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RESUMEN

El presente estudio se llevo a cabo en laboratorio de Reproduccion animal de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional del Altiplano Puno-Peru. El
objetivo principal fue evaluar el efecto del cultivo in vitro e in vivo de los cigotos de alpacas
producidos in vitro. Se utilizaron 226 Complejos cumulus ovocitos (CCOs), que fueron
obtenidos de los ovarios procedentes de alpacas beneficiadas en el camal. Los ovarios fueron
transportados en solucion salina al 0.9% y suplementada con antibidticos. Los CCOs fueron
aspirados de foliculos de 2 a 6 mm. Los ovocitos fueron madurados en TCM 2520,
suplementado con 2.2 mg/mL con bicarbonato de sodio, 0.0028 mg/mL de piruvato de sodio,
10% de suero fetal, 2 U.I/mL de gonadotropina coridénica equina, 10 U.L/mL de
gonadotropina humana mas 50 ug/mL de gentamicina y fueron cultivados a 38.50C, bajo 5%
de CO2, y alta humedad por 36 h. La fertilizacion se realiz6 en FERT TALP (10
ovocitos/gota). Para el cultivo in vitro se utilizo el SOFaa. Para el cultivo in vivo se utilizo el
oviducto de hembras. Los resultados fueron evaluados: A las 120 h de cultivo in vitro post
inseminacion se observaron 19(17.4%) moérulas y 8 (7.3%) blastocitos y a las 168 h se
observaron 18 (16.5%) morulas y 7(6.4%) blastocitos. Del cultivo in vivo en el oviducto de las
alpacas receptoras se recuperaron 3 blastocitos eclosionados, 5 blastulas y 2 blastulas
colapsadas. En conclusion, tanto el cultivo in vitro como in vivo de cigotos producidos in vitro
pueden ser utilizados en la produccion de embriones de alpacas.

ABSTRACT

The present study was carried out in a laboratory of Animal Reproduction of the Faculty of
Veterinary Medicine and Animal Science of the National University of the Puno-Peru
Highland. The main objective was to evaluate the effect of in vitro and in vivo culture of
alpacas zygotes produced in vitro. We used 226 cumulus oocyte complexes (CCOs), which
were obtained from the ovaries from animals that were beneficiated in the camal and
transported in 0.9% saline and supplemented with antibiotics. CCOs were aspirated from
follicles of 2 to 6 mm. The oocytes were matured in TCM 2520, supplemented with 2.2
mg/mL with sodium bicarbonate, 0.0028 mg/mL sodium pyruvate, 10% fetal serum, 2 IU/mL
equine chorionic gonadotropin, 10 IU/mL chorionic gonadotropin Human plus 50 ug/mL
gentamicin and were cultured at 38.5 © C, under 5% CO2, and high humidity for 36 h.
Fertilization was performed in FERT TALP (10 oocytes/drop). For the in vitro culture SOFaa
was used. In vivo culture was used oviduct of females. The results were: At 120 h of culture in
vitro post insemination, 19 (17.4%) morulae and 8 (7.3%) blastocytes were observed and at
168 h, 18 (16.5%) morulae and 7 (6.4%) blastocytes were observed. From the in vivo culture
in the oviduct of the receiving alpacas 3 blastocytes hatched, 5 blastulas and 2 collapsed
blastulas were recovered. Conclusion The in vitro and in vivo culture of the zygotes produced
in vitro is possible to be used for the production of alpaca embryos.
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INTRODUCCION

Las alpacas y llamas habitan por encima de los 4 000
msnm y son criadas por pobladores de los andes del
Pert, Estos animales les proveen de carne, fibra,
estiércol, ademas deluso de las llamas como transporte
(Novoaetal.,1970; Fernandez-Bacaetal., 1970).

