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RESUMEN

La técnica de produccion de embriones por fertilizacion in vitro en
camélidos es aun insipiente por ello es necesario estudiarlo, para poder utilizarlo
como un instrumento de mejoramiento genético y conservacion de estas
especies. El presente trabajo se llevé a cabo en el Laboratorio de Reproduccién
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional
del Altiplano - Puno, a una altitud de 3820 msnm. El objetivo fue evaluar el
porcentaje produccion de embriones y calidad embrionaria de cigotos cultivados
en diferentes medios (SOFaa, KSOMaa y TCM-199). La incubacién en todos los
procesos, como maduracion ovocitaria, fertilizacion y cultivo embrionario se
realizd6 en una incubadora portatil de CO2 sumergida en un bafio maria que
provee las condiciones de atmosfera con 5% COg, alta humedad y temperatura
de 38.5 °C. La maduracién se realizé con TCM-199 suplementado con 5% de
SFB, 10Ul de eCG, 5Ul de hCG por 36h, para la fertilizacion se utilizé el medio
SPERM TALP como medio de preparacion de los espermatozoides del conducto
deferente, donde se realiz6 el proceso de SWIM UP por 30 min, para la seleccién
e inicio de la capacitacion espermatica. Los ovocitos y espermatozoides fueron
co-incubados por 18h en medio FERT TALP suplementado con 2UI/mL de
heparina y 40 uL/mL de solucién PHE. El analisis estadistico se realizé utilizando
el Software SPSS V.21, realizando la prueba de ji-cuadrado en una tabla de
contingencia de 3x2 en el primer objetivo y 3x4 para el segundo objetivo. La
evaluacion de desarrollo embrionario se realiz6 al dia 7 post fertilizacion, donde
se obtuvo una tasa produccién de embriones (mérulas y blastocistos) de 35.6%,
26.7%, 18.6% para SOFaa, KSOMaay TCM 199 (P<0.05) respectivamente; para
calidad embrionaria los resultados fueron 16.1%, 6.3% y 3.5% para SOFaa,
KSOMaay TCM 199 (P<0.05) de embriones de calidad excelente; destacandose
en ambas evaluaciones el medio de cultivo SOFaa. Se concluye que los
embriones de alpaca requieren un mayor contenido energético y las condiciones
de pH, osmolaridad, deben ser muy estables en el medio de cultivo, en

comparacion a otras especies.

Palabras clave: Alpacas, biotecnologia, in vitro, desarrollo embrionario
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ABSTRACT

The technique of production of embryos by in vitro fertilization in
camelids is still incipient, therefore it is necessary to study it, to be able to
use it as an instrument of genetic improvement and conservation of these
species. The present work was carried out in the Reproduction Laboratory
of the Faculty of Veterinary Medicine and Zootechnics of the National
University of Altiplano - Puno, at an altitude of 3820 meters above sea
level. The objective was to evaluate the percentage of embryo production
and embryo quality of zygotes grown in different media (SOFaa, KSOMaa
and TCM-199). The incubation in all the processes, such as oocyte
maturation, fertilization and embryo culture was carried out in a portable
CO2 incubator submerged in a water bath that provides the atmospheric
conditions with 5% COz2, high humidity and temperature of 38.5 °C. The
maturation was performed with TCM-199 supplemented with 5% SFB,
10Ul of eCG, 5UIl of hCG for 36h, for the fertilization the SPERM TALP
medium was used as a means of preparing the sperm of the vas deferens,
where the process was performed of SWIM UP for 30 min, for the selection
and start of sperm training. The oocytes and sperm were co-incubated for
18h in FERT TALP medium supplemented with 2UI / mL of heparin and 40
uL / mL of PHE solution. The statistical analysis was performed using
SPSS Software V.21, performing the chi-square test in a contingency table
of 3x2 in the first objective and 3x4 for the second objective. The evaluation
of embryonic development was performed on day 7 post fertilization,
where an embryo production rate (morulae and blastocysts) was obtained
of 35.6%, 26.7%, 18.6% for SOFaa, KSOMaa and TCM 199 (P <0.05)
respectively; for embryo quality the results were 16.1%, 6.3% and 3.5%
for SOFaa, KSOMaa and TCM 199 (P <0.05) of embryos of excellent
quality; highlighting in both evaluations SOFaa culture medium. It is
concluded that alpaca embryos require a higher energy content and the
pH conditions, osmolarity, must be very stable in the culture medium, in
comparison to other species.

Key words: Alpacas, biotechnology, in vitro, embryonic
development.
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|. INTRODUCCION

La utilizacion de la fecundacion in vitro (FIV) en camélidos sudamericanos
podria ser una alternativa para el mejoramiento genético de camélidos
domeésticos y para la preservacion de las especies silvestres. Sin embargo
existen pocos reportes de FIV en camélidos sudamericanos (Del Campo et al,
1994; Berland et al, 2011). Si bien la transferencia de embriones tradicional
(embriones producidos in vivo) ha sido exitosa (Taylor, 2003; Huanca et al,
2006a), produciendo cientos de crias de alpacas y llamas. Con la transferencia
de embriones producidos por FIV solo se han reportado gestaciones tempranas
en alpacas y llamas (Mendoza et al, 2013; Trasorras et al, 2014),estos resultados
nos indican que aun se necesitan mayores estudios que permitan estandarizar y
optimizar protocolos de maduracion in vitro (MIV) y FIV y asi obtener mayores

tasas de gestacion y natalidad.

El desarrollo de las biotecnologias reproductivas en los camélidos
sudamericanos, permitiria la propagacién de los animales genéticamente
superiores, especialmente los que poseen fibra fina y de colores naturales
(Miragaya et al, 2006). Estudios realizados en produccién de embriones in vitro
con el objetivo de desarrollar protocolos en camélidos sudamericanos son pocos.
En llamas (Del Campo et al, 1994; Conde et al, 2008), alpacas (Ratto et al, 2007;
Arriaga et al, 2014; Huanca et al, 2014), reportan del 6 al 20% de produccién 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
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tasas de prefiez entre 50 % y 40% respectivamente, favoreciendo una mayor

eficiencia y el avance genético en esta especie (Sansinema et al, 2007).

1.1. Objetivos de la investigacion

1.1.1. Objetivo general

Determinar el porcentaje de embriones producidos en los diferentes

medios de cultivo SOFaa, KSOMaa y TCM 199

1.1.2. Objetivos especificos

e Determinar el porcentaje de embriones producidos en los medios de
cultivo SOFaa, KSOMaa y TCM 199 en sus diferentes estados (mérula
y blastocito) en 7 dias de cultivo.

e Determinar el porcentaje de embriones seguin su calidad morfoldgica
producidos en los medios de cultivo SOFaa, KSOMaa y TCM 199

(excelente, buena, regular, mala, degenerado) en 7 dias de cultivo.
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ll. REVISION DE LITERATURA

2.1. Estado de la produccién de embriones in vitro de camélidos

La produccion de embriones in vitro en camélidos sudamericanos demanda
una gran cantidad de ovocitos capaces de ser fecundados. Los métodos utilizados
para la obtencién de ovocitos pos mortem son: aspiracion o diseccion de los
foliculos de ovarios provenientes de mataderos; aspiracion de los foliculos luego de
la exposicion quirdrgica del ovario por laparotomia o la aspiracion folicular guiada
por ultrasonografia via transvaginal.(Berland et al., 2011) El uso de ovarios
provenientes de mataderos tiene como ventaja disponer de una enorme cantidad
de ovocitos, pero su principal desventaja es que requiere de la maduracion in vitro
(IVM). Ademas, trabajando con ovocitos provenientes de ovarios de mataderos, se
desconoce si los foliculos considerados dominantes se encuentran en la fase de
crecimiento o regresion, lo cual puede afectar la calidad ovocitaria (Huanca et al.,
2014). La obtencion de ovocitos a partir de animales vivos ofrece la posibilidad de
aumentar la progenie de hembras genéticamente superiores y disminuir el intervalo
generacional. En estos animales se puede aplicar un tratamiento de super
estimulacién ovarica previamente a la obtencidén de los ovocitos para inducir el

crecimiento folicular multiple y maximizar el aprovechamiento de esas hembras.

2.2. Importancia de la PIVE de camélidos en el mejoramiento genético

El mejoramiento genético en camélidos y especialmente en alpacas, se
realiza en la actualidad mediante seleccion fenotipica, predominando las
caracteristicas de la fibra y conformacién. De esta manera se ha venido llevando
programas de seleccidn con poco éxito, ya que en la actualidad la cantidad de

animales de categoria super es minima, alcanzando porcentajes de apenas el 5

15
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%. En camélidos sudamericanos y en la alpaca el intervalo generacional es de 3
afos, y la disposicion del macho a la monta es reducida (Bustinza, 2001), estos
factores imposibilitan que los criadores de camélidos tengan un mayor nimero
animales de buenas caracteristicas, ya que el tiempo necesario para obtener con
pedigree conocido y pureza racial mayor al 90 % es de 5 generaciones,
problema que junto al inadecuando manejo reproductivo hace que no sea posible
un progreso genético mayor. Por otro lado para predecir el progreso genético
debido a la seleccion se toma los factores como la exactitud de seleccion,
intensidad de seleccién y la variacion genética de la poblacion; y si medimos la
dimensién del tiempo, se agregaria el intervalo de generaciones (Cardelino y
Rovira, 1987) dentro de estos factores la produccion de embriones in vitro puede
incrementar la intensidad de seleccion y recudir el intervalo generacional ya esta
técnica nos permite trabajar con niumero reducido de animales para optimizar
tanto los gametos femeninos y masculinos, y obtener un mayor nimero de

descendencia en un corto ciclo productivo.

