuvieron 21 .7% (71/262) de división a las 72 

horas, 29% (21/71) de mórulas y blastocistos a los 5 días y 4.22% (3n1) de 

blastocistos eclosionados a los 7 días de incubación en medio SOF 

· suplementado. Por otro lado, Mendoza y col., . 2008, utilizando 25 h de 

maduración in vitro de ovocitos de alpaca y fertilizándolos con espermatozides 

epididimarios recuperados por dos métodos (Gradiente de Percoll y Swim-up), 

obtuvieron 36.0% y 43.9% de segmentación, y 6.3% y 6.9% de blastocistos para 

Percal! y Swim-up respectivamente. 

El análisis estadístico, muestra que los porcentajes de segmentados y 

blastocistos, difieren significativamente (p<0,05) en los tres tiempos (24, 28 y 32 

h) de maduración in vitro, pero no así, para los porcentajes de mórulas donde no 

existen diferencias significativas (p>0.05). De todos estos resultados, concluimos 

que el tiempo de maduración in vitro requerido para que el ovocito adquiera la 

máxima capacidad de desarrollo embrionario es de 32 h de cultivo. 
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VI. CONCLUSIÓN 

El tiempo óptimo para la maduración nuclear y la adquisición máxima de la 

capacidad de desarrollo embrionario in vitro, de ovocitos de alpaca, fue de 32 

horas, bajo las condiciones del presente estudio. 
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VII. RECOMENDACIONES 

•  Antes de la preparación de los medio de cultivo deben revisarse 

cuidadosamente cada uno de los componentes, con el objetivo de 

descartar la presencia de contaminantes. 

• En el proceso de preparación de medios de cultivo, debe tomarse en 

cuenta el valor del pH, pues un desequilibrio de éste involucraría un 

efecto negativo en el desarrollo celular y embrionario. 

• Durante el proceso de maduración y fecundación in vitro los cuidados 

asépticos deben ser rigurosos para permitir un cultivo libre de 

microrganismos. 

• Para trabajos posteriores se debe tomar en cuenta las características 

morfológicas y fisiológicas de la hembra (edad, raza, procedencia, etc). 

• Se requiere de un mayor estudio de la progresión meiótica, ampliando los 

rangos de tiempo, para afirmar los resultados obtenidos en este estudio. 

• Se debe continuar con estos trabajos de investigación, con el objetivo de 

permitir la estandarización de parámetros para el avance y aplicación de 

biotecnologías reproductivas en Camélidos Sudamericanos. 
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ANEXO Nº 1 .  MEDIOS UTILIZADOS PARA LA MADURACIÓN in vitro DE 
OVOCITOS 

A) TCM-199 de trabajo o stock para IVM 

Componentes 
TCM-199 polvo(M 5017) 
NaHC03 
HE PES 
Agua mili Q 
Duración un mes a 4º C. 

Cantidad/50 mi 
0.75 g 
0 . 1 1  g  
0.298 g 

completar hasta 50 mi 

B) Suplemento del medio de IVM 

Componentes 
TCM-199 de trabajo 
FCS 
FSH1 

Piruvato de sodio2 

Gentamicina3 
Estradiol 17-134 

Concentración 
90% 
10% 

0.02 unid./ml 
0 . 2 m M  

50 µg/ml 
1 µg/ml 

Volumen/10 mi 
9 m l  
1ml  

1  o µI (stock) 
20 µI (stock) 
1 O µI (stock) 
1 O µI (stock) 

Usar dentro del día de preparación 
1 .  FSH stock: 20 A.U. FSH/1000 µI de suero fisiológico. 
2. Piruvato de sodio stock: 1 1  mg ácido pirúvico/1000 µI de suero fisiológico. 
3. Gentamicina stock: Sulfato de gentamicina 50 mg/1000 µI de suero fisiológico. 
4. Estradiol stock: Estradiol 17-� 5 mg/5000 µI de etanol absoluto. 

C) Insulina stock 

1 0  µI 
1 mg 
1 mi 

Cantidad/100 mi Componentes 
Ácido acético 
Insulina 
Agua Mili Q 

ANEXO Nº 2. MEDIOS UTILIZADOS PARA LA FECUNDACIÓN in vitro DE 
OVOCITOS 

A) Medio SP-TALP (medio de lavado y capacitación de espermios) 

Componente Concentración 100 mi (mg) µI stock sales 
NaCI 100 mM 584.4 mg 2500 µ 1 - 4  M  
KCI 3.1  mM 23.1 mg 310 µI - 1 M 

NaHC03 2 5 m M  210  mg 

NaH2P04 0 .3mM 3.6 mg 300 µ 1 -  O, 1 M 

Lactato de Na 21 .6  mM 368 ul 

Ca Cl2x 2H20 2 m M  29.4 mg 200 µ 1 -  1  M  

MgCl2x6H20 0 .4mM 8 . 1  mg 399 µ 1 - 0 , 1  M  

HE PES 1 0  mM 238 mg 

Rojo Fenol (1%) 100 µI; (0.5%) 200 µI 
Titular pH = 7,4, Mantener refrigerado (15 a 30 días) 

93 



B) Suplemento de medio SP-TALP 

SUPLEMENTO : Para 1 O mi de Medio 
(agregar antes de filtrar para usar) 

Piruvato Na 1 .0  mM 10 µI 
Gentamicina 50 µg/ml stock 1 O µI 

BSA F V (A-8022) 6 mg/ml 
Filtrar 0,22 µm 
Incubar al menos 2 horas antes de usar 

C) Medio TALP-HEPES (Medio de lavado de ovocitos) 

Componente (mM) Concentración 100 mi (mg) 

NaCI 1 1 4  mM 666 mg 

KCI 3 .2mM 23.8 mg 

NaHC03 2 m M  16 .8 mg 

NaH2P04 0.4 mM 4.8 mg 

Lactato de Na 1 0 m M  187 ul 

Ca Cl2 x 2H20 2 m M  29.4 mg 

Mg Cl2 x6H20 0 .5mM 1 0  mg 

HEPES 1 0  mM 238 mg 

Rojo Fenol (1%) 100 µI; 
Titular pH = 7,4, Mantener refrigerado (15 a 30 días) 

D) Suplemento para TALP-HEPES 

SUPLEMENTO: Para 1 O mi de medio 
(agregar antes de filtrar para usar) 

Piruvato Na 0.2 mM 1 O µI 

Gentamicina 50 µg/ml stock 10  µI 

BSA F V (A-8022) 30 mg 
Filtrar 0.22 µm 
Temperar antes de usar 

E) Medio FERT-TALP (Medio de fecundación) 

µI stock sales 

2849 µ 1 -  4  M  

3 19  µ 1 -  1  M  

400 µ 1 - 0 , 1  M  

200 µ 1 -  1  M  

492 µ 1 - 0 , 1  M  

(0,5%) 200 µI 

Componente 
Concentración 100 mi (mg) µI stock sales 

{mM} 
NaCI 1 1 4  mM 666 mg 2849 µ 1 - 4  M  

KCI 3 .2mM 23.8 mg 3 1 9 µ 1 - 1  M  

NaHC03 25mM 210 mg 

NaH2P04 0.4 mM 4.8mg 400 µ 1 - 0 , 1  M  

Lactato de Na 1 0  mM 187 ul 

Ca Cl2 x 2H20 2 m M  29.4 mg 200 µ 1 - 1  M  

Mg Cl2 x 6H20 0 .5mM 10  mg 492 µ 1 -  0 ,1  M 

HE PES 238 mg 

Rojo Fenol (1%) 100 µI; (0,5%) 200 µI 
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Titular pH = 7,4, Mantener refrigerado (15 a 30 días) 

F) Suplemento para FERT-T ALP 

SUPLEMENTO: Para 10 mi de medio 
(agregar antes de filtrar para usar) 