El desarrollo de las biotecnologias reproductivas en
los camélidos sudamericanos, permitiria la
propagacion de los animales genéticamente
superiores, especialmente los que poseen fibra fina y
de colores naturales (Miragaya et al. 2006). Estudios
realizados en produccion de embriones in vitro con el
objetivo de desarrollar protocolos en camélidos
sudamericanos son pocos. En llamas (Del Campo et
al., 1994; Sansinena et al., 2007; Conde et al., 2008),
alpacas(Ratto et al., 2007; Ruiz et al., 2013; Arriaga
etal.,2014; Huanca et al. 2014), reportan del 6 al 20%
de produccion de embriones en diferentes estadios.
Mientras que en la especie bovina la produccion de
embriones in vitro es a nivel comercial, en forma de
embriones frescos o congelados, oscilando las tasas
de prefies entre 50 % y 40% respectivamente,
favoreciendo una mayor eficiencia y el avance

genético en esta especie (Sanches ez al., 2016).

El objetivo principal del presente estudio fue producir
embriones in vitro a partir de ovocitos recuperados de
ovarios de alpacas beneficiadas en el camal. El cultivo
de los embriones se realizé por dos métodos: a) en
placas dentro una incubadora convencional y b) los
cigotos fueron transferidos al oviducto de hembras
receptoras sincronizadas (ovulaciéon y formacion de
cuerpo luteo) para completar su desarrollo.

III. MATERIALES Y METODOS

3.1. Coleccion y maduracion de los ovocitos

Los ovarios de las alpacas sacrificadas, fueron
colectados del camal municipal de Nufioa, ubicado en
las coordenadas 14028°48°'S, 7003828 °0, a 4023
msnm, Provincia de Melgar, Departamento de Puno.

Fueron transportados dentro las 6 h siguientes al
Laboratorio de Reproduccion Animal de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Nacional del Altiplano Puno-Pert. Los
ovarios fueron acondicionados en bolsas pequefias de
polietileno con solucion fisioldgica (32 a 350C),
suplementado con 0.03 g/mL de Combipen (150 000
U.L de penicilina G procainica, 150 000 U.L de
penicilina G sodica, 300 mg de sulfato de
estreptomicina/mL, GENFAR S.A. Lima-Peru),
estas bolsas con los ovarios se acondicionaron dentro
de un dispositivo (Thermos) de agua caliente. En el
laboratorio los ovarios fueron lavados dos veces con
solucidn fisioldgica suplementada con antibidticos.
Los foliculos(>de 2 mm), fueron aspirados con ayuda
de una aguja de 20G adosado a jeringa de 5 mL. El
liquido folicular obtenido fue depositado en un tubo
Falcon de 15 mLy cerrado con su tapa, se dejo reposar
por 20 min. Luego el sobrenadante fue eliminado con
ayuda de unajeringa de tuberculina y el sedimento fue
vertido a una placa Petri (10 x 35 mm), todos estos
procesos se realizaron a una temperatura de 370C.
Los complejos cumulus-ovocitos (CCOs) fueron
seleccionados con ayuda de un microscopio-
estereoscopio invertido (Leica) a 40X. Los CCOs
fueron clasificados de acuerdo al criterio
recomendado por Leisinger et al. (2014). Los CCOs
seleccionados fueron lavados 3 veces, en solucion
fosfatada (PBS) suplementado con 4 mg/mL de BSA
(Sero Albumina Bovina), mas 50 ug/mL de
gentamicina (GENFAR S.A. Lima-Peru). Cada 10
CCOs fueron lavados dos veces en el medio de
maduracion y luego transferidos a 60 uL de medio de
maduracion. El medio de maduracién consistié de
TCM 2520, suplementado con 2.2 mg/mL con
bicarbonato de sodio, 0.0028 mg/mL de piruvato de
sodio, 10% de suero fetal, 2 U.I./mL de gonadotropina
corionica equina(eCG; Folligon, IntervetPty. Ltd.,
Netherlands), 10 U.I./mL de gonadotropina corionica
humana (hCG; N.V. Organon O.S. Holland) mas50
ug/mL de gentamicina y fueron cultivados dentro una
incubadora a 38.50C, bajo 5% de CO’ con una
humedad (>90%) por 36 h.
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3.2. Coleccidon y preparacion de los espermatozoides