Ademas de ello la produccién de embriones in vitro nos permite:

. Se pueden usar ovocitos de hembras muy jovenes, ya sea
via aspiracién por laparotomia, laparoscopia o mediante la técnica no
invasiva Ovum Pick Up (OPU).

o Se pueden rescatar ovocitos de hembras de alto valor
genético que por alguna razébn ya no pueden quedar prefiadas
(infecciones del utero, accidentes de la madre, abortos).

o En caso de muerte subita o necesidad de sacrificio de una
hembra de elevado valor genético, pueden rescatarse ovocitos al

momento del sacrificio o en el camal.
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o Permite una alta seleccion del macho, ya que de un
eyaculado se puede fertilizar una gran cantidad de ovocitos, que seran
transferidos como embriones a varias hembras receptoras.

. En caso de animales en peligro de extincidon, es posible
almacenar los ovocitos para ser fertilizados y usados cuando las

condiciones sean favorables para la especie (Vilela, 2014).

2.3. Proceso de la produccion de embriones in vitro en camélidos

2.3.1. Coleccion de ovocitos

La obtencién de ovarios provenientes de alpacas y llamas hembras
beneficiadas en el camal es una fuente importante para la recuperacion
de complejos ovocito-cumulo (COCs), facilitando gran disponibilidad de
ovocitos a bajo costo, los que podrian ser madurados, fertilizados y
cultivados in vitro hasta estados avanzados del desarrollo embrionario
(Del Campo et al, 1992; Del Campo et al, 1994; Ruiz et al, 2007)
Recoleccién de ovocitos por aspiracion

Vasquez et al. (2015) reportaron que los ovocitos son aspirados de
los foliculos visibles (mayores a 2 mm de diametro) de la superficie ovarica
con ayuda de una aguja de 20G x 1 adosado a una jeringa de 5mL en
donde se contiene 1mL de Tampon Fosfato Salino (PBS), el contenido
de la aspiracion es vertido a una placa petri (10 x 36mm) y mantenido a
35°C sobre una platina térmica por 5 min para la sedimentaciéon de los

ovocitos, ofrece una media de 4.5 ovocitos por ovario.
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Recoleccién de ovocitos por corte

En la recoleccion de ovocitos mediante corte Vasquez et al.(2015)
informaron que los ovarios son colocados a una placa petry de vidrio (14
x 93mm) que contiene 2mL de Tampodn Fosfato Salino (PBS), el ovario
se fija con una pinza hemostética curva y los cortes se realizan en forma
longitudinal y transversal con un bisturi, realizando cortes a 2 mm de
distancia aproximadamente, posteriormente se procede a retirar los trozos
del ovario cortado con ayuda de una pinza realizando antes un previo
lavado con PBS y mantenido a 35°C sobre la platina térmica, obteniendo

un promedio de 10 ovocitos por ovario.

2.3.2. Maduracién ovocitaria

La maduracion del nucleo del ovocito es un proceso que le permite
reducir la carga cromosomica de la especie a la mitad, convirtiéndose en
una célula haploide. Al inicio de la maduracion, el nacleo del ovocito
primario se encuentra bloqueado en la profase de diploteno de la primera
divisibn meiodtica, estadio de vesicula germinal (GV). En la madurez del
foliculo y en respuesta a la elevacion pre-ovulatoria de la LH, el ovocito
reinicia la divisibn meidtica (Gordon, 2003). El nucleo del ovocito entra en
diacinésis, y al final de la profase | se disgrega la envoltura nuclear y
ocurre la ruptura de la vesicula germinal. Al mismo tiempo se produce una
polimerizacion de los microtubulos, desaparecen los nucléolos y los
cromosomas se condensan y se orientan formando el huso acromatico
correspondiente a la metafase |. Posteriormente, se separan los
cromosomas homologos, se produce la extrusion del primer corpusculo

polar, y se origina el ovocito secundario con un solo par de cromosomas.
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A diferencia de la profase |, que es muy larga, la profase I,
practicamente no existe y el ovocito secundario comienza la segunda
division meidtica, entrando directamente a la metafase I, donde la meiosis
se interrumpe nuevamente (segundo bloqueo) y el ovocito es expulsado
del ovario durante la ovulacion. La segunda division meidtica termina
cuando el ovocito es penetrado por un espermatozoide y se produce la
extrusion del segundo corpusculo polar. La necesidad de un tiempo de
maduracion prolongado en los camélidos podria ser explicado por las
caracteristicas propias de la especie, toda vez que son especies de
ovulacion inducida, que requieren de estimulos externos como la cépula
y que la ovulacion in vivo ocurre a las 30 horas posteriores a la aplicaciéon
del estimulo (Huanca et al, 2001).

Estudios realizados en una especie similar, el dromedario, sefialan
gue los ovocitos requieren un tiempo 6ptimo de maduracion in vitro de 36
horas, siendo el rango de 32 a 44 horas para obtener porcentajes mayores
a 75% de ovocitos madurados en estadios de Metafase Il (Abdoon et al,
2001; Khatir et al, 2004).

Los ovocitos de los camélidos presentan caracteristicas propias,
con un citoplasma oscuro, atribuido a la presencia de gotas lipidicas (Ratto
et al, 2005).

Los ovocitos madurados se clasifican atendiendo dos criterios de
madurez que son el aspecto morfolégico y grado de expansion de células
del cumulus. Esta clasificacién subjetiva no siempre corresponde a la

madurez nuclear. (Bonilla et al., 2009)
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2.3.3. Fertilizacién in vitro

Durante la fertilizacion normal, la entrada de espermatozoides en
el ovocito desencadena una serie de oscilaciones de calcio intracelular,
gue son responsables de la activaciéon del ovocito; sin embargo, este
proceso se omite en el procedimiento ICSI. En varias especies como el
humano, el conejo, el hamster y los ratones, el propio procedimiento de
inyeccion es aparentemente suficiente para activar el ovocito, lo que lleva
a la descondensaciéon del esperma y la formacion de un pronucleo. Sin
embargo, en otras especies, se ha utilizado un estimulo de activacion
exdgeno con productos quimicos como el etanol y la ionomicina, seguido
de una exposicién inmediata a 6-DMAP, para obtener un mejor desarrollo
embrionario (Wani et al, 2018)

Comprende una serie de procesos cuyo punto final esta
representado por la fusion de los nucleos de ambas gametos y la
formacion del genoma del nuevo individuo. Para que se concretice dicho
evento in vitro es necesario que tanto el ovocito madurado sea cultivado
con espermatozoides que hayan alcanzado la capacidad fecundante.
(Palma, 2001).

En el afio 2008 en Peru se realizaron los primeros reportes de FIV
en alpacas (Mendoza et al, 2008). Gamarra et al. (2008) utilizaron
espermatozoides congelados de alpaca para fertilizar ovocitos madurados
in vitro, obtuvieron 27,1% de divisién a las 72 horas. Mendoza et al. (2008)
compararon los métodos de gradiente de Percoll y Swim up para la

recuperacion de espermatozoides epididimarios y utilizarlos en la FIV de

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




TESIS UNA - PUNO

ovocitos de alpaca. Obtuvieron 36,0% y 43,9% de division, para Percoll y
Swim up respectivamente.

Otra de las técnicas mas actuales utilizadas en camélidos es la ICSI
(Intracytoplasmic Sperm Injection). Esta técnica fue primeramente llevada
a cabo por Miragaya et al. (2003) y los ovocitos obtenidos quirirgicamente
e inyectados con espermatozoides eyaculados alcanzaron un 36% de

maduracion (M 1) y 16% de estadio de morula.

Coleccion de espermatozoides

La preparacion del semen que se utiliza en PIV de
embriones, requiere de la aplicacion de técnicas con las cuales se
recupere un alto porcentaje de espermatozoides mdviles con
morfologia normal, libre de detritus y espermatozoides muertos.
Para obtener embriones se han utilizado espermatozoides de
epididimo o de eyaculado. El uso de espermatozoides del
epididimo tiene la ventaja de que estas células tienen movilidad
progresiva y que el manejo de la muestra es mas facil porque no
tiene plasma seminal. La principal desventaja es que no se utiliza
espermatozoides de machos genéticamente superiores (Giuliano y
Trasorras, 2011).

Giuliano y Trasorras. (2011) para el FIV e ICSI utilizaron
eyaculados incubados en una solucion de 1 mg/ml de colagenasa
en medio H TALP BSA ya que la mayoria de los espermatozoides
no se presentan movilidad progresiva y el manejo de las muestras

es dificil debido a la viscosidad y a la filancia del plasma seminal.
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Para poder utilizar las técnicas de ICSI y FIV con semen de machos
de alto valor genético, es necesario utilizar un buen método de
recoleccion de semen y aplicar protocolos que permitan la
separacion y seleccion de espermatozoides méviles de del plasma
seminal.