Piruvato Na 0.2 mM 1 O µI 

Gentamicina 50 µg/ml stock 1 O µI 

BSA Sigma (A-6003) 6 mg/ml 
Filtrar 0.22 µm 
Temperar antes de usar 
Al inseminar agregar heparina 

G) Medio SP-TALP para recuperación de espermatozoides 

SP-TALP 10x 
(Medio utilizado para preparar gradiente de Percoll) 

Componente 25 mi (mg) 1,11 stock sales 

NaCI 6250 µI 4 M 

KCI 57.75 mg 775 µ 1 -  1  M  

NaH2P04 9 mg 750 µI - O, 1 M 

Ca Cl2 x 2H20 73.5 mg 500 µI - 1 M 

Mg Cl2 x 6H20 20.25 mg 998 µI - O, 1 M 

HEPES 595 mg 

Mantener refrigerado (1 a 2 meses) 

H) Stock A 

Componentes Concentración Cantidad/100 mi Cantidad/50 mi 

NaCI 107.7 mM 6.294 g 3 .147 g 

KCI 7 . 16 mM 0.534 g 0.267 g 

NaH2P04 (2H20) 1 . 1 9  mM 0.162 g 0.081 g 

CaCli (2H20) 1 . 7 1  mM 0.2514 g 0.1257 

MgCl2 (2H20) 0.49 mM 0.0996 g 0.0498 g 

Rojo fenol 
100 µI 50 µI 

(0,5%) 

Agua mili Q 
Completar hasta completar hasta 

100 mi 5 0 m l  
Duración un mes a 4º C 
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1) Stock B 

Componentes Concentración 

NaHC03 37 mM 
Rojo fenol 
(0,5%) 

Agua mili Q 

Duración un mes a 4º e 

Cantidad/100 mi 

1 . 3  g  

100 µI 

Completar hasta 
100 mi 

Cantidad/50ml 

0.65 g 

50 µI 

Completar 
hasta 50 mi 

J) Fluido Sintético del Oviducto Modificado, mSOF 

Componentes Concentración Volumen /100 mi Volumen /50 mi 

Stock A 10 .0  mi 5 . 0 m l  

Stock B 16 .2 mi 8 . 1  mi 

Piruvato de Sodio 0.33 mM 3.6 mg 1 . 8  mg 

L-glutamina 1 mM 14.6 mg 7 .3mg 

Glucosa 1 mM 1 8  mg 9.0 mg 

Glicina 5 m M  37.5 mg 18.75 mg 

Taurina 5 m M  62.5 mg 31 .25 mg 

Lactato de sodio 
3 .3mM 47 µI (stock) 23ul (stock) 

60%1 

BME2 50 X 2 m l  1  mi 

MEM3 100 X 1 mi 0 ,5m l  

lnsulina4 10  µg/ml 100 µI (stock) 50ml (stock) 

Sulfato de 
50 µg/ml 100 µI (stock) 50ml (stock) 

gentamicina5 

Agua mili Q 
Completar hasta completar hasta 

100 mi 5 0 m l  

BSA Sigma A-6003 3 mg/ml 
Duración una semana a 4 ° C 
1 .  Lactato de Sodio stock: 600 µI lactado de sodio/400 µI de agua Mili Q. 

2. BME: 12 aminoácidos esenciales para medio base Tagle. 
3. MEM: 7 aminoácidos no esenciales para medio esencial mínimo. 
4. Insulina stock: insulina 1 mg/1 O µI ácido acético/1000 µI de agua Mili Q. 

5. Gentamicina stock: Sulfato de gentamicina 50 mg/1000 µI de suero fisiológico. 

K) Solución de Hialuronidasa 

Componentes 
PBS (-) 10x o Sof Hepes 

Agua mili Q 

Hialuronidasa 
Almacenar a -20ºC alícuotas de 0.5ml 
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ANEXO Nº 3. MATERIALES Y EQUIPOS DE LABORA TORIO 

(',,.,.,.. 

· · · · · - � � j  

l  ... 
Fotografía 3. Aspiración folicular de ovarios de Fotografía 4. Placa de Petri con microgotas de 

al aca. Jeringa de 10 mi con aguja 21G medio TCM-199 cubiertas con aceite mineral. 
--� - · ·  · - · ·  ·-----,,. 

/ - 
· , --:-  �  <� 

Fotografía 5. Montaje de ovocitos en el 
portaobjetos (vaselina, estilete, cubreobjetos). 

Fotografía 6. Coloración de ovocitos con 
orceína acética al 1 % 
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Fotografia 10. Microscopio invertido trinocular 
Novel Ningbo XDS-403AT. 

. .  -····--·-------­ Fotografia 9. Estereoscopio Lavomet CSM2 
con Platina térmica. 

Fotografia 1 1 .  Platina térmica Neovet. Fotografía 12. Refrigeradora con los medios de 
cultivo, hormonas soluciones de trabaio. 

Fotografia 13. Micropipetas de 10, 100 y 1000pi Fotografia 14. Estufa Cimatec 
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Fotografia 1 1 .  Camara de Flujo laminar ESCO. 
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Fotografia 13. Incubadora de C02 THERMO 
3310 HEPA CLASS 100 
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Fotografia 15. Sala de cultivo celular y fecundación in vitro 
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ANEXO 4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DEL PORCENTAJE DE OVOCITOS DE 
ALPACA EN ESTADÍO DE VESÍCULA GERMINAL (VG) 

Cuadro 4.1. Información de nivel de clase 

Clase Nivel Valores 
Repeticiones 1 0  1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0  

Tratamientos 3 A B C  
Número de observaciones leídas 30 
Número de observaciones usadas 30 

Cuadro 4.2. Análisis de varianza 

dl t V , 1 G V . bl D aria e epen ren e: esrcu a ermma 

Fuente DF Suma de Media F-Valor P r >  F  
cuadrados cuadrática 

Modelo 2 0.00094850 0.00047425 0.03 0.9733 
Error 27 0.47202815 0.01748252 
Total corregido 29 0.47297665 

Cuadro 4.3. Coeficiente de determinación, coeficiente de variación, raíz 
MSE y media de la variable 

Coeficiente de 
Media: Estadio de 

R-cuadrado Raíz MSE maduración en 
Variación Vesícula Germinal 

0.002005 103.3822 0.132221 0.127896 

Cuadro 4.4. Test de rango múltiple de Duncan 

Nota: Este test controla el tipo y el índice de error de las 
comparaciones, no el índice de error experimental. 
Alpha 0.05 
Grados de libertad del error 27 
Cuadro medio del error 0.017483 

Cuadro 4.5. Rangos críticos y número de medias 

Nota: Los tamaños de las celdas no son igual 
Número de medias 1 2 1  3 
Rango crítico 1 . 1 2 1 3  1  . 1275 

Cuadro 4.6. Comparación de medias a través de la prueba de Duncan 

Horas de Nºde MEDIA 
AGRUPAMIENTO 

Maduración observaciones DUNCAN 
24 horas 10  0.12932 A 
28 horas 10  0.12041 A 
32 horas 1 0  0.13396 A 

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes 
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Cuadro 4.7. Transformación arco seno (arcsen) de los porcentajes 