Como donadores de espermatozoides se utilizaron
dos machos con desviacion de los conductos
deferentes (Pérez y col., 2006). Para la coleccion de
los espermatozoides los machos dadores fueron
colocados sobre una mesa en posicion decubito
lateral, siendo sujetados los miembros posteriores por
dos auxiliares. La coleccion se realizo de acuerdo a lo
descrito por Pérez y col.(2006), con la variaciéon de
que el medio de coleccion fue 1 mL de solucién de
tiroides modificado(SPERM TALP:100 mMNacCl,
3.1 mMKCI, 25.0 mM NaHCO’, 0.3 mM
NaH’PO*,21.6 mM lactato de sodio,2.0 mM CaC1?,
0.4 mM MgCI’°, 10.0 mM HEPES, 1.0 mM de
piruvato de sodio, 3 mg/ml BSA fraccion Vy 50
ug/mLde gentamicina;Parrisher al. 1988). La
suspension de los espermatozoides por el método de
swimup se llevo a cabo dentro la incubadorapor 1 ha
38.50C, con 5% de CO’ y alta humedad. Del
sobrenadante se aspird 700 uL y se centrifugo a 350 x
g por 10 min, desechando el sobrenadante. El pellet
formado por los espermatozoides fue re suspendido
con 100 uL de solucién de tiroides modificado (
FERT TALP: 114.0 mM NacCl, 3.2 mM KCI, 25.0
mM NaHCO3, 0.3 mM NaH’PO*,10.0 mM lactato de
sodio, 2.0 mM CaCl’, 0.5 mM MgClz, 0.25 mM de
piruvato de sodio, 6 mg/mL de BSA libre de 4cidos
grasosy 50 ug/mL de gentamicina; Parrish et al.,
1988), la concentracion de los espermatozoides fue
ajustada a 5 x 10, de espermatozoides/mL (Conde et
al.,2008), tomando en cuenta la motilidad total de los

espermatozoides.

3.3. Fertilizacion in vitro

Las células del cumulus de los ovocitos madurados,
fueron removidos por vorterizacion a 4000 rpm por 3
min, en 0.5 mL de PBS + 0.4 mg/mL de BSA, dentro
un tubo de ensayo de 7 mL de capacidad. En los
ovocitos desnudados se evaluo la maduracion
ovocitaria por presencia del corptisculo polar bajo un
microscopio estereoscopio invertidoa 100Xy 200X.
Los ovocitos desnudados fueron lavados 2 veces en el
medio FERT TALP (Parrish et al. 1988), luego
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transferidos a una gota de 44 ulL de FERT TALP (10
ovocitos), dentro de placas Petri de 35 mm x 10 mm,
cubiertos con aceite mineral. 10 min antes de la
inseminaciéon se suplementaron a la gota de
fertilizacién 2 ulL de la mezcla (500 uM de
penicillamine, 250 uM de hipotaurina, 500 uM de
epinefrina (Leibfried and Bavister 1982), 10 ug/mL de
heparina (Conde ez a/. 2008) y 2 uL de la concentracion
de espermatozoides. Se incubaron por 24 ha 38.50C en

una atmosfera himeda con 5% de Co’.

3.4. Cultivo delos cigotos

Los presuntos cigotos fueron vorterizados a 4000 rpm
por 4 s para retirar el resto de los espermatozoides.
Los cigotos se colocaron por 7 dias mas en medio de
cultivo (10 a 15 cigotos en 50 uL cubiertos con aceite
mineral) fluido oviductal sintetico (SOF) (Tervit et
al., 1972) suplementado con el 2% (v/v) de
aminodacidos esenciales, 1% (v/v) de aminoacidos no
esenciales, 50 ug/mL de gentamicina mas 5% de
suero fetal en los 4 primeros dias de cultivoy el 1% en
los 3 dias siguientes. La incubacion se realizoé a
38.50C en una atmésfera humeda con 5% de CO’. El

cambio de medio serealizd cada48 h.

3.5.Evaluacién del desarrollo embrionario in vitro
La division celular y el desarrollo embrionario se
registraron en imagenes a las 48, 120 y 168 h post
fertilizacidén, con ayuda de un microscopio
estereoscopio invertido a 100X y 200X y su
aplicacion (Leica application Suite Version 2.0.0,
2010).