El método de filtracién “Glass- wool” es otra alternativa para
la purificacion espermatica, que tiene la ventaja que provee semen
con una viabilidad cercana al 100%. Los lavados por sedimentacion
y resuspension a través de la centrifuga ayudan a separar los
materiales indeseables de una forma rapida y efectiva, ademas

aumentan la motilidad espermatica. (Huanca et al, 2007)

Evaluacién de fertilizacion

Del campo et al. (1994) realiza a la post fertilizacion,
denudacién de los ovocitos mediante agitacion con vértex durante 4
series y 3 mim, respectivamente, y se lavaron 3 veces. Para la
evaluacion se utilizé TALP-HEPES. Aproximadamente el 46% de los
oVvOcitos se examinaron microscopicamente para detectar signos de
fertilizacion. Se consider6 que un ovocito estaba fertilizado
(fertilizacion total) cuando 1 o mas espermatozoides o cabezas de
espermatozoides descondensadoras 0 2 0 mas pronucleos con 1 o
mas colas de esperma estaban presentes en el ovoplasma. La
frecuencia de la fertilizacion normal se determind como una
proporcion de ovocitos con 2 prondcleos y 1 cola de esperma con

respecto al numero total de ovocitos fertilizados.
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2.3.4. Cultivo de embriones

Durante el cultivo embrionario in vitro ocurren cuatro eventos
importantes en lo que se refiere al desarrollo desde la etapa de
cigoto hasta la formacidn del blastocisto: la primera division
embrionaria, cuyo momento de presentacion es critico para el
subsecuente desarrollo del embridn, la activacion del genoma
embrionario en la etapa de ocho a dieciséis células, la compactacion
de la mérula en el dia cinco y la formacion del blastocisto al dia seis
0 siete. Por lo tanto, las condiciones inadecuadas del ambiente de
cultivo que pudieran afectar alguno o todos estos eventos podrian
tener un efecto deletéreo sobre: la calidad del embrién (Ahuja et al,
2009).

Actualmente la produccién de embriones in vitro se interesa
en 2 aspectos basicos con son el desarrollo de medios de cultivo que
respondan a las necesidades metabdlicas de los embriones durante
su desarrollo y la segunda que eviten en su composicion células
somaticas. (Novoa y Leyva, 1996).

Para lograr esto es necesario conocer los requerimientos
bioquimicos de los embriones durante su desarrollo hasta el estadio
de blastocistos tanto in vivo como in vitro. Se han estudiado las
caracteristicas bioguimicas del medio, las cuales variaron con el
tiempo de cultivo, indicando la existencia de una compleja
interaccién entre el metabolismo embrionario y los sustratos del

medio (Palma, 2001).
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Las técnicas que se utilizan para el cultivo embrionario in vitro
pueden ser: co-cultivo de diferentes tipos de células o la utilizacion
de medios de cultivos sintéticos definidos o semi-definidos.
Utilizando el medio de cultivo SOF con el agregado de SFB y
realizando la renovacion del medio de cultivo cada 48 horas, nuestro
grupo de trabajo obtuvo la primera prefiez en la llama a partir de un
embrion producido in vitro (Trasorras et al, 2014).

Se han utilizado varias técnicas para el cultivo de embriones
in vitro en una variedad de especies, incluidos los cocultivos de
células epiteliales de oviducto ( Del Campo et al, 1994),
sobrenadantes de cultivo celular de oviducto (Mermillod et al, 1992),
células de la granulosa (Khatir et al, 2004), medio de fluido de
oviducto sintético (SOF) sin suplementacion celular (Tervit et al,
1972), Charles'sRosnkrans (CR) 1 (Rosenkras et al, 1993) medio
CR2 (Tavares et al, 2002), y medio optimizado de potasio simple

(KSOM) ( Nedambale et al, 2002).

2.3.5. Desarrollo embrionario

La segmentacién o divisibn embrionaria, es un proceso después de
la fecundacion, los cigotos experimentan varias divisiones mitoticas. Esta
secuencia de duplicaciones continia durante el resto del periodo de
segmentacion temprana, las segmentaciones iniciales suelen ocurrir
simultdneamente en todos los blastdmeros, pero la sincronizacion se pierde
inevitablemente y los blastbmeros comienzan a dividirse de manera
independiente unos de otros. Una vez que el embrion ha formado 16

blastomeros, se denomina moérula (Hafez, 2002)
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Calidad Embrionaria

La calidad embrionaria es uno de los factores que afecta
directamente al resultado de la transferencia, tomando los criterios mas
usados como son las morfologicas que incluyen configuracion, color,
namero y densidad de las células, tamafio del espacio perivitelino, etc, y
esta relacionada con la viabilidad después de congelacién, demostrando
que la calidad del embridn es un predictor mas exacto del éxito (Linder y
Wrigth, 1983). Palma y Brem. (1993) ratifica que los embriones clasificados
como excelentes o buenos tiene una alta probabilidad de alcanzar la prefiez
(60-70 por ciento), mientras los de muy baja calidad no concluyeron en

prefeces.

2.3.6. Medios para el cultivo de embriones

En numerosos laboratorios los medios de cultivo suelen ser
comprados al fabricante y solo en algunos casos fabricados en el propio
laboratorio, dependiendo generalmente de la complejidad del medio en si
mismo. Los medios auto fabricados suelen tener un coste superior ya que
se requieren medidas de asepsia estrictas y la mejor calidad posible de
agua y de componentes, que a su vez han de haber sido testados para
evitar una posible toxicidad sobre los embriones. Después de pesar todos
los componentes del medio, la preparacion final debe ser realizada bajo
una mesa de flujo laminar y las soluciones finales almacenadas en
recipientes estériles, bien de plastico o de cristal. Normalmente los medios
complejos. Otros componentes del medio, como son los factores de
crecimiento y el suero deberan haber sido alicuotados y congelados a —

70°C, ya que esta temperatura previene el deterioro y la desnaturalizacion
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de las proteinas, que producen su indisolubilidad al precipitar los
componentes del medio. La repeticibn de sucesivas congelaciones no
afecta a la eficacia del suero para su utilizacién normal en los medios de
cultivo ni en las transferencias de los embriones (Palasz et al, 1995).

El medio mas usado y exitosamente empleado en la maduracion de
ovocitos es el Tissue Culture Medium 199 (TCM 199), compuesto por sales
Earle’s con 4-(2-Hidroxietil)- 1-piperazinaetansulfonico (HEPES) vy
bicarbonato como estabilizadores de pH y suplementado con piruvato,
lactato, vitaminas, aminodacidos, purinas, proteinas (albumina bovina o
suero). Los ovocitos como los embriones y la mayoria de las lineas
celulares se desarrollan a un pH de 7,4 (Hafez, 2002).

El KSOM es un medio semi-definido desarrollado inicialmente para
embriones de ratdn (Lawitts y Biggers, 1991). Este sistema se adapt6 a
otras especies, incluidos los bovinos (Liu y Foote, 1995; Nedambale et al,
2002; Tavares et al, 2002), mediante la adicion de aminoacidos esenciales
y no esenciales con o sin una fuente de proteinas como el alcohol
polivinilico (PVA) (Liu y Foote, 1995), albimina de suero bovino (BSA) (Liu
y Foote, 1995) o suero de ternera fetal (FCS) (Lee et al, 1999).

El co-cultivo con células somaticas es una técnica satisfactoria para
producir embriones (Krisher et al, 1999). Sin embargo, estas condiciones
no definidas hacen que sea dificil o imposible examinar los requisitos
nutricionales de los embriones y contribuyen a la variabilidad en la
composicion del sistema de cultivo (Bavister, 1995). Ademas del riesgo de
contaminacion utilizando sistemas de co-cultivo, la presencia de células en

el cultivo puede modificar los sustratos disponibles y usados por el embrién,
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alterando las concentraciones conocidas en el medio de cultivo original
(Edwards et al, 1997). Ademas, las células presentes en el medio de cultivo
pueden competir con los embriones por los nutrientes o tener efectos

perjudiciales en el desarrollo del embrion debido a su desecho metabdlico.

2.3.7. Evaluacion de produccion embriones

La evaluacion precisa del embriébn es uno de los pasos mas
importantes para que la transferencia de embriones producidos in vitro sea
exitosa en las receptoras. Aunque existen muchos métodos alternativos
para determinar la viabilidad embrionaria, la evaluacion basada en criterios
morfologicos continlan siendo la mas simple, rapida y confiable. La
evaluacion morfolégica realizada con el estereoscopio es la més utilizada y
generalmente se realiza después de la busqueda y localizacién de los
mismos (Palma, 2001)

Algunas de las caracteristicas que se analizan para calificar a los
embriones se describen a continuacion: forma del embrién, color, textura
de la masa celular, numero y compactacion de las blastémeras,
diferenciacion del tamafio entre blastdmeras, tamafo del espacio
perivitelino, presencia de blastdmeras sueltas, degeneradas o detritus
celulares, presencia y tamafio de vesiculas (indican degeneracion) y
apariencia de la zona pelucida (Galina y Valencia, 2011)

Los embriones son evaluados por varios criterios, habiéndose
adoptado el de International Embryo Transfer Society (IETS), que fue
desarrollado por Linder y Wrigth (1983). Se describe en el cuadro 1, donde
se detalla las caracteristicas para clasificar los embriones:

Cuadro 1: Clasificacion de la calidad de embriones.
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1 Masa embrionaria esférica y simétrica, con
Excelente células (blastomeros) uniformes en cuanto a

tamanfo, color y densidad. Al menos el 85%
del material celular deberia ser una masa
embrionaria intacta y viable. La zona

pellucida debera presentar superficies lisas.