Observ. 
Horas de 

Repet. %VG 
Arcsen 

maduración % 
1 24 h 1 0.00 0.00000 

2 24 h 2 5.56 0.23804 

3 24 h 3 0.00 0.00000 

4 24 h 4 6.67 0.26122 

5 24 h 5 0.00 0.00000 

6 24 h 6 0.00 0.00000 

7 24 h 7 5.00 0.22551 

8 24 h 8 5.41 0.23474 

9 24 h 9 2.89 0.17083 

10  24 h 10  2.63 0.16289 

1 1  28 h 1 7 . 14  0.27049 

12  28 h 2 6.90 0.26580 

13  28 h 3 0.00 0.00000 

14 28 h 4 0.00 0.00000 

15  28 h 5 4.55 0.21496 

16  28 h 6 0.00 0.00000 

17  28 h 7 0.00 0.00000 

18  28 h 8 5.88 0.24493 

19  28 h 9 4.26 0.20789 

20 28 h 10  0.00 0.00000 

21 32 h 1 4.35 0 . 2 1 0 1 1  

22 32 h 2 0.00 0.00000 

23 32 h 3 9.09 0.30626 

24 32 h 4 5.56 0.23804 

25 32 h 5 3.85 0.19750 

26 32 h 6 0.00 0.00000 

27 32 h 7 14.29 0.387666 

28 32 h 8 O.DO 0.00000 

29 32 h 9 0.00 0.00000 

30 32 h 1 0  0.00 0.00000 
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ANEXO 5. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DEL PORCENTAJE DE OVOCITOS DE 
ALPACA EN ESTADIO DE VESÍCULA GERMINAL ROTA (VGDB) 

Cuadro 5.1. Información de nivel de clase 

Clase Nivel Valores 
Repeticiones 1 0  1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0  

Tratamientos 3 A B C  

Número de observaciones leídas 30 

Número de observaciones usadas 30 

Cuadro 5.2. Análisis de varianza 

. I R  V  •  1  G  d" V . bl D aria e eoen lente: esrcu a ermma ota 

Fuente DF Suma de Media F-Valor P r >  F  cuadrados cuadrática 
Modelo 2 0.00364040 0.00182020 0 . 14  0.8683 

Error 27 0.34612227 0.01281934 

Total corregido 29 0.34976267 

Cuadro 5.3. Coeficiente de determinación, coeficiente de variación, raíz 
MSE y media de la variable 

Coeficiente de Media: Estadio de 
R-cuadrado Variación Raíz MSE maduración en 

Vesícula Germinal 
0.010408 133 . 1618  0 .113223 0.085026 

Cuadro 5.4. Test de rango múltiple de Cunean 

Nota: Este test controla el tipo y el índice de error de las 
comparaciones, no el índice de error experimental. 
Aíoha 0.05 
Grados de libertad del error 27 
Cuadro medio del error 0 .012819 

Cuadro 5.5. Rangos críticos y número de medias 

Nota: Los tamaños de las celdas no son iaual 
Número de medias 1 2 1 3 
Rango crítico 1 . 1039 1  . 1092 

Cuadro 5.6. Comparación de medias a través de la prueba de Cunean 

Horas de Nº de MEDIA 
AGRUPAMIENTO 

Maduración observaciones DUNCAN 
24 horas 10  0.07234 A 

28 horas 10  0.09920 A 

32 horas 10  0.08354 A 
Medias con la misma letra no son significativamente diferentes 
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Cuadro 5.7. Transformación arco seno (arcsen) de los porcentajes 

Observ. 
Horas de 

Repet. %VG 
Arcsen 

maduración % 
1 24 h 1 0.00 0.00000 

2 24 h 2 0.00 0.00000 

3 24 h 3 0.00 0.00000 

4 24 h 4 0.00 0.00000 

5 24 h 5 0.00 0.00000 

6 24 h 6 0.00 0.00000 

7 24 h 7 5.00 0.22551 

8 24 h 8 2.70 0.16507 

9 24 h 9 2.86 0.16993 

10  24 h 10  2.63 0.16289 

1 1  28 h 1 0.00 0.00000 

1 2  28 h 2 0.00 0.00000 

13  28 h 3 10.00 0.32175 

14 28 h 4 0.00 0.00000 

15  28 h 5 0.00 0.00000 

16  28 h 6 6.67 0.26122 

17  28 h 7 5.00 0.22551 

18  28 h 8 0.00 0.00000 

19  28 h 9 0.00 0.00000 

20 28 h 10  3.33 0.18351 

21 32 h 1 0.00 0.00000 

22 32 h 2 0.00 0.00000 

23 32 h 3 6.06 0.24873 

24 32 h 4 0.00 0.00000 

25 32 h 5 3.85 0.19750 

26 32 h 6 4 . 17  0.20565 

27 32 h 7 0.00 0.00000 

28 32 h 8 3.33 0 .18351 

29 32 h 9 0.00 0.00000 

30 32 h 1 0  0.00 0.00000 
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ANEXO 6. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DEL PORCENTAJE DE OVOCITOS DE 
ALPACA EN ESTADÍO DE METAFASE 1 (M-1) 

Cuadro 6.1. Información de nivel de clase 

Clase Nivel Valores 
Repeticiones 1 0  1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0  

Tratamientos 3 A B C  
Número de observaciones leídas 30 
Número de observaciones usadas 30 

Cuadro 6.2. Análisis de varianza 

d" t M t f V . bl D aria e epen ren e: e a ase 

Fuente DF Suma de Media F-Valor P r >  F  cuadrados cuadrática 
Modelo 2 0.24036301 0 . 12018150 8.92 0 .0011  
Error 27 0.36380474 0.01347425 
Total corregido 29 0.60416774 

Cuadro 6.3. Coeficiente de determinación, coeficiente de variación, raíz 
MSE y media de la variable 

Coeficiente de Media: Estadio de 
R-cuadrado Variación Raíz MSE maduración en 

Vesícula Germinal 
0.397842 18.99590 0 .116079 0.611072 

Cuadro 6.4. Test de rango múltiple de Duncan 

Nota: Este test controla el tipo y el índice de error de las 
comparaciones, no el índice de error experimental. 
Alpha 0.05 
Grados de libertad del error 27 
Cuadro medio del error 0.013474 

Cuadro 6.5. Rangos críticos y número de medias 

Nota: Los tamaños de las celdas no son igual 
Número de medias 1 2 1 3 
Rango crítico 1 . 1065 1  . 1 1 1 9  

Cuadro 6.6. Comparación de medias a través de la prueba de Cunean 

Horas de Nºde MEDIA AGRUPAMIENTO 
Maduración observaciones DUNCAN 

24 horas 10  0.68582 A 
28 horas 1 0  0.66218 A 
32 horas 1 0  0.48522 B 

Medias con la misma letra no son signif1cat1vamente diferentes 
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Cuadro 6.7. Transformación arco seno (arcsen) de los porcentajes 

Observ. 
Horas de 

Repet. %VG 
Arcsen 

maduración % 

1 24 h 1 50.00 0.78540 

2 24 h 2 44.44 0.72968 

3 24 h 3 10.00 0.32175 

4 24 h 4 40.00 0.68472 

5 24 h 5 50.00 0.78540 

6 24 h 6 50.00 0.78540 

7 24 h 7 40.00 0.68472 

8 24 h 8 40.54 0.69022 

9 24 h 9 40.00 0.68472 

10  24 h 1 0  42 . 1 1  0.70617 

1 1  28 h 1 35.71 0.64048 

12  28 h 2 31 .03 0.59082 

13  28 h 3 30.00 0.57964 

14 28 h 4 63.64 0.92355 

1 5  28 h 5 31 .82 0.59933 

16  28 h 6 40.00 0.68472 

1 7  28 h 7 35.00 0.63305 

1 8  28 h 8 4 1 . 1 8  0.68673 

1 9  28 h 9 34.04 0.62296 

20 28 h 10  36.67 0.65047 

21 32 h 1 26.09 0.53610 

22 32 h 2 25.00 0.52360 

23 32 h 3 6.06 0.24873 

24 32 h 4 27.78 0.55515 

25 32 h 5 15.38 0.40299 

26 32 h 6 16.67 0.42058 

27 32 h 7 35.71 0.64048 

28 32 h 8 20.00 0.46365 

29 32 h 9 21 .05 0.47665 

30 32 h 10  30.43 0.58432 
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ANEXO 7. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DEL PORCENTAJE DE OVOCITOS DE 
ALPACA EN ESTADIO DE METAFASE 11 (M-11) 