3.6. Cultivo de cigotos en el oviducto de alpaca

A las alpacas receptoras (n=3), se les monitoreo la
presencia del foliculo pre-ovulatorio> 7mm, usando
un ultra sondgrafo con transductor lineal a 7.5 MHz
(Chison 550). Se indujo la ovulacion con la aplicacion
(IM) de 8 ug de GnRH, a las 24 h se evalud la
ovulacion por ultrasonografia. Los cigotos producto
de la maduracion y fertilizacion in vitro se colocaron
en el oviducto de las alpacas 60 h (después de la
fertilizacion) pos aplicacién de GnRH. Para
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exteriorizar el oviducto de las alpacas se realizo la
cirugia (laparatomia), se anestesio a la hembra
administrando via intravenosa 0.4 mg/de xilacina
(Clorhidrato de Xilacina, 5mg/kg de ketamina
(Ketamina, Laboratorios Veinfar [.C.S.A. Argentina).
Para mantener la anestesia se coloc6 una canula en la
vena yugular para suplementar 5 mg de ketamina
cada 15 min hasta los 30 min (Ratto ez al., 2007). Por
la incision de 10 cm realizada en la linea alba a 4cm de
la glandula mamaria, con ayuda de los dedos se
exteriorizo el ovario. Se fij6 entre los dedos el
infundibulo y a 2 cm del ovario, en direccion al &mpula
se punzo el oviducto con una aguja 18G, para aperturar
la pared del oviducto. Con ayuda del capilar de vidrio
de un micro dispensador (Drurmmond Sxientific
Company) calibrado para 5 uL los cigotos se cargaron
en PBS + 10% de suero fetal y se introdujeron a una
profundidad de 3.5 cm dentro el oviducto.

3.7. Recuperacion de los embriones del oviducto
delasreceptoras

Las alpacas receptoras fueron puestas en ayuno por
24 h antes del dia de la recuperacion de los embriones
y se procedié de la siguiente manera: a) 20 min antes
de la recuperacion se tranquilizaron aplicando 1 mg
de maleato de acepromazina/Kg de peso vivo, b) Las
receptoras fueron inmovilizadas sobre una mesa,
pasando una cuerda por encima de la region de la
cruz y grupa, c) Se introdujo la mano izquierda
enguantada y lubricada por el recto para vaciar el
contenido fecal, d) Se higienizo con abundante agua y
jabon la regidn perianal, se secd con papel toalla y se
desinfecto con alcohol, e) Se aplicd una anestesia
epidural aplicando 1.5 mL de lidocaina clorhidrato al
2%, f) Con la ayuda de la guia para inseminacion
artificial se introdujo la sonda Foley Nro 16 Fr/Ch de
dos vias para atravesar la cérvix y dirigirla hacia el
cuerno cuyo ovario tenia el cuerpo lateo, g) Ubicado
el cuerno se anclo la sonda inflando el balén con 7a 10
mL de aire, luego se retir6 la guia, h) El medio de
lavado PBS+1% de suero fetal se introdujo con ayuda
de un tubos de plastico en forma “Y" conectado al
frasco que contenia el medio y por gravedad se lleno
la solucion de lavado, hasta sentir la turgencia del

cuerno uterino, momento en que se cerro el clip y
luego se dejo salir el medio de lavado hacia el filtro
colector, abriendo el respectivo clip, con la ayuda de
suaves masajes del cuerno, i) Este procedimiento se
repitio por tres a cuatro veces, luego se extrajo el aire
del balén para retirar la sonda Foley, j) El filtro
colector se llevo al laboratorio para que el contenido
sea vertido en una placa Petri, se realizo la busqueda
de los embriones y posterior clasificacion bajo el

microscopio estereoscopio a40X.

RESULTADOS

Para la produccion de embriones de camélidos, se
emplearon un total de 226 ovocitos de grado 1 y 2,
recuperados de ovarios. Durante el cultivo se
perdieron 5 embriones. Los resultados de produccion
de embriones directamente se evaluaron a partir de la
division, 48 h pos inseminacion y se muestran en la
Tabla 1 y Fig. 1. El niimero de embriones asignados
para el cultivo in vitro e in vivo fueron 30 y 32 cigotos
respectivamente, para cada tratamiento. Durante la
evaluacion a las 48 h pos inseminacion se observaron
11 ovocitos con la presencia del primer corpusculo
que no fertilizaron. También se observaron al
momento de fertilizar 2 embriones en division con 2

células por efecto de la partenogénesis.