2 Bueno Bueno Irregularidades moderadas en cuanto
al aspecto, forma, tamafio, color y densidad
de las células. Al menos el 50% del material
celular deber4d encontrarse intacto vy
corresponderia con una masa embrionaria

viable

3 Regular Irregularidades mayores en la forma vy
tamafio de la masa embrionaria, asi como en
el tamafio, color y densidad de células
individuales. Al menos el 25% del material
celular deberd encontrarse intacto vy
corresponderia con una masa embrionaria

viable.

4 Malo Ovocito de 1 célula, degenerado, no viable

Fuente: International Embryo Transfer Society (IETS) Linder y Wrigth (1983)

Respecto a la clasificacion de embriones obtenidos mediante el
cultivo in vitro, Palma. (2001) mencionan que el estado de desarrollo del

embrion se identifica de acuerdo con el desarrollo morfoldgico, por ello los
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primeros estadios se denominan segun el numero de células: 2 células, 4
células, 8 células, hasta 16 células y luego reciben diferentes nombres
como morula, blastocisto segun su estado de desarrollo. Adicional a estas
denominaciones B6 y Mapletoft. (2013) sefialan codigos de clasificacion
estandar basados en el Manual IETS, los siguientes estadios se describen

a continuacion (cuadro 2):

Cuadro 2: Clasificacion del estado de desarrollo de los embriones.

ESTADIO CARACTERISTICAS

Mérula Dificultad para discernir uno de los
blastomeros, la masa celular (embrion)
ocupa la mayor parte del espacio perivitelino

(edad estimada 5 dias)

Mérula En la cual sus blastémeros estan unidos y
compacta constituyen una sola masa compacta que

ocupa entre el 60-70% del espacio

perivitelino.
Blastocisto Estadio en el cual se forma una cavidad
temprano (blastocele) en el interior del embrién. El

MCI (masa celular interna) ocupa un 70-
80% del espacio perivitelino (edad estimada

7 dias).

Blastocisto Existe una marcada diferenciacion entre el
trofoblasto externo y el macizo celular

interno, el blastocele ocupa el 50% del
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espacio perivitelino (edad estimada 7 -8

dias).
Blastocisto El diametro aumenta considerablemente
expandido con el consecuente adelgazamiento de la

zona pelucida a 1/3 de su espesor, origina
la presion creciente del blastocisto en

crecimiento (edad estimada 7-8 dias).

Blastocisto Los embriones estdan en proceso o han
eclosionado abandonado la zona peldcida. Su forma
puede ser esférica con un blastocele bien

definido o colapsado.

Fuente: International Embryo Transfer Society (IETS)

2.4. Antecedentes de trabajos de produccion de embriones in vitro en

camélidos

En el estudio de Trasorras et al. (2014) evaluaron la competencia de
desarrollo y la tasa de prefiez de los blastocistos eclosionados por llama
producidos in vitro utilizando gametos de animales vivos y dos condiciones de
cultivo diferentes. En la maduracion ovocitaria utilizaron ovocitos aspirados por
laparotomia y para la fertilizacion utilizaron espermatozoides mediante
electroeyaculacion. Después de 24 h, post fertilizacion colocaron en medio
SOFaa suplementado con FCS y se asignaron al azar a una de las dos
condiciones de cultivo. La condicion de cultivo 1 (CC1) consistié en 6 dias de
cultivo (n = 28) y la condicion de cultivo 2 (CC2) consistio en renovar el medio
de cultivo cada 48 h (n = 35). En CC1, la tasa de blastocistos fue de 36% (10/28)

y la tasa de blastocistos eclosionados fue de 28% (8/28) mientras que en CC2,
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la tasa de blastocistos fue de 34% (12/35) y la tasa de blastocistos eclosionados
fue de 20% (7 / 35) (p> 0.05). No se obtuvieron embarazos después de la
transferencia de embriones (ET) de blastocistos CC1 (0/8), mientras que se
obtuvo un embarazo (1/7) después de transferir un blastocisto eclosionado de
CC2.Cuatro y dos dias después de la ET, se perdio la prefiez.

El trabajo de Perez et al. (2017) evalué el efecto del cultivo in vitro e in
vivo de los cigotos de alpacas producidos in vitro. En la maduracion se utilizé
Complejos cumulus ovocitos (CCOs), obtenidos de los ovarios procedentes de
alpacas beneficiadas en el camal estos fueron madurados TCM 2520 y
cultivados a 38.50C, bajo 5% de CO2, y alta humedad por 36 h. La fertilizacion
se realiz6 en FERT TALP .Para el cultivo in vitro se utilizé 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%)
morulas y 8 (7.3%) blastocitos y a las 168 h se observaron 18 (16.5%) mérulas
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.

Un estudio en dromedarios por khatir et al. (2005) evaluaron la
competencia de desarrollo y la tasa de embarazo de embriones in vitro (IVP) se
estudiaron en dos sistemas de cultivo: un medio modificado semi-definido
(mKSOMaa) y otro con co-cultivo utilizando células oviductales epiteliales de
camello. Se complejos de cumulos y ovocitos (AOC), se dejaron madurar, se
fertilizaron y se cultivaron in vitro en medio TCM 199 (38.5 ° C; 5% de CO2,
humedad maxima> 95%, con una concentracion de oxigeno del 5% para medio
semi-definido y 20% para células de co-cultivo) durante 30 h. La fertilizacion in

vitro (FIV) se realizé con semen fresco en medio FERTALP. Las COC fertilizadas
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se denudaron mediante agitacion con vértex, luego se cultivaron en mKSOMaa
(se afadié FCS al 10% con tratamiento térmico 24 h después de la FIV), bajo
5% de O2 y 90% de N2 (grupo 1; n = 249) o con monocapas de células
oviductales epiteliales dromedarias en TCM-199 con 10% de FCS tratado
térmicamente bajo 20% de O2 (grupo 2; n= 254). La tasa de escision fue
significativamente mayor (p <0.05) para el grupo 1 (63%, 156/249) que para el
grupo 2 (51%, 130/254). No se encontraron diferencias significativas entre los
dos grupos en la tasa de desarrollo de blastocistos (21% frente a 16,5%) y su
incubabilidad (21% frente a 14%). Las tasas de prefiez fueron similares durante
los primeros 60 dias. Sin embargo, todos las prefieces se perdieron después de
60 dias, con la excepcidn de dos de seis (33%) de los receptores de blastocistos
eclosionados del grupo 1. Los embriones obtenidos por cultivo en el medio semi-
definido (MKSOMaa) parecen tener una mejor capacidad de desarrollo in vivo.
Nedambale et al. (2004) realizaron un estudio para identificar un sistema
mejorado in vitro de cultivo de embriones libres de células; los presuntos cigotos
se asignaron aleatoriamente a cuatro tratamientos medianos sin co-cultivo: (1)
SOF + 5% FCS durante 9 dias; (2) KSOM + 0: 1% de BSA durante 4 dias y
después KSOM + 1% de BSA hasta el dia 9; (3) SOF + 5% de FCS durante 4
dias y después KSOM + 1% de BSA hasta el dia 9; (4) KSOM + 0: 1% de BSA
durante 4 dias y después SOF + 5% de FCS al dia 9. El tratamiento 4 (sistema
secuencial KSOM-SOF) mejor6 (P> 0:05) mérulas (47%), Blastocistos (26%),
blastocistos del dia 7 (36%), numero de células, asi como tasa de eclosion total
(79%) en comparacion con KSOM sola (Tratamiento 2). Los embriones
cultivados en KSOM + BSA solo se desarrollaron lentamente y la mayoria de

ellos nacieron tarde en el dia 9, en comparacion con otros tratamientos. En
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conclusién, la sustitucion de KSOM con SOF después de 4 dias de cultivo

produjo blastocistos de mejor calidad.

lIl. MATERIAL Y METODOS

3.1. Lugar de estudio
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El trabajo investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Reproduccion
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, que se encuentra en la ciudad
universitaria de la Universidad Nacional del Altiplano - Puno, a una altitud de 3824
m con 15°4920.4%latitudSur y 70°01'07.3“longitudOeste, durante los meses de
enero a junio de 2017 con una variacion de temperatura de -2 a 20 °C y una

humedad relativa que oscilé entre 36 a 55%. (SENAMHI, 2017).

3.2. Material de estudio

3.2.1. Material biolégico

a) Ovocitos: Se utilizaron 686 ovocitos obtenidos por aspiracién de
ovarios de alpacas recolectados post mortem.
b) Cigotos: Una vez fertilizados los ovocitos, estos fueron separados

y seleccionados para el cultivo in vitro.

Cuadro 3: Distribuciéon de cigotos para el cultivo embrionario.

T1 T2 T3
SOFaa KSOMaa TCM-199
87 86 86

T1= Medio de cultivo SOFaa T2=FFg = Medio de cultivo KSOMaaT3= TCM-199

c) Espermatozoides del conducto deferente: Se colectaron
espermatozoides de 2 alpacas Huacaya adultos con desviacion

del conducto deferente.

3.3. Metodologia
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3.3.1. Coleccion de ovarios y seleccidon ovocitos

a. Transporte de ovarios

Los ovarios de alpacas (adultas y no gestantes), fueron
colectados de centros de beneficio de la ciudad de Ayaviri- Melgar

— Puno.