Cuadro 7.1. Información de nivel de clase 

Clase Nivel Valores 
Repeticiones 1 0  1  2  3  4  5  6  7  8  9  10  

Tratamientos 3 A B C  

Número de observaciones leídas 30 

Número de observaciones usadas 30 

Cuadro 7.2. Análisis de varianza 

11 M f d" V . bl D aria e epen lente: eta ase 

Fuente DF Suma de Media F- Valor Pr>  F  cuadrados cuadrática 
Modelo 2 0.20368922 0.10184461 13.80 <.0001 
Error 27 0.19929396 0.00738126 
Total corregido 29 0.40298318 

Cuadro 7.3. Coeficiente de determinación, coeficiente de variación, raíz 
MSE y media de la variable 

Coeficiente de Media: Estadio de 
R-cuadrado Variación Raíz MSE maduración en 

Vesícula Germinal 
0.505453 10.40188 0.085914 0.825949 

Cuadro 7.4. Test de rango múltiple de Duncan 

Nota: Este test controla el tipo y el índice de error de las 
comparaciones, no el índice de error experimental. 
Alpha 0.05 
Grados de libertad del error 27 
Cuadro medio del error 0.007381 

Cuadro 7.5. Rangos críticos y número de medias 

Nota: Los tamaños de las celdas no son igual 
Número de medias 1  2 1  3 
Rango crítico I .07884 I  .08283 

Cuadro 7.6. Comparación de medias a través de la prueba de Cunean 

Horas de Nºde MEDIA AGRUPAMIENTO 
Maduración observaciones DUNCAN 

24 horas 10  0.74909 A 
28 horas 10  0.78853 A 

32 horas 1 0  0.94023 B 
Medias con la misma letra no son significativamente diferentes 

106 



Cuadro 7.7. Transformación arco seno (arcsen) de los porcentajes 

Observ. 
Horas de 

Repet. %VG 
Arcsen 

maduración % 
1 24 h 1 44.44 0.72968 

2 24 h 2 44.44 0.72968 

3 24 h 3 70.00 0 .99116 

4 24 h 4 46.67 0.75207 

5 24 h 5 48.86 0.71375 

6 24 h 6 41 .67 0.70171 

7 24 h 7 45.00 0.73531 

8 24 h 8 43.24 0.71759 

9 24 h 9 48.86 0.71375 

10  24 h 1 0  42 . 1 1  0.70617 

1 1  28 h 1 50.00 0.78540 

12  28 h 2 51 .72 0.80260 

13  28 h 3 50.00 0.78540 

14 28 h 4 36.36 0.80260 

1 5  28 h 5 54.55 0.78540 

16  28 h 6 53.33 0.64725 

1 7  28 h 7 50.00 0.83096 

18  28 h 8 52.94 0.81872 

19  28 h 9 51 .06 0.78540 

20 28 h 1 0  53.33 0.81482 

21 32 h 1 69.57 0.98647 

22 32 h 2 66.67 0.95535 

23 32 h 3 69.70 0.98789 

24 32 h 4 6 1 . 1 1  0.89743 

25 32 h 5 69.23 0.98279 

26 32 h 6 70.83 1.00025 

27 32 h 7 35.71 0.64048 

28 32 h 8 70.00 0 .991 16  

29 32 h 9 68.42 0.97404 

30 32 h 1 0  69.57 0.98647 
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ANEXO 8. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DEL PORCENTAJE DE 
SEGMENTACIÓN 

Cuadro 8.1. Análisis de varianza 

ta . , 
di t s V . bl D aria e epen ren e: eamen cion 

Fuente DF Suma de Media F-Valor P r >  F  cuadrados cuadrática 
Modelo 2 0.20182002 0 .10091001  1 1 6 . 4 8  <.0001 
Error 30 0.02598966 0.00086632 
Total corregido 32 0.22780968 

Cuadro 8.2. Coeficiente de determinación, coeficiente de variación, raíz 
MSE y media de la variable 

Coeficiente de Media: Estadio de 
R-cuadrado Variación Raíz MSE maduración en 

Vesícula Germinal 
0.885915 3.758806 0.029433 0.783050 

Cuadro 8.3. Test de rango múltiple de Duncan 

Nota: Este test controla el tipo y el índice de error de las 
comparaciones, no el índice de error experimental. 
Alpha 0.05 
Grados de libertad del error 30 
Cuadro medio del error 0.000866 

Cuadro 8.4. Rangos críticos y número de medias 

Nota: Los tamaños de las celdas no son igual 
Número de medias 1  2 1  3 
Ranco crítico I .02563 I  .02694 

Cuadro 8.5; Comparación de medias a través de la prueba de Duncan 

Horas de Nº de MEDIA AGRUPAMIENTO 
Maduración observaciones DUNCAN 

24 horas 1 0  0.70037 A 
28 horas 1 0  0.76078 B 
32 horas 1 0  0.88800 e 

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes 
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ANEXO 9. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DEL PORCENTAJE DE MÓRULAS. 

Cuadro 9.1. Análisis de varianza 

M .  1  d' V ' b l  O  aria e epen lente: oru a 

Fuente DF Suma de Media F-Valor P r >  F  cuadrados cuadrática 
Modelo 2 0.00542086 0.00271043 0.45 0.6417 
Error 30 0.18056955 0.00601898 
Total corregido 32 0.18599041 

Cuadro 9.2. Coeficiente de determinación, coeficiente de variación, raíz 
MSE y media de la variable 

Coeficiente de Media: Estadio de 
R-cuadrado Variación Raíz MSE maduración en 

Vesícula Germinal 
0.029146 7.847471 0.077582 0.988626 

Cuadro 9.3. Test de rango múltiple de Duncan 

Nota: Este test controla el tipo y el índice de error de las 
comparaciones, no el índice de error experimental. 
Aloba 0.05 
Grados de libertad del error 30 
Cuadro medio del error 0.006019 

Cuadro 9.4. Rangos críticos y número de medias 

Nota: Los tamaños de las celdas no son í c u a í  

Número de medias 1  2 1  3 
Rango crítico 1 .06756 1  .07100 

Cuadro 9.5. Comparación de medias a través de la prueba de Duncan 

Horas de Nº de MEDIA AGRUPAMIENTO 
Maduración observaciones DUNCAN 

24 horas 10  0.97334 A 

28 horas 10 1.00470 A 

32 horas 1 0  0.98783 A 

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes 
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ANEXO 1 O. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DEL PORCENTAJE DE 
BLASTOCISTOS 

Cuadro 10.1 .  Análisis de varianza 

Variable Dependiente: Blastocisto 

Fuente DF Suma de Media F-Valor P r >  F  cuadrados cuadrática 
Modelo 2 0.04219906 0.02109953 23.67 <.0001 
Error 30 0.02674702 0.00089157 

Total corregido 32 0.06894608 

Cuadro 10.2. Coeficiente de determinación, coeficiente de variación, raíz 
MSE y media de la variable 

Coeficiente de Media: Estadio de 
R-cuadrado Variación Raíz MSE maduración en 

Vesícula Germinal 

0.612059 7.806376 0.029859 0.382487 

Cuadro 10.3. Test de rango múltiple de Duncan 

Nota: Este test controla el tipo y el índice de error de las 
comparaciones, no el índice de error experimental. 
Alpha 0.05 
Grados de libertad del error 30 
Cuadro medio del error 0.000892 

Cuadro 10.4. Rangos críticos y número de medias 

Nota: Los tamaños de las celdas no son igual 
Número de medias 1 2 1  3 
Rango crítico I .02600 I .02733 