Tabla 1. Proporcién de embriones con diferentes
estadios cultivadosin vitro e in vivo

48 horas 120 horas 168 horas

TOTAL DE
OVOCITOS| DIVISION | MORULA |BLASTOCITO| MORULA |BLASTOCITO

Cultivo
in vitro

Cultivo 3 Be (2.5%), 5Bl (4.3%), 2Bc
117 [32(27.3%) (1.7%)

109 [30(27.5%) |19 (17.4%) | 8(7.3%) |18(16.5%) | 7 (6.4%)

in vivo

Be= Blastocito eclosionado, Bl= Blastula, Bc= Blastocito colapsado.

En la evaluacion a las 120 h pos inseminacion de los
embriones del cultivo in vitro se observaron
diferentes estadios: moérulas 19(17.4%) y blastocitos
8 (7.3%). Entre las cuales 16 fueron morulas
compactas y 3 embriones con 4 a 8 células con
blastdmeros de desarrollo desigual. 7 blastocitos
estuvieron en el estado inicial y 1 blastocito
expandido.
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A la evaluacion a la 168 h pos inseminacion de los
embriones en el cultivo in vitro se perdieron 2
embriones y se observaron 18 (16.5%) moérulas y 7
(6.4%) blastocitos. Donde 4 mdrulas se mantenian
como compactas, 3 embriones estuvieron detenidos
con 4 a 8 células y en proceso de degeneracion, 11
morulas en proceso de degeneracion y deformacion.
En los 7 blastocitos se observaron inicios de
degeneracion y deformacion tornandose de color
negro.

Los 32 cigotos que fueron asignadas para el cultivo in
vivo se transfirieron a oviductos de 3 alpacas
receptoras (10, 11, 11 cigotos). El lavado se realizé a
los 5 dias posteriores del cultivo en el oviducto de las
alpacas receptoras. De los 32 cigotos transferidos a
los oviductos de las receptoras se recuperaron 10
embriones, que hacen el 31.2% de tasa de
recuperacion, observandose los siguientes diferentes
estadios: 3 blastocitos eclosionados, 5 blastulas y 2

blastulas colapsadas.

Rew. Investig. Altoandin. 2017; Vol 19 Nro 2 157 - 164

Fig. 1. A) Ovocito categoria 1, B) Cigoto en division,
C)Morula compacta D)Blastocisto inicial,
E)Blastocisto expandido, F)Blastocisto eclosionado, G)
Blastula, H)Blastocisto colapsado (200X).

DISCUSION

La produccion de embriones in vitro, en el presente
estudio fue el 22.9% de embriones a las 168 h post
inseminacion en diferentes estadios y categorias.
Contrastando con previos estudios, realizados en
llamas (Del Campo et al., 1994) obtuvieron 15.85%
embriones con 2 a 16 células mientras que en alpacas
aplicando diferentes tiempos de maduracion (Huanca
et al., 2014) lograron el 19.8% de porcentaje de
division a las 72 h post maduracion.

.Conservando los ovarios a diferentes temperaturas y
con 16 h de conservacion, Arriaga et al., (2014)
reportaron el 27.3% de embriones divididos ala 72 h
post maduracion. La amplia variacion de resultados
reportados se podria deberse a las diferentes
condiciones que han sido utilizadas por los diferentes
autores para el proceso de la produccidén de embriones
in vitro en camélidos. A pesar de estos resultados en la
produccion de embriones in vitro en camélidos
sudamericanos faltarian. Es necesario realizar
estudios para implementar los protocolos para esta
especie y lograr los porcentajes elevados como los
obtenidos en vacunos que llegan alrededor del 70% de
division de los embriones, después de 44 a 48 h post
fertilizacion con produccién de embriones en estado
de blastocito del 32% (Coleman et al., 2007). La
presencia de embriones por partenogénesis en
camélidos se manifiestan enun 3% (Del campo et al,
1994), lo que se ratifica en el presente trabajo.
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En el presente estudio, a las 120 h de cultivo pos
inseminacion in vitro la proporcidon de embriones que
se logro fue: 19 (17.4%) moérulas compactas y 8
(7.3%) de blastocitos tempranos. En la cronologia del
desarrollo embrionaria y la migracién al utero, los
embriones a los 5 dias post ovulacion, Picha et al.
(2013), reportaron que el 100% de los embriones
estan estado de morula y todavia permanecen en el
oviducto. Existiendo una diferencia en el estadio de
embriones a las 120 h (5 dias) con el presente estudio,
en donde se constatd la presencia de blastocitos
tempranos, esta variacion podria atribuirse al efecto
de los medios de cultivo utilizados y tipo de foliculos
aspirados para produccién de embriones in vitro en la
especie alpaca. En camélidos no existen reportes de
embriones cultivados por 5 dias o 120 h post
fertilizacion in vitro, pero si reportan a partir de los 7