Los ovarios fueron transportados hacia el laboratorio de
Reproduccion Animal de la FMVZ, dentro de bolsas de polietileno
que contenian solucion salina (0.9% NacCl) + antibioticos (100 U.L.
/mL de penicilina + 1 mg/mL de estreptomicina), en un termo con
agua caliente de 30 a 35°C, la duracién del transporte no excedio

las 4 horas, segun recomienda (Arriaga et al, 2014).

b. Coleccién de ovocitos

La técnica utilizada para la obtencion de ovocitos del ovario
fue la aspiracién para lo cual, los ovarios fueron lavados 2 veces

con suero fisioldgico temperado a 35°C y secados con papel toalla.

La aspiracion se realiz6 fijando el ovario a nivel del hilio con
una pinza hemostética kelly y se procedié a la aspiracion del liquido
folicular y COCs, de foliculos con una medida de 2 a 5 mm
mediante el uso de una aguja 20 G X 1 adosado a una jeringa de
tuberculina (1mL) y con una presion de 12 mL/ min (velocidad del

embolo de la jeringa).
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Los CCOs vy fluido obtenido fueron vertidos a un tubo de
ensayo de 10 mL de capacidad dentro de un bafio Maria a 38°C,

dejando sedimentar por 20 minutos.

El sedimento se verti6 en placas Petri (35 x 10mm), y se
procedié a enjuagar el tubo con TCM + 10% Suero Fetal Bovino
(SFB), y se dejo en reposo 2 a 3 min, para luego realizar la
bdusqueda con ayuda de un microscopio estereoscopio a un

aumento de 25 X.

c. Clasificacion de los ovocitos

Una vez separados los ovocitos de los restos iniciales de la
aspiracion folicular (detritus, células de cumulus y fluido folicular),

estos fueron lavados 2 veces en medio TCM+ 10 % de SFB.

Los ovocitos se clasificaron teniendo en cuenta el nimero
de capas de células del cumulus y la apariencia del citoplasma,
utilizandose la siguiente categorizacién: Categoria A = Presentan
mas de tres capas compactas de células del cimulus que los
rodean en toda su superficie; Categoria B= presentan tres capas

compactas de células del cimulos. (Gordon, 2003)

Solo los ovocitos de las categorias A y B fueron

seleccionadas para la maduracién in vitro.

3.3.2. Camarade incubacién portatil de CO2

La cadmara de incubacién crea el ambiente necesario que

simula el entorno del oviducto maternal, por lo cual se utiliza camaras
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de incubacién que cumplen las condiciones de 5% de COq2, alta
humedad y temperatura de 38.5 °C, estas condiciones deben estar
presentes en todos los procesos de produccion de embriones in

vitro(maduracion, fertilizacion y cultivo).

El laboratorio de reproduccion animal no cuenta con una
incubadora convencional apta para la produccién de embriones in
vitro sin embargo se ideo un método similar, que es planteado por
Suzuki et al. (1999) y que se adecuo una camara portatil de incubacion

de la siguiente manera:

La cAmara de incubacion portatil es una caja de plastico con
las siguientes medidas (largo= 16cm, ancho=11cm, alto= 5.8 cm), y

con un volumen de 500 cm3 (Figura 13).

Para modular las caracteristicas de gasificacion, se
acondiciono en la tapa una valvula de conexion para evitar la salida

del contenido gaseoso.

Para la adicion de CO2 dentro de la camara portatil se coloco
un recipiente cilindrico (diametro= 35 mm y alto= 20 mm), dentro de
este a la vez se colocd 0.21 g de granulos efervescentes de

bicarbonato de sodio y sulfato de magnesio (Sal de Andrews®)

Una vez cerrada herméticamente la camara se procede a
extraer con una jeringa la cantidad de 50 mL de aire, siempre
controlando con la valvula. Por ultimo a través de la valvula se
adiciona 5 mL de agua destilada-desionizada sobre los granulos

efervescentes para la liberacion de CO: en el interior de la camara.
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La camara de incubaciéon portatil es sumergida en un bafio
maria temperada a 38.5 °C. (Figura 11). Todos los procedimientos de
incubacion (maduracion, fertilizacion y cultivo) se realizaron utilizando

esta camara asi como la adicion de COa.

3.3.3. Preparacion de medios

Medio de maduracién: TCM-199 — Medio de maduracion

Para el medio de maduracion se prepar6 el medio TCM-199 0.25-mM
Hepes (STOCK), la cual se mantuvo en congelacion en
crioviales de 1mL a -40 °C.

Cuadro 4: Componentes de medio TCM 199 — Medio de maduracion.

Componente g/10 mL
TCM-199 (c/sales de Earl, 0.25 Mm 0.151 g
Hepes)

Piruvato de sodio 0.022 g
NaHCO3 0.022 g
Gentamicina 50 ug/mL
eCG 20 U.l/mL
hCG 100 U.I/mL

Se filtr6é en micro poro de 0.22 p y se ajusté el pH de 7.2 a 7.4.

Medio para la fertilizacién in vitro

El medio FERT TALP (Parrish et al, 1988) es el medio utilizado para
el co-cultiivo de los ovocitos y espermatozoides, para lo cual se

prepard y se conservé a 5°C en viales de 5 mL.

Cuadro 5: Medio Stock tyrode lactato modificado FERT TALP.

COMPUESTO Final Mm 50 mL 100mL
NaCl 114 333 mg 666 mg
KCI 3.2 11.75 mg 23.5mg
NaHCOs 25.0 105.2 mg 210.4 mg
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NaH2PO4 H20 0.4 2.76 mg 5.52 mg

Gentamicina 24mg/mL 16.5 uL 33 uL

Rojo fenol 1% 50 uL 100 uL

Homogenizar suavemente y agregar los siguientes componentes

CaCl2 2H20 2.0 15 mg 30 mg
MgCIl2 6H20 0.5 5 mg 10 mg

Determinar el pH y ajustar a 7.4 y la osmolaridad a 290-300 mOsm

Posteriormente la solucion se filtrocon un dispositivo de microporo

0.22 um, y se conservo.

FERT-TALP solucion de trabajo

El dia de su uso se preparo:

Cantidad /mL
Sperm-Talp (stock) 1mL 5mL
BSA Fraccion V 6 mg/mL 30 mg
Piruvato de sédio (stock)| 10 uL/mL 50 uL
Gentamicina 25 ug/mL 125 ug

Se Homogenizo y se ajusto el pH a 7.5 con la adicion de COo..
Medio de preparacion y seleccion de espermatozoides.

Se utilizd el Medio SPERM TALP (Parrish et al,1988), el cual se
conservo a 5°C en viales de 5 mL.

Cuadro 6: Medio stock tyrode lactato modificado SPERM-TALP.

Compuesto Final mM 50 mL | /100 mL

NaCl 100 292.0 584 mg
mg

KCI 3.1 11.5 23 mg
mg

NaHCO3 25.0 105.0 210 mg
mg
2.0

NaH2P0O4.H20 0.3 mg 4 mg

Hepes 10.0 119.0 238 mg
mg

Gentamicina 25 ug/mL 50uL | 100 uL

Lactato de sodio 184

(60%) 21.6 uL uL 368 uL
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| Rojo fenol (1%) | lul/imL | 50uL | 100uL |

Agregar estos dos componentes al final, agitando suavemente la

solucion
CaCl2.2H20 2.0 15.5 31
mg mg
MgCI2.6H20 0.4 4.0 8 mg
mg

Se ajusté el pH a 7.4y por dltimo se filtr6 con un micro poro 0.22 um
Sperm-Talp solucion de trabajo

El dia de su uso se preparo

Cantidad /mL
Sperm-Talp (stock) 1mL 5mL
BSA Fraccion V 6 mg/mL 30 mg
Piruvato de sodio (stock) 10 uL/mL 50 uL
Gentamicina 25 ug/mL 125 uL

Se ajusto el pH a 7.4 con la adiccion de COs:.
MEDIOS DE CULTIVO

Lo medio de cultivo se prepararon y conservaron por espacio de 3
meses como maximo.

Medio de cultivo SOFaa segun Tervit et al (1972), modificado por
Fisher y Brown (2005)
Cuadro 7: Composicion del medio fluido oviductal sintético (SOFaa).

Componentes mM g/ 100 mL
CaCl> 2H20 1.7 0.0251
MgCl2 6H20 0.49 0.0100
NacCl 99.25 | 0.5800
KCI 7.16 0.0534
NaHCOs 26.19 | 0.2200
KH2PO4 1.14 0.0162
Piruvato de sodio 0.33 0.0036
HEPES 19.97 | 0.4760
Gentamicina 40 uL
Lactato de sodio60% 47 uL
D- Glucosa 1.5 0.0270
BSA (serumalbuminbovine) 4g/L 0.4000
Glicina 10 0.0750
Alanylglutamina 0.67 0.0146
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MEN aminod&cidos no esenciales 1% 1 mL
MEN aminodacidos esenciales 2% 2 mL
Rojo Fenol 1% 1% 100 uL
PVA (alcohol polivinilico) 11.62 | 0.1000
Agua ultra pura 100 mL

Se homogenizo suavemente y se ajustdé el pH a 7.4 con NaOH, la
osmolaridad debe estar en 280 mOsm
Se filtr6 en microporo de 0.22 um

Por ultimo se conservé en crioviales de 1 mL de capacidad a -40 °C.

Medio de optimizacién simple de potasio (KSOMaa) modificado
por Fisher y Brown (2005).