Cuadro 10.5. Comparación de medias a través de la prueba de Duncan 

Horas de Nº de MEDIA AGRUPAMIENTO 
Maduración observaciones DUNCAN 

24 horas 10  0.33718 A 
28 horas 1 0  0.38571 B 

32 horas 10  0.42460 e 

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes 

1 1 0  



Cuadro 10.6. Transformación arco seno (arcsen) de los datos 

Ob. Trat. Rept. Div. Mór. Blast. 
Ares en Arcsen Arcsen 

(División) (Mórula) (Blastocisto) 
1 24 h 1 42.50 64.71 1 1 . 76  0 .7 101 1  0.93471 0.35003 

2 24 h 2 42.22 73.68 10.53 0.70728 1.03209 0.33048 

3 24 h 3 45.71 75.00 12.50 0.74245 1.04720 0.36137 

4 24 h 4 41.46 58.82 1 1 .76  0.69958 0.87406 0.35003 

5 24 h 5 43.24 62.50 12.50 0.71759 0.91174 0.36137 

6 24 h 6 45.00 66.67 1 1 . 1 1  0.73531 0.95535 0.33982 

7 24 h 7 41 .67 73.33 13.33 0.70171 1 .02812 0.37374 

8 24 h 8 38.89 64.29 7.14 0.67336 0.93032 0.27049 

9 24 h 9 40.00 72.22 1 1 . 1 1  0.68472 1 .01565 0.33982 

10 24 h 10 36.36 75.00 12.50 0.64725 1.04720 0.36137 

1 1  24 h 1 1  40.00 64.29 7.14 0.68472 0.93032 0.17049 

12 28 h 1 46.34 68.42 15.79 0.74877 0.97404 0.40865 

13  28 h 2 50.00 61.90 14.29 0.78540 0.90555 0.38766 

14 28 h 3 50.00 76.19 14.29 0.78540 1 .06105 0.38766 

15 28 h 4 48.78 70.00 15.00 0.77320 0 .99116 0.39770 

16 28 h 5 48.57 76.47 11 .76 0 .77110 1.06434 0.35003 

17  28 h 6 50.00 70.00 15.00 0.78540 0 .99116 0.39770 

18 28 h 7 50.00 74.07 14.81 0.78540 1.03652 0.39503 

19  28 h 8 45.45 65.00 15.00 0.73984 0.93774 0.39770 

20 28 h 9 47.22 70.59 1 1 .76  0.75758 0.99761 0.35003 

21 28 h 10 46.15 66.67 16.67 0.74686 0.95535 0.42058 

22 28 h 1 1  40.48 82.35 1 1 .76  0.68961 1 . 13722 0.35003 

23 32 h 1 57.69 80.00 13.33 0.86260 1 . 1 0 7 1 5  0.37374 

24 32 h 2 61 .29 78.95 15.79 0.89928 1 .09415 0.40865 

25 32 h 3 56.67 71.43 19.05 0.85230 1.00687 0.45166 

26 32 h 4 56.00 71.43 14.29 0.84554 1.00687 0.38766 

27 32 h 5 60.98 76.00 16.00 0.89610 1 .05882 0.41152 

28 32 h 6 50.98 72.73 18 . 1 8  0.86463 1 .02136 0.44049 

29 32 h 7 57.78 73.08 19.23 0.86352 1.02530 0.45395 

30 32 h 8 65.22 66.67 20.00 0.94005 0.95535 0.46365 

31 32 h 9 62.86 68.18 18 . 1 8  0.91546 0.97146 0.44049 

32 32 h 10  63.33 52.63 15.79 0.92033 0 .8 1 171  0.40865 

33 32 h 1 1  62.16 52 .17 17.39 0.90823 0.80710 0.43016 

1 1 1  



U) 
w 
1- 
z 

w w  

ffi  s  
< z  
- W  a:::  a.  
< W  
> C  

ai  

•  

w  Cl)  Cl)  
e  "C  "C  

ai  
•  <  •  

O O C: Ql <1' <1' 0 1/J <1' C:  
a.  "C  •O "C O 'ü = Q) - ·- 
E · e: · -  <1l  o e:  

m 0  a  a  s  s  
.!!1 :::i e ,g ro � 111 ·e: m 

: g .g 's 'E :a .e "C e: 
Cl) '- 111 Cl) ·- "C � •O 
1/J E ,5: ,:, - 'ü 
Cl) O a, 1/J 111 

m '"' !3 E c:  .a, ,:,  - o - m _  m  ::, e:  
·m E .!!1 'ü '8 a. :::, e- 
:::i . -  e º º  m  1/J  º  e  o  a  s  s  s  iií a, m m �  
-c-o a. e: o >, Cl) "C "C u.  :s  

U)  
w  
1-  
z  

U) !:!:!  
w c  
.J  z  
al  w  
< a.  
- w  
D::: c  
� �  

<  

<  
:E  
w  
.J  

en  
o  a:::  
a.  

U)  
w  a:::  
o  
e  
<  
u  

º  z  

w  

U)  
w  
.J  

en  
<  
�  
�  

o  
u  
�  
o  
w  
l-  

o  
u  a:::  
<  
:E  

<  
a  

s  
o  
e  

g  
w  

:E  

U)  

�  
¡::  
w  

�  
o  

.s 
e 

•O 
·u 
cu 

"O 
e 
::J 
(.) 

� 
.... 
o 
c.. 
(/) 

o 
"O 
·u 
::J 

"O 
e 
c.. 
(/) 
Q) 
e 
o 

·e: 

.o 
E 
Q) 

Q) 
"O 
o 

g 
cu 
(/) 
Q) 

"O ..... 
Q) ..... 
e º  Q)  N  

=  �  
cu · -  
�  Q)  
c.. >  
-  cu  cu  (.)  
=  e  
CI)  cu  
o  ::J  
(.)  I  
Ct:I  "  
Q.. o  
Ct:I  .E:  
e  ·s 
g, 

. (.) 

s 
Q) 

"O 
(/) 

.9 
·u 
o 
> 
o 

Q) 
"O 
e 

•O 

·u 
� 
::J 

"O 
cu 
E 
Q) 

"O 
o 
c.. 
E 
Q) 
¡.= 

o 
...J 
:::, 

.... 
·¡::: 

� 
(J 
z 
w 
.... 
U) 

cñ 
z 

o 
(J 

w 

Q 

N 

'ii: 

� 
:¡¡¡ 



Artículo de investigación - Facultad de Ciencias Biológicas - UNSCH Santayana R. Paulo 

Tiempo de maduración de ovocitos de Vicugna pacas "alpaca" en el 
desarrollo embrionario por fecundación in vitro 

Paulo Santayana R.1·, José Mendoza M.2, Leandra Landeo J.2, Fidel Mujica L.1 ,  Jaime Ruiz B.2 

1 Laboratorio de Biotecnología, Facultad de Ciencias Biológicas, 
Universidad Nacional San Cristóbal de Huamanga, Ayacucho, Perú 

2 Laboratorio de Biotecnologías Reproductivas, Facultad de Ciencias de Ingeniería, 
Universidad Nacional de Huancavelica, Huancavelica, Perú. 