dias post inseminacion.

En el presente estudio a las 168 h post inseminacion se
lograron 18 (16.5%) morulas, 7(6.4%) blastocitos. En
todos los embriones se noto el inicio del proceso de
degeneracion y deformacion. En llamas Del campo ef
al. (1994) reportaron el 5.6% de moérulas y 6.0% de
blastocitos tempranos 7 dias post inseminacion y en el
cultivo con la presencia con células oviductales de
llama, en alpacas se han logrado el 21.1% de
blastocitos de ovarios que se sometieron a una
conservacion por 16 h y a diferentes temperaturas
antes de la coleccion de los ovocitos (Arriaga et al.,
2014). La proporcion de embriones producidos en
alpacas en los estudios "previos y contrastados con los
resultados del presente estudio son similares.

La presencia de embriones con procesos de
degeneracion y deformacion a partir del 7 dia de
cultivo, se debe probablemente al protocolo aplicado,
insumos u otros factores que no se pueden controlar

en laaltura (3870 msnm).

Después que los embriones fueron cultivados en el
oviducto de las hembras receptoras por espacio de 5
dias se recuperaron10 embriones de 32 cigotos que se
colocaron. Los estadios de los embriones

recuperados, fueron 3 en blastocitos eclosionados, 5
en estado de blastula y 2 en estado de blastulas
colapsadas. Reportes de este tipo de cultivo de
embriones no existen en camélidos siendo este
estudio el primero que se presenta. Estudios en
hembras con monta natural, sobre la cronologia de
desarrollo embrionario y migracion uterina, indican
que a los 8 dias post ovulacion estan en estado de
blastocito eclosionado y a los 9 dias comienzan a
alongarse (Picha et al, 2013) lo que nos permite
inferir que los resultados de presente estudio
coinciden en el desarrollo de los embriones,
asumiendo que las 120 h es igual a 5 dias, aqui se le
suma 48 h post maduraciéon que hacen 2 dias y
finalmente se le suma 24 h que corresponden a un dia
de fertilizacion. Realizando la sumatoria de los dias
correspondientes hacen (2+1+5) hacen los 8§ dias,
donde los embriones estan en estado de blastocito
eclosionado. Pero en el presente estudio se
recuperaron 2 embriones en estado de blastulas
colapsadas, debido probablemente a la ruptura que se
produjo en el momento de la coleccion por presiones
externas, lo cual fue provocado por el sistema de

coleccidn que se uso en la técnica de recuperacion.

El estado cronoldgico y morfoldgico de los embriones
recuperados de las receptoras indica que el efecto del
medio ambiente del oviducto actud positivamente en
su desarrollo. Asi diversos estudios refieren que el
embrion permanece después de la fertilizacion 3.5 a4
dias en el oviducto, durante este tiempo el embrion
desarrolla y es mantenido por el fluido del oviducto,
este periodo es critico para los embriones de animales
porque se incluye la activacion gendmica
embrionaria, que sirve para la diferenciacidn,
implantacion y desarrollo fetal (Memili and First,
2000; Neimann and Wrenzycki, 2000). Lo que no

sucedio con los embriones producidos in vitro.
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CONCLUSIONES

Al cultivo in vitro se observaron diferentes estadios
embrionarios (morulas, blastocitos), en donde
algunas de las cuales entraron en proceso de
degeneracion y deformacion al final del cultivo. Los
cigotos cultivados en el oviducto de hembras
receptoras fueron mas uniformes como blastocitos

eclosionados y blastulas.

Es necesario seguir estudiando medios especificos
para la produccidn de embriones in vitro en camélidos

sudamericanos.
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