Cuadro 8: Componentes del medio de optimizacién simple de potasio

(KSOMaa).

Componentes mM g/ 100 mL
NacCl 95 0.5552
KCI 2.5 0.0186
KH2PO4 0.35 0.0048
CaCl2 2H20 0.025| 0.0250
MgSO4 7H20 0.20 0.0049
NaHCO3 25 0.2100
Piruvato de sodio 0.20 0.0022
BSA (serum albumin bovine) 4g/L 0.4000
Lactato de sédio 60% 10 0.1121
EDTA 0.01 0.0004
D- Glucosa 0.2 0.0036
Gentamicina 40 uL
MEN aminoacidos no esenciales 1% 1mL
MEN aminoéacidos esenciales 2% 2 mL
Rojo fenol 1% 1% 100 uL
Agua ultra pura 100mL

Se homogenizo suavemente y se ajustd el pH a 7.4 con NaOH, la
osmolaridad debe estar en 280 mOsm.

Se filtro en microporo de 0.22 um

Se conservo en viales de 1 mL de capacidad a -40 °C.

Medio de cultivo tisular TCM -199
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Cuadro 9: Componentes del Medio de cultivo tisular TCM -199 (control).

Componente g/100 ml
TCM-199 (c/sales de Earl, 0.25 Mm 151¢
Hepes)

Piruvato de sodio 0.22¢g
NaHCO3 0.22¢g
Gentamicina 50 ug/mL

Se homogenizo suavemente y se ajusto el pH a 7.4 con NaOH, la
osmolaridad debe estar en 280 mOsm
Se filtr6 en microporo de 0.22 um

Se conservo en viales de 1 mL de capacidad a -40 °C.

3.3.4. Maduracién ovocitaria in vitro

Se realizé de acuerdo al protocolo de Huanca et al (2014), con

ligeras variaciones y adecuaciones.
El medio de maduracion fue preparado de la siguiente manera:

TCM-199+ 5%SFB+ 10Ul eCG+ 5 Ul hCG+ 10 uL de antibi6tico

(gentamicina+ anfoterisina)

El medio de maduracion se coloc6 en una placa petry en una
cantidad de 500 uL y se cubrié con aceite mineral, este medio se estabilizo
dentro de la cAmara portatil de CO2 2 h antes de iniciar la maduracién de

oVvocitos.

Los ovocitos seleccionados fueron transferidos al medio de

maduracion en niumero maximo de 25 por gota de 500 uL.
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Una vez colocada la placa Petri (medio de maduracién y ovocitos)
se asegurd la camara portatil y se adiciono 5 % de CO2 mediante el
procedimiento descrito anteriormente, para ser sumergidos en bafio
maria convencional a 38.5°C por 36 horas para su correspondiente

maduracion.

3.3.2. Fertilizacién in vitro

a. Coleccion de espermatozoides.

Se utilizaron espermatozoides de dos machos con
desviacion de los conductos deferentes (Pérez et al, 2006). La
coleccion de los espermatozoides se colocd a los machos en

posicion decubito lateral, sujetados con ayuda de personal auxiliar.

La solucion para colectar fue 1 mL de solucion de tiroides

modificado SPERM TALP; (Parrish et al, 1988).

b. Seleccidon de espermatozoides:

El medio de coleccion fue 1 mL de solucion de tiroides modificado
SPERM TALP; Parrish et al. (1988), es una solucion gquimica que
preparara los espermatozoides para el inicio de la capacitacion, ya que
los espermatozoides pasan por swim up (seleccion de espermatozoides
vivos que sobre nadan en la superficie del medio), para que se de esta
situacion este medio se llevé a bafio maria por 1/2 h a 38.5°C, con 5% de

CO:y alta humedad (tubo sellado mas la adicién 5% de CO2). (Figura 10).
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c. Fertilizacion in vitro.

Para realizar la fertilizacion se prepararon gotas de 0.5
mL de solucién de tiroides modificado (FERT TALP; Parrish et
al., 1988), en placas Petri de 4 pocillos que se cubrieron con
aceite mineral y se colocaron dentro de la camara portatil, y
esta a la vez dentro de bafio maria para su equilibracion por 2
horas antes de la fertilizacién propiamente dicha.

Los ovocitos maduros se lavaron tres veces en gotas de
FERT TALP anteriormente equilibrados, para ser finalmente
colocadas al medio de fertilizacion de 0.5 mL, a este ultimo medio
se adiciono 1 Ul de heparina sddica y 20 uL de la solucién
penicilamina, epinefrina e hipotaurina (PHE).

Por ultimo, se co-incubaron en medio FERT TALP los
ovocitos + 5 PL de espermatozoides seleccionados en una
concentracion ajustada de 2.5 x 10° de espermatozoides por gota
de 500 uL (Conde et al., 2008), tomando en cuenta la motilidad
total >50%.

La placa petri que contiene los ovocitos maduros +
espermatozoides se colocaron nuevamente dentro de la camara
portétil y est4 a la vez dentro de bafio maria por espacio de 18

horas para su fertilizacion.

3.3.4. Evaluacion de fertilizaciéon y seleccion de cigotos

Los presuntos cigotos después de la fertilizacion fueron lavados

(para separar de las células del cumulus y espermatozoides) dentro de
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gotas de 0.5 mL de medio de cultivo compuesto de TCM-199 mas el 10%

de suero fetal que anteriormente fue estabilizada.

3.3.5. Cultivo embrionario

Los cigotos a las 24 horas pos fertilizacion en su mayoria aun no
muestran divisibn embrionaria, por lo cual se cultivaron por 2 dias mas para

recién eliminar a los ovocitos no fertilizados.

Los tratamientos para el cultivo se describen en la siguiente tabla:

Cuadro 10: Medios de cultivo para el cultivo del ler al 3er dia pos
fertilizacion.

Tratamiento | Medio Suplementos

T1: SOF aa (Fluido oviductal sintético) | +5 % de SFB

+ 10 uL de ATB

T2: KSOM aa | ( Medio de optimizacion | +5 % de SFB
simples de potasio) |+ 10 uL de ATB

Se ajusto el pH a 7-

7.4 con CO2

T3: TCM-199 | (Medio de cultivo tisular) +5 % de SFB

+ 10 uL de ATB

El cambio de cultivo se realiz6 cada 48 horas hasta el dia 7; posterior
al dia 3, se procede a disminuir la cantidad de SFB de 5 a 2 %, asi como
también el medio KSOMaa al no tener en su composicion el Buffer Hepes
tiende a subir el pH, por lo cual al momento de la equilibracion se ajusto el

pH de 7-7.4 utilizando CO: en cantidades segun sea el caso (0.2-0.5 cm?)

Cuadro 11: Adecuacion de los medios para el cultivo del 3er a 7mo dia pos

fertilizacion.
Tratamiento | Medio Suplementos
_ (Fluido oviductal | + 2 % de SFB
T1:SOF aa sintético) + 10 uL de ATB
T2: KSOM | ( Medio de | + 2 % de SFB
aa optimizacion + 10 uL de ATB
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simples de | Se ajustoé el pH a 7 con
potasio) CO2
. i (Medio de cultivo | +2 % de SFB
T3: TCM-199 tisular) +10 ul de ATB

Posterior al tercer dia los ovocitos que presenten division celular a la
evaluacion con el microscopio estereoscopio, son desechados y los que se

hayan dividido son cultivados hasta el dia 9.

3.3.6. Evaluacion de desarrollo embrionario

La evaluacion embrionaria desde el dia 7 se realizé teniendo en
cuenta los siguientes estadios.

M= moérula temprana, MC= morula compacta, Bl= blastocisto inicial,
BX= blastocisto expandido, ED= Embrion totalmente degenerado.

La descripcién cualitativa y consiguiente clasificacion de los
embriones son evaluados por varios criterios, habiéndose adoptado por el
International Embryo Transfer Society (IETS), que fue desarrollado por
Linder y Wrigth (1983):

1 Excelente: Masa embrionaria esférica y simétrica, con células
(blastomeros) uniformes en cuanto a tamafio, color y densidad. Al menos
el 85% del material celular deberia ser una masa embrionaria intacta y
viable. La zona pellcida debera presentar superficies lisas.

2 Bueno: Irregularidades moderadas en cuanto al aspecto, forma,
tamano, color y densidad de las células. Al menos el 50% del material
celular debera encontrarse intacto y corresponderia con una masa

embrionaria viable
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3 Regular: Irregularidades mayores en la forma y tamafo de la
masa embrionaria, asi como en el tamafo, color y densidad de células
individuales. Al menos el 25% del material celular debera encontrarse
intacto y corresponderia con una masa embrionaria viable.

4 Malo: Ovocito de 1 célula, degenerado, no viable
3.4. Método estadistico.

Las variables de estudio produccién de embriones (tasa de morulas y
blastocisto), y calidad embrionaria (Excelente, bueno, regular y malo) se
analizaron por la prueba de Chi-cuadrado dentro una tabla de contingencia de 3x2

y 3x4, utilizando el Software SPSS v.21.

Siendo la ecuacion siguiente:

Dénde:

6i= Frecuencia observada.
ei= Frecuencia esperada.
k= Numero de columnas.

r= Numero de filas.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Produccion de embriones in vitro de alpacas en los medios de cultivo
SOFaa, KSOMaa y TCM-199 en sus diferentes estados (morula y

blastocito) al séptimo dia cultivo.