RESUMEN 

Con el objetivo de determinar el tiempo óptimo de maduración nuclear in vitro de ovocitos de Vicugna 
pacos "alpaca" y evaluar la influencia de éste sobre el desarrollo embrionario post-fecundación in vitro, se 
utilizaron ovocitos de categoría I y II obtenidos por aspiración folicular de ovarios de alpacas sacrificadas 
en el Camal Municipal de Huancavelica, éstos fueron madurados en medio TCM-199 suplementado con 
HEPES 25mM, Piruvato de sodio 0.2 mM, Sulfato de gentamicina 50 µg/ml, FSH 0.02 unidades/mi, 
Estradiol 17-13 1 µg/ml y Suero Fetal Bovino al 10%, e incubados a 38.5ºC en una atmósfera de aire estéril 
con 5% C02 y 90% de humedad por espacio de 24, 28 y 32 h. Transcurrido estos tiempos, los ovocitos 
fueron retirados del medio y sumergidos en una solución de Hialuronidasa al 0.1 % para ser despojados 
de las células del cúmulo. Los ovocitos fueron fijados en una solución de metano!: ácido acético (3:1) y 
teñidos con orseina acética al 1% para evaluar el estadio de maduración nuclear (Vesícula Germinal-VG, 
Vesícula Germinal Rota-GVBD, Metafase 1-MI, Metafase 11-MII). Luego, se realizó la fecundación in vitro y 
se evaluó el desarrollo embrionario, para lo cual se procedió a madurar los ovocitos del mismo modo que 
en el ensayo anterior, conservando los tiempos de 24, 28 y 32 h. Se recuperaron espermatozoides 
epididimarios en medio Sperm-T ALP para luego ser lavados y seleccionados mediante la técnica de 
Swim-up, se utilizó una concentración promedio de 1.5-2x106 espermatozoides/mi para inseminar los 
ovocitos. Transcurridas las 18  h  de fecundación, los presuntos cigotos fueron transferidos al medio 
mSOF-IVC e incubados por 7 días a 38.5ºC, en una atmósfera de aire estéril con 5% C02 y 90% de 
humedad. Los resultados obtenidos muestran que el mayor porcentaje de maduración nuclear (ovocitos 
en estadio de metafase 11- Mii) fue alcanzado a las 32 h de cultivo in vitro con un 65.08%, seguida por el 
de 28 h con un 50.33% y finalmente el de 24 h con un 46.33%. Por otra parte, en cuanto a los resultados 
del desarrollo embrionario, se notó que los porcentajes de segmentación y blastocistos, aumentaron 
gradualmente hacia el mayor tiempo de maduración, siendo el de 32 h el tiempo con el mayor índice de 
desarrollo alcanzado, con un 60.17% y 17.02% para los estadios de segmentación y blastocisto 
respectivamente. Se concluye que el tiempo óptimo para la maduración nuclear y la adquisición máxima 
de la capacidad de desarrollo embrionario in vitro, de ovocitos de alpaca, fue de 32 h, bajo las condiciones 
del presente estudio. 

Palabras claves: Ovocitos, Maduración in vitro, Metafase 1 1 ,  Fecundación in vitro, Embrión, alpaca. 

l. INTRODUCCIÓN 

La crianza de los Camélidos Sudamericanos, es 
una de las actividades de mayor importancia e 

impacto en el desarrollo socio económico de la 
población alto andina de nuestro país, no sólo 
por su capacidad de adaptación a las difíciles 
condiciones medioambientales, alturas entre los 
3,000 a 5,000 msnm, sino por su utilización 
como una fuente alimenticia de proteína de 
origen animal, medio de transporte y como 
recurso para la producción de fibra de buena 
calidad (Huanca y col., 2007). 

*Correspondencia 
Paulo C. Santayana Rengifo 
e-mail pasare24_7@hotmail.com 
Celular: 966700470 
Fac. Cs. Biológicas-UNSCH Ciudad 
Universitaria 
Av. Independencia sin 
Teléfono (066)-318553 

En la actualidad, la explotación de Camélidos 
Sudamericanos se lleva a cabo bajo sistemas 
tradicionales no siempre eficaces, agudizando 
problemas de morbilidad, mortalidad y baja 
eficiencia reproductiva (Cárdenas y col., 1999); 
donde las tasas de natalidad anual en la 
mayoría de explotaciones alpaqueras es del 
orden del 50% (Femández-Baca, 1993), con 
índices de fertilidad (Apaza y col., 1998) y 
preñez (Apaza y col., 2001) inferiores a 65% y 
60% respectivamente; con un reemplazo 
inadecuado para la reproducción, 
desconocimiento de la fisiología reproductiva e 
inapropiado empleo de reproductores en el 
apareamiento (Apaza y col., 1998). 
Pese a esta situación problemática, la aplicación 
de biotecnologías reproductivas podría contribuir 
rápidamente a superar estos bajos índices 
reproductivos logrando la multiplicación de 
animales de alto valor productivo formando 
núcleos genéticos que puedan proveer 
reproductores para los criadores de estos 
animales, y darles más sustento económico 
(Ruiz, 2009). 
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Figura 01. Porcentaje de ovocitos de Vicugan 
pacas "alpaca" en estadio de Metafase JI (M-11), 
Metafase 1 (M-1), Vesícula Genninal Rota (GVBD), 
Vesícula Germinal (VG) y degenerados. 

80 

DEG 

024 h •28 h tJ32 h 

M-1 VGOB VG 

___ __j__J__ 

Estadíos de maduración 
M-11 

32h 

10 
o 

70 
60 

} 50 
¡ 40 
e 
i 30 
� 20 

.s 
e 
-e 
u 

t! 
::s 28h 
-gg  
E  "S  
CD  

""  o  24h 
a. 
E 
CD  

¡:: 

2.6. Cultivo de embñones 
Luego de la inseminación, los ovocitos se 
cultivaron por 7 días en gotas de 50 µI de Medio 
Fluido Oviductal Sintético (SOF-JVC) 
suplementado con 3 mg/ml de BSA en una 
incubadora a 38.5°C, 90% de humedad y 5% de 
C02. 

2.5. Fertilización de ovocitos 
A cada gota de fecundación se añadió 5 µI de 

suspensión de espermatozoides capacitados, 
con una concentración final aproximada de 1.5 - 
2 x106 espermatozoides/mi. Ovocitos y 

espermatozoides se mantuvieron juntos, en la 
incubadora durante 18 horas a 38.5ºC, 90% de 
humedad y 5% de C02. 

37°C durante 30 minutos a 90% de humedad y 

5% de C02, con una inclinación de 45°. Pasado 
los 30 minutos, se colectó el sobrenadante y se 
depositó en otro eppendorf para ser 
centrifugado a 1500 rpm por 3 minutos, se retiró 

el sobrenadante dejando una mínima cantidad y 

se homogenizó, se llevó a la incubadora por 
unos minutos hasta su utilización. 

2.7. Diseño estadístico 
Las diferencias estadísticas de los experimentos 
(maduración nuclear de ovocitos y desarrollo 
embrionario) fueron comparadas utilizando 
análisis de varianza (ANOVA, a=0.05) después 
de la transformación arcsen de los datos. Se 
utilizaron la prueba de Duncan para contrastar la 
diferencia entre promedios. El modelo 
estadístico a utilizar para describir una 
observación fue: Yij = µ + T; + eü 

111. RESULTADOS Frgura 02. Porcentaje total de embriones 
segmentados luego de 48 horas de fecundación in 
vitrn. 

Tabla 01. Efecto del tiempo de maduración in vitro en el porcentaje (media :t SO) de maduración nuclear de 
ovocitos colectados de ovario de Vicugna pacos "alpacas". Camal Municipal de Huancavelica 

(noviembre - abril, 2012) 
Estadios de maduración nuclear 

Ovocitos 
(Réplica) VG GVBD M-1 

217 (10) 2.81 ±2.70" 1.32 ± 1.83 • 40.71 ± 1 1 .64"  
215 (10) 2.87±3.15" 2.50 :t 3.62 8 37.91 ± 9.74 8 

222 (10) 3.71 ±4.87ª 1.74 ± 2.35 • 22.42 ± 8.48 b 

Tiempo de 
Maduración 

In vitrn 

24h 
28 h  
32h 

Nº Total 
de % Ovocitos Inmaduros o/o Ovocitos 

Maduros 
M-11 

46.33 ± 8.45 • 
50.33 ± 5.17" 
65.08 ± 10.69" 

%0vocitos 
Degenerado 

8.83±4.46" 
6.39±4.60ª 
7.05±4.40ª 

f'uente: Ela!Joraci6n propia. 

VG: Vesícula Germinal; GVBO: Vesícula Genninal Rata; M-1: Metafase 1; M-11: Metafase II 
•.o letras ólferentes en le misma columnas denotan diferancias estadísticas sq,íficativas (p<0.05). SO: Desviaá6n Estandar. 

Tabla 02. Efecto del tiempo de maduración in vitro de ovocitos de Vicugna pacos "alpaca" en el porcentaje 
(media± SO) de desarrollo embrionaño luego de la fecundación in vitro. 

Estadios del desarrollo embrionario(% :t SO) Tiempo de �!:1:1: 
maduración inseminados ---,-----,-------------------------- 

in vitro (Réplicas) Segmentación Mórula Blastocisto 
(48 h) (4 días) (7 días) 

24 h 392 (11) 163/392 (41.55±3.65)ª 1111163 (68.23±5.75) 8 18/163 (11.03±2.08) 8  

28 h  456(11) 217/456(47.54±2.91)" 154/217(71.C>6±5.84)ª 31/217(14.19±1.70)b 
32 h 368 (11)  221/368 (60.17 ± 3.09) e 153/221 (69.39 ± 9.31) ª 38/221 (17.02 ± 2.14) e 

Fuente: Elaboración propia. 

oJ> .. letras diferentes en la misma counnas denotan diferencias estadísticas sionificaüvas to<J.051. SO: Desviación Eslandar. 
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Fuente: Elaboración propia. 
Figura 03. Ovocitos y embñones de alpaca. Microscopio óptico (Leica CME) y Microscopio invertido (Novel 
Ningbo XDS403AT). Objetivo 40X. 1)  Ovocito en Veslcula Germinal (VG); 2) Ovocito en Vesícula Germinal 
Rota (GVBD): 3) Ovocito en Metafase 1 (MI); 4) Ovocito en Anafase 1 (A); 5, 6) Ovocito en Metafase 11 (Mil); 
7) Embñón de dos células; 8) Mórula; 9) Blastocisto. 

IV. DISCUSIONES 
Recuperación de ovarios y selección de 

ovocitos 
La recuperación de ovarios y la selección de 
ovocitos, representan la etapa inicial de este 
proceso. En general, los ovarios recuperados en 
el Camal, provienen de hembras de diferentes 
edades y condiciones fisiológicas. 
Se seleccionaron y aspiración 1551 folículos de 
superficie clara provenientes de 173 ovarios 
(OVR) de alpaca recolectados del Camal 
Municipal de Huancavelica, lo que produjo una 
cifra media de 8.9 ± 1.22 folículos por ovario 
(máximo 30 - mmrmo 1), se descartó 
inmediatamente aquellos que presentaban 
folículos quísticos y hemorrágicos. Por otro lado, 
del total de folículos aspirados se recuperaron 
862 ovocitos (OVT), lo que supone un 56.67% 
de recuperación de ovocitos con respecto al 
número total de folículos ováricos aspirados. 
Los resultados obtenidos en el presente estudio, 
indican que el número promedio de ovocitos 
aspirados por ovario de alpaca fue de 5.04 ± 

1.27 (Tabla 03). Estos resultados se ubican en 
un rango superior a lo informado por Ruiz y col. 

(2007) que reportaron un total de 3.5 
COCs/ovario; pero inferior a lo reportado por 

Gamarra y col. (2008) que obtuvieron una media 
de 8.5 ovocitos/ovario de alpaca. Es importante 
señalar que esta variabilidad puede estar 
motivada por la experiencia del operador en la 
colección de los ovocitos y a las variaciones 
propias de los ovarios (edad del animal, raza y 
estado reproductivo). 
De todos los ovocitos recuperados, en este 
estudio, se seleccionaron como aptos (OVA) 
para la maduración y fecundación in vitro un 
total de 69.24 ± 1.54%, divididos en dos 
categorías morfológicos (1 y 11). Este valor, es 
similar al 69% obtenido por Ruiz y col. (2007); 
pero inferior al 89% y 81% indicados por Ratto y 
col. {2007) y Gamarra y col. (2008) 
respectivamente. 
Por otra parte, los resultados obtenidos en el 
presente estudio, indican que sobre un total de 
862 ovocitos colectados, seleccionados y 
dasificados, se obtuvieron 19.75 ± 4.10% de 
ovocitos en categoóa 1, 49.49 ± 4.99% categoría 
11, 16.64 ± 1.41% categoóa III y 14.12 ± 1.26% 
categoría IV. Estos valores difieren con el 
trabajo reportado por Ramos (2009), 
posiblemente debido a que en dicho trabajo el 

tamaño de muestra fue bajo. Otros autores 
(Mendoza y col., 2008), utilizaron también 
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diferentes categorías morfológicas, 
principalmente la I y II sin mostrar resultados de 
ta selección y clasificación. 
El número de ovocitos aptos y no aptos por 
ovario fue de 3.49 ± 0.87 y 1.56 ± 0.41 
respectivamente. 
El análisis estadístico (media y desvío estándar) 
de los caracteres analizados (OVT/OVR, 
OVA/OVR y OVNA/OVR), indica que no existen 
diferencias significativas (p>0.05) entre las 
réplicas. 

Evaluación del estado nuclear de los 
ovocitos 
Como se ha señalado en la primera parte, el 
objetivo de este estudio fue determinar el tiempo 
óptimo de maduración nuclear in vitro de 
ovocitos de alpaca, dada la escasez de literatura 
existente al respecto. 
La información concerniente a este tema, indica 
que la maduración de ovocitos de mamíferos 
está implicada estrechamente en tres sucesos 
importantes: la progresión meiótica, la 
regulación de la penetración espermática y la 
descondesación de la cabeza del 
espermatozoide (Swain y Smith, 2007). Por todo 
esto, la adquisición de la capacidad de 
desarrollo por parte de los ovocitos madurados 
in vitro es un factor limitante para que se puedan 
alcanzar con éxito las fases de fecundación, 
división y desarrollo embrionario (Eppig, 1994). 
Otra de las causas resaltantes de la importancia 
de determinar el tiempo óptimo en la 
maduración in vitre de ovocitos se ilustra, 
también, mediante los resultados de los estudios 
en animales que muestran . que el 
envejecimiento de ovocitos puede ser la causa 
de la fertilidad reducida si la inseminación in vivo 

se retrasa (Hunter, 1989). Además, el retraso de 
la inseminación in vitro se ha asociado con la 
capacidad del ovocito de ser fertilizado pero no 
llegar a desarrollarse hasta estados 
embrionarios superiores, esto como resultado 
de los trastornos en los gránulos corticales y los 
microtúbulos (Long y col., 1994). 
En el presente estudio se evaluó el efecto del 
tiempo de maduración in vitro sobre el 
porcentaje de maduración nuclear de ovocitos 
de alpaca, estableciéndose para esto, tres 
tiempos de cultivo específicos: 24, 28 y 32 h; de 
esta manera, se pudo obtener los valores 
porcentuales del total de ovocitos en cada 
estadio meiótico alcanzado (Vesícula Germinal, 
Vesícula Germinal Rota, Metafase I y Metafase 
11) (Tabla 01). Así se observó que, tras 32 h de 
cultivo, la tasa de maduración nuclear en 
estadio de metafase 11 (ovocitos maduros) 
(Figura 02 y 03) alcanzó un 65.08 ± 10.69%, 
seguida de un 50.33 ± 5.17% a las 28 h y 
finalmente un 46.33 ± 8.45% a las 24 h de 
cultivo in vitro. En cuanto a la media porcentual 
de ovocitos inmaduros en el estadio de 
metafase 1 (M-1) se observó una disminución 
gradual hacia el mayor tiempo de cultivo, es 
decir, disminuyó de un 40. 71 ± 11.64% (24 h) a 
un 22.42 ± 8.48% (32 h). Para los ovocitos en 
estadio de Vesícula Germinal (VG), Vesícula 
Germinal Rota (GVBD) y degenerados, se 
obtuvo una tasa promedio de 3.13%, 1.85% y 