Los resultados de produccién de embriones se midio contabilizando
cigotos que llegaron a los estadios de morula y blastocisto observandose
en la tabla 1 donde en el tratamiento 1 SOFaa para el estadio de moérulas
se obtuvo 20.7 % y blastocistos 14.9%; en el tratamiento 2 KSOMaa 15.2
% en moérulas y 8.9% de blastocistos y el tratamiento control con 12.8% vy
5.8% respectivamente. En produccion de embriones en el tratamientos
SOFaa, KSOMaa y TCM-199 un total de embriones (31)35.6%, (23)26.7%
y (16)18.6% respectivamente; analizando estadisticamente hay
dependencia de la produccion de embriones segun el medio de cultivo

(p<0.05).

Tabla 1: Produccién de embriones in vitro de alpacas a los 7 dias de cultivo
por tratamiento.

T1SOF T2KSOM ;‘;’(;’grl\‘/fr
aa aa 199
n n n
0, 0,
(%) (%) o
N° de
cigotos 87 86 86
cultivado
s
) 18 ( 14 11
Morulas 20.7) (16.2) (12.8)
Blastocit 13 9 5
0S (14.9) (10.5) (5.8)
31 23 16
Total (35.6) (26.7) (18.6)
(P<0.05)
48
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Ruiz et al. (2017) Realizaron un trabajo en alpacas donde evaluaron
el efecto de la seleccion espermatica y tension de oxigeno durante el cultivo
embrionario (SOFaa) y obtuvieron como mejor resultado una tasa de
29.7% de blastocistos al dia 7 de cultivo con una tension de oxigeno de
20%, del mismo modo afirma que la tension de oxigeno no afecta la tasa
de blastocistos. Los embriones de mamiferos se desarrollan bajo una
menor tension de oxigeno en el tracto reproductor femenino (Fisher y
Bavister; 1993), y se ha publicado informacién completa sobre los
beneficios de una baja tension de oxigeno (es decir, 5 0 10%) durante el
cultivo de embriones bovinos con o sin células alimentadoras (Harvey,
2007); estos resultados son superiores a los obtenidos en el presente
trabajo, debido a que los autores controlaron la tensién de oxigeno y CO:2
en una incubadora convencional en nuestro caso no se adiciono oxigeno y
la adiciébn de CO: (granulos efervescentes) se realiz6 por un célculo

aproximado.

Del Campo et al. (1994) realizaron un estudio en llamas utilizando
los CCOs recuperados postmortem y fertilizaron con espermatozoides
epididimales, el cultivo embrionario fue realizado en TCM-199 cocultivado
con células del oviducto por 9 dias donde obtuvo resultados de 17.3 % y el
18.6% de los cigotos que alcanzaron la etapa morula y de blastocisto
expandido, estos resultados son inferiores a los obtenidos en nuestros
tratamientos; esto se debe a que las monocapas de células de oviducto

deben prepararse cada semana a partir de oviductos de matadero
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desconocidos, lo que supone un mayor riesgo de contaminacion y una
fuente de variacion incontrolable (Xu et al, 1992).

Las transcripciones y proteinas del ovocito bovino rigen el desarrollo
embrionario inicial después de la fertilizacion hasta el cuarto ciclo celular;
en esta etapa, el control del genoma embrionario del desarrollo se hace
evidente (De Sousa et al, 1998). Es posible que en los camélidos, el
genoma embrionario, controlen el desarrollo del embridén antes que en las
especies bovinas. Los propios embriones alteran la composicién del medio
y la naturaleza de tal cambio depende de varias variables, incluidas las
especies de mamiferos y la etapa de Desarrollo embrionario, por lo tanto
las condiciones de cultivo utilizadas no pueden considerarse estéaticas. Los
embriones de etapa posterior, como los blastocistos, son mas activos que
los estadios de cigoto y escision, en consecuencia, tendran un mayor
impacto en la composicién del medio (Gardner, 1998) Teniendo en cuenta
estas teorias, Trasorras et al. (2014), utilizando ovocitos de llama aspirados
por laparotomia que previamente fueron estimuladas con gonadotropinas y
fertilizados con espermatozoides obtenidos por electro eyaculacion, para el
cultivo utilizaron fluido oviductal sintetico (SOFaa) suplementado con 10%
de SFB, renovandose el 50% cada 48 h, la evaluacion de produccion de
embriones se realizo el dia 6, donde obtuvieron una tasa de 34% de
blastocistos, comparando nuestro sistema de cultivo que también se utilizé
SOFaa suplementado con 5% de SFB son similares, sin embargo los
resultados son superiores a los obtenidos en el presente trabajo, la
explicacion se debe a la influencia que tiene la estimulacién ovarica que

provee ovocitos mas competentes para el desarrollo embrionario, en
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cambio en nuestro caso se utilizé ovarios de alpacas beneficiadas en el
camal y que se encuentran en diferentes fases del ciclo ovarico lo cual

reduce nuestro porcentaje de embriones producidos in vitro.

Los resultados obtenidos en el presente estudio son menores a los
obtenidos por kathir et al. (2005) quienes realizaron un estudio en
dromedarios (Camelus dromedarius), utilizando el medio de cultivo
KSOMaa, obteniendo a los 7 dias una tasa de 21% embriones que
alcanzaron la etapa de blastocisto, este resultado comparado con nuestro
trabajo se debe a que khatir utilizo la suplementacion de suero fetal en 10%
a las 24 h iniciado el cultivo y se basa en la hipotesis del efecto bifasico
del suero en un medio definido, que suprime el desarrollo del embrién en
estadios tempranos y lo estimula en etapa de morula y blastocisto
(Pinyopummintr y Bavister, 1991), en nuestro caso se adiciono 5% de SFB
al inicio del cultivo embrionario razén por la cual probablemente no
favorecié en el proceso de compactacion de la mérula y la formacion de

blastocistos.

Por otro lado Nadambale et al. (2004) estudiaron el efecto de los
medios de cultivo (SOFaa y KSOMaa) mas la adicion de BSA y suero fetal
bovino en el cultivo de cigotos de bovinos; los resultados que obtuvieron
fueron de 31% y 28% para SOFaa y KSOMaa respectivamente en
blastocistos al dia 7, estos autores indican la importancia de las
macromoléculas como son el BSA y suero fetal bovino, por un lado el BSA

tiene un efecto benefico en estadios iniciales no siendo asi para el suero
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fetal bovino que tiene un mejor efecto en estadios avanzados ( morulaciéon
y blastulacion) (Tricoire et al, 1999)

Los resultados obtenidos por Mejia et al. (2009) quienes realizaron
un estudio en bovinos utilizando el medio de cultivo KSOMaa comercial
evolve®, obteniendo a los 7 dias un porcentaje de embriones que
alcanzaron la etapa de blastocistos 15%, e indica que los medios
comerciales son fabricados en laboratorios certificados que utilizan
insumos de alta calidad como también controlan osmoralidad, pH y otras
caracteristicas fisicas de dichos medios de cultivo, contrastando con
nuestro trabajo se utilizé insumos de diferentes marcas (Merck, sigma,
spectrum) y ademas de ello no se tiene equipos para medir todos los
pardmetros biofisicos de cada medio de cultivo preparado en nuestro
laboratorio.Se ha encontrado que cuando se utiliza en los medios de cultivo
agua altamente purificada Milli-Q y recién obtenida la tasa de blastocistos
bovina e significativamente mas alta con respecto a otros tipos de agua
como la clorhidratada, desionizada y la doblemente destilada (Nagao et al,

1995).

4.2. Evaluacién de la produccién de embriones in vitro de alpacas segun
calidad embrionaria en diferentes medios de cultivo(SOFaa, KSOMaa

y TCM)

La evaluacion de produccion de embriones in vitro segun calidad
embrionaria se muestra en la tabla 2, dando como resultados en el
tratamiento 1 SOFaa con (1) calidad excelente 16.1%, (2) calidad buena

13.8%, (3) calidad regular 5.7% y (4) calidad mala 64.4%; en el tratamiento
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2 medio de cultivo KSOMaa en (1)calidad excelente 5.8%, (2) calidad buena
11.6 %, (3) calidad regular 9.3% y (4) calidad mala o degenerados 73.3% y
en el tratatamiento control TCM-199 donde 3.5% (1) calidad excelente, 8.1%
(2) calidad buena, 7.0% (3) calidad regulara y 63.5% (4) calidad mala;
mostrando dependencia de la calidad embrionaria por efecto del medio de

cultivo (p<0.05).

Tabla 2: Clasificacién segun calidad de embriones producidos in vitro al
séptimo dia cultivados en diferentes medios.