7.57% respectivamente; notándose una 
tendencia paralela en los tres tiempos de cultivo. 
Existen pocas publicaciones sobre este tema. 
Existen pocas publicaciones sobre este tema. 
Huanca y col. (2009), utilizando tres tiempos 
para la maduración in vitro de ovocitos en medio 
TCM-199 suplementado con FCS 10% (v:v), 
FSH 0.5 mg/ml, hCG 10 ml/g, 0.2 mM de 
piruvato sódico, 50 mg/ml de gentamicina y 1 
mg/ml estradiol, lograron obtener 18.9%, 42.9% 
y 65.8% de ovocitos en metafase 11 (M-11) a las 
30, 34 y 38 h de cultivo, respectivamente. Así 
mismo, Condori y col. (2010) utilizando 42 h de 
maduración in vitro de ovocitos en medio TCM- 
199 suplementado con 10% FCS, 10 mg/ml de 
hCG, 0.2 mM piruvato de sodio, 50 mg/ml de 
gentamicina, 1 mg/ml de estradiol y 0.5 mg/ml 
de FSH, obtuvieron 64.9% de ovocitos que 
alcanzaron el estadio de metafase 1 1 .  
Comparando dichas investigaciones con los 
resultados obtenidos en este estudio, se 
observó una diferencia marcada en el 
porcentaje de maduración nuclear de ovocitos 
(M-11) a las 28 y 32 h. Notándose que los 
resultados que se presentan en este estudio 
superan altamente a los valores obtenidos por 
Huanca y col. (2009), pero se asemejan al 
resultado obtenido por Condori y col. (201 O). 
Probablemente estas diferencias se deben a 
factores como: características de las hembras 
sacrificadas en el camal, el tiempo de transporte 
de las muestras al laboratorio y, sobre todo, a la 
selección y clasificación de ovocitos recogidos 
tras la punción folicular; se descarta la 
posibilidad de la influencia del medio de 
maduración, pues en los dos estudios se 
utilizaron los mismos componente para su 
preparación. 
Otros autores han evaluado la tasa de 
maduración in vitro de ovocitos de alpaca, luego 
de la superovulación de hembras con FSH y 
eCG. Gómez y col. (2002), utilizando 26 h para 
la MIV de ovocitos recuperados por laparotomía 
ventral, obtuvieron 46% (FSH) y 40% (eCG) de 
ovocitos en metafase 11 . Ratto y col. (2007) 
mejoró los resultados obtenidos por Gómez 
alcanzando 82% y 64% de ovocitos en metafase 
1 1  para los mismos tratamientos 
superovulatorios. 
El estudio estadístico de las variables 
analizadas en la maduración in vitro de ovocitos, 
demuestra que no existen diferencias 
significativas entre los dos primeros tiempos 24 
y 28 h, pero sí a las 32 h de cultivo. Estos 
resultados indican que el tiempo óptimo para la 
maduración in vitro de ovocitos de alpaca, en 
este estudio, es de 32 h. 

Fertilización y evaluación del desarrollo de 
embriones in vitro 

Una vez conseguida la maduración in vitro de 
los ovocitos, una de las formas más eficaces, 
para demostrar si dicha maduración se produjo 
correctamente, es comprobar la capacidad de 
estos ovocitos para ser fecundados in vitro y 
alcanzar con éxito las fases de división y 

desarrollo embrionario. 
La mayoría de los trabajos realizados en 
fertilización in vitro de Camélidos 
Sudamericanos, utilizan semen epididimario 



Artículo de investigación - Facultad de Ciencias Biológicas - UNSCH Santayana R. Paulo 

para el cocultivo con los ovocitos madurados in 

vitre. El procesamiento del semen incluye el 
lavado, la selección y la capacitación de las 
células espermáticas. 
En el presente estudio, se ha realizado el lavado 
del semen epididimario por medio de 
centrifugaciones consecutivas a 1500 RPM, y 
utilizando la técnica de Swim-up se 
seleccionaron y capacitaron espermatozoides. 
Se empleó una relación de 1 O a 15 
ovocitos/gota y 1.5-2 x 106 espermatozoides/mi, 
teniendo en cuenta que se ha utilizado los 
resultados de la especie bovina como 
referencia, pues no existe bibliografía alguna 
sobre estos estudios en Camélidos 
Sudamericanos .. 
Luego del proceso de fecundación in vitro, los 
supuestos cigotos fueron pasados al medio 
Fluido Oviductal Sintético (SOF-IVC) 
suplementado con 3 mg/ml de BSA e incubados 
durante 7 días, para luego evaluar el desarrollo 
embrionario. 
En este estudio el porcentaje de embriones 
divididos, del total de ovocitos inseminados fue 
de 41.55 ± 3.65%, 47.54 ± 2.91% y 60.17 ± 

3.09% de ovocitos madurados in vitre a 24, 28 y 
32 h respectivamente (Tabla 06, Figura 15 y  17). 
Y el porcentaje de blastocisto, que se obtuvo del 
total de embriones divididos, fue de 11 .03 ± 
2.08%, 14.19 ± 1.70% y 17.02 ± 2.14% de 
ovocitos madurados a 24, 28 y 32 h 
respectivamente (Figuran16 y 19). 
Estos porcentajes superan ampliamente a los 
reportados por: Huanca y col. (2009) que 
utilizando tres tiempos para la maduración in 

vitro de los ovocitos, previo a la fertilización, 
obtuvieron una tasa de división del 9.5%, 7.7% y 
27.5% (p< 0,05), para 30, 34 y 38 h 
respectivamente. Condori y col. (2010) 
utilizando 42 h para la maduración in vitro de 
ovocitos, obtuvieron una tasa de división y 
blastocisto del 39.1 % y 13.6% respectivamente. 
Ochante R. (201 O) obtuvo una tasa de división 
del 19.28%, 21.86%, 1.86% y 0.29% de ovocitos 
madurados a 24, 26, 48, 72 h respectivamente. 
En otras investigaciones, Gamarra y col. (2008) 
utilizando 30 h de maduración in vitro de 
ovocitos de alpaca, e inseminándolos con 
espermas congelados/descongelados, 
obtuvieron 21.7% (71/262) de división a las 72 
horas, 29% (21ll1) de mórulas y blastocistos a 
los 5 días y 4.22% (3ll1) de blastocistos 
eclosionados a los 7 días de incubación en 
medio SOF suplementado. Por otro lado, 
Mendoza y col., 2008, utilizando 25 h de 
maduración in vitro de ovocitos de alpaca y 
fertilizándolos con espermatozides epididimarios 
recuperados por dos métodos (Gradiente de 
Percoll y Swim-up), obtuvieron 36.0% y 43.9% 
de segmentación, y 6.3% y 6.9% de blastocistos 
para Percoll y Swim-up respectivamente. 
El análisis estadístico, muestra que los 
porcentajes de segmentados y blastocistos, 
difieren significativamente (P>0,05) en los tres 
tiempos (24, 28 y 32 h) de maduración in vitro, 
pero no así, para los porcentajes de mórulas 
donde no existen diferencias significativas 
(p>0.05). De todos estos resultados, podemos 
decir que el tiempo de maduración in vitro 
requerido para que el ovocito adquiera la 

máxima capacidad de desarrollo embrionario es 
de 32 h de cultivo. 

V. CONCLUSIÓN 
El tiempo óptimo para la maduración nuclear y 
la adquisición máxima de la capacidad de 
desarrollo embrionario in viira, de ovocitos de 
alpaca, fue de 32 horas; bajo las condiciones del 
presente estudio. 
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