Medios de cultivo

T1 T2 '-|I'-g
SOF KSOM M-
aa aa
199
(%) (%) %)
Calida
d
wcel 14 3
€ n‘;‘;e (16.1 5 (5.8) (3.5
Grado ) )
1
Calida
d 12 10 7
. B . .
Calidad oena (58 (11.6) e
Embriona 2
ria Calida
d 5 6
regular 8 (9.3) (7.0
Grado (5.7) )
3
Calida
56 70
d mala 63
Grado (64.4 (73.3) (63.
4 ) 5)
86
. . 87 86
Total de cigotos cultivados (100) (100) ((::I).)O
(P<0.05)

La calidad embrionaria en los diferentes medios de cultivo se define
a que un medio de cultivo adecuado tiene multiplicidad de condiciones de

cultivo y el hecho de que los mismos embriones tienen diferentes
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capacidades para lograr completar su desarrollo en un medio de cultivo
en particular. No hay duda que los medios de cultivo embrionario afectan
la calidad embrionaria, por lo que hasta la actualidad, no hay suficiente
informacion para concluir cual es el "mejor" de los medios o sistemas de
cultivo, aunque es evidente que hoy en dia, la mayoria de los medios de
cultivo definidos o semidefinidos producen embriones de excelente
calidad (85% del material celular deberia ser una masa embrionaria
intacta y viable). Sin embargo, no todos los embriones morfolégicamente
normales garantizan un mejor éxito durante el desarrollo después de la
transferencia embrionaria (Millano et al, 2016)

La composicion de los medios de cultivo afectan la calidad final del
embridn, en nuestro caso al comparar el medio SOFaa y KSOMaa
presentan una diferencia estadistica (p<0.05), ambos medios tienen
cualidades benéficas en diferentes estudios ( Nedambale et al, 2004,
Khatir et al, 2005), esto situacidén podria deberse que la superioridad del
medio SOFaa es que en su composicion contiene HEPES un buffer que
le confiere estabilidad en el pH al medio de cultivo en cambio el medio
KSOMaa no contiene y el control de pH esta supeditado por el bicarbonato
de sodio por lo cual el pH no haya sido homogéneo durante tiempo de
cultivo, el poder controlar este factor influyo directamente en la
granulacion de los embriones en los estadios de morula y blastocisto, que
al final se traduce en una menor tasa de embriones de calidades

aceptables (calidad 1 y calidad 2)(Gardner, 2008).

En el desarrollo in vivo en embrién recorre todo el largo del

oviducto, segun su desarrollo la composicién del fluido oviductal cambia
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y los requerimientos lo hacen de la misma forma, el embrios cuando se
encuentra en el estadio de 2 células hasta 16, sus requerimientos
energéticos principalmente son aportados por el piruvato y algunos
aminoacidos (Gardnery Lesse, 1988). Sin embargo en estadios de morula
y blastocisto el consumo de energia se basa en la glucosa como principal
fuente de energia, (Thompson y Peterson, 2000), la energia interviene en
gene expresion y desarrollar la division celular. En el presente estudio las
concentraciones de piruvato en el medio SOFaa fue de 0.33mM vy del
KSOMaa fue de 0.20 mM y de glucosa 1.5 mM y 0.2 mM respectivamente,
comparando estas concentraciones en ambos casos, el KSOMaa posee
menor concentracion y ademas este medio se considera semi-definido y
estd sujeto a modificaciones, en cambio el medios SOFaa contiene
mayores concentraciones razon por la cual se puede formular la hipétesis
gue este medio cumple con los requerimientos energéticos del embrion

de alpaca.
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V. CONCLUSIONES

El medio de cultivo SOFaa mas suplementacion de SFB presenta mejores
resultados frente a los medios (KSOMaa y TCM 199-control) en

produccion de embriones in vitro de alpacas al séptimo dia.

La calidad embrionaria clasificada segun las normas de la IETS, y
comparadas entre los medios resalta que existe diferencia (p<0.05), la
razon se puede deber a la composicion de los medios de cultivo y al

control de los parametros biofisicos.
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VI. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios de de co-cultivo (células de la granulosa
y células del epitelio oviductal), en los medios KSOMaa y SOFaa y evaluar

el desarrollo embrionario.

Se recomienda no utilizar en altas cantidades el suero fetal bovino, ya que

provoca reduccién de la calidad embrionaria

Se recomienda utilizar medios de cultivo con alto contenido de bufferes

gue mantengan estable el pH.

Se recomienda el uso de factores de crecimiento tales como el IGF y EGF

en el cultivo embrionario.
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ANEXO A

RESULTADOS DE PRODUCCION DE EMBRIONES IN VITRO

Tabla 3: Resultados de desarrollo embrionario en medio KSOM.

Fe
ch N® Evaluacién
a de N® 7mo dia
de ov de . Observacio
) (Mérulas 'y
ma oc cigo blastocisto nes
du ito tos s)*
rac s
ion
04/
06/ 26 9 %l' Mc2,
17
11/ .
B2 Bi2
05/ 44 17 ’ !
17 Mc2, M2
18/
05/ 27 10 B1,M3,Bi3
17
25/
Mcl
05/ 32 11 '
17 BX1,M3
08/
M2,
06/ 41 16 M2 Bi3,B3
17
15/
06/ 29 10 Eﬁlcé M2,
17
29/
06/ 39 13 mgg M3,
17
TOTAL 86 23

Tabla 4: Resultados de desarrollo embrionario en medio SOFaa.

Fe N° N° Evaluacién Observacio
ch de de 7mo dia nes
a ovo ci (Mérulas 'y
de cito go blastocisto
ma S to s)

du S

rac

i6n

28/ 19 6 M1, M2,Bil
02/

17

21/ 47 16 Bil, B2,
03/ Mc2, M3
17

23/ 16 6 Mc1,M3,B3
03/

17

30/ 24 9 BX1,

03/ M1,Mc2
17

27/ 35 12 Mc1l,

04/ Mc2,BX1,B
17 2
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06/ 29 11 Mcl, Bi2,
07/ M2, M1
17
13/ 18 7 B3, M3, M2
o7/
17
03/ 20 7 Mc1,
08/ B1.Bi2
17
17/ 37 13 M1, M2,
08/ BX1, B2
17

TOTAL 87 31

Tabla 5: Resultados de desarrollo embrionario en medio (TCM-199).

N
g d .,
a e Evaluacién
de N° de ¢ /mo dia Observacio
ovocit i (Mérulas 'y
ma . nes
du 0s g blastocisto
rac ? s)
ion
0
S
20/
o7/ 19 7 B1,M3
17
27/ 1
o7/ 30 3 Mc2,M2
17
01/
08/ 21 8 BX2,MC3
17
24/ 1
08/ 29 > M1,Mc3
17
07/ 1
09/ 34 5 Mc2,M2,B3
17
14/ 1 BX1,M2,M
09/ 42 9 3
17
21/ 1
09/ 28 > Bi2,M3
17
8
TOTAL 6 16

* M: Mérula, Mc: Morula compacta, Bi: Blastocisto inicial, B: Blastocisto, Bx: Blastocisto
expandido
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ANEXO B
PRUEBAS ESTADISTICAS

Tablas de contingencia para tratamientos y produccion de
embriones (modrulas y blastocistos).

Resumen del procesamiento de los casos

Casos
Validos Perdidos Total
N Porcentaje | N Porcentaje | N Porcentaje
Produccién de embriones * | 259 100,0% 0 0,0% 259 100,0%
Medios de cultivo
Tabla de contingencia Produccion de embriones * Medios de cultivo
Medios de cultivo Total
SOFaa |KSOMaa | TCM 99
(control)
Recuento 56 63 70 189
Frecuencia 63,5 62,8 62,8 189,0
esperada
% dentro de | 29,6% |33,3% 37,0% 100,0%
Degenerado Produccion de
embriones
% dentro de | 64,4% |73,3% 81,4% 73,0%
Medios de cultivo
Produccioén de % del total 21,6% |[24,3% 27,0% 73,0%
embriones Recuento 31 23 16 70
Frecuencia 23,5 23,2 23,2 70,0
esperada
Embrié % dentro de | 44,3% |32,9% 22,9% 100,0%
mbrion -
desarrollado(M y B) Prodgcmon de
embriones
% dentro de ]| 35,6% |26,7% 18,6% 27,0%
Medios de cultivo
% del total 12,0% |8,9% 6,2% 27,0%
Recuento 87 86 86 259
Frecuencia 87,0 86,0 86,0 259,0
esperada
% dentro de ] 33,6% |33,2% 33,2% 100,0%
Total Produccion de
embriones
% dentro de ] 100,0% | 100,0% | 100,0% 100,0%
Medios de cultivo
% del total 33,6% |33,2% 33,2% 100,0%
Pruebas de chi-cuadrado
Valor gl Sig. asintética
(bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 6,363 2 ,042
Razén de verosimilitudes 6,430 2 ,040
Asociacion lineal por lineal 6,335 1 ,012
N de casos validos 259

a. 0 casillas (0,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La
frecuencia minima esperada es 23,24.

Se rechaza la hipotesis nula (p<0.05), la ji cuadrada calculada es mayor
gue la ji tabular, por lo tanto las variable produccién de embriones es
dependiente de los medios de cultivo.
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Tablas de contingencia para tratamientos y calidad
embrionaria

Resumen del procesamiento de los casos

Casos
Validos Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
Medios de cultivo * Calidad | 259 100,0% 0 0,0% 259 100,0%
embrionaria
Tabla de contingencia Calidad embrionaria * Medios de cultivo
Medios de cultivo Total
SOFaa | KSOMaa TCM 99
(control)
Recuento 14 5 3 22
Frecuencia esperada 7,4 7,3 7,3 22,0
% dentro de Calidad 63,6% 22,7% 13,6% 100,0%
Excelente  embrionaria
% dentro de Medios de 16,1% 5,8% 3,5% 8,5%
cultivo
% del total 5,4% 1,9% 1,2% 8,5%
Recuento 12 10 7 29
Frecuencia esperada 9,7 9,6 9,6 29,0
% dentro de Calidad 41,4% 34,5% 24,1% 100,0%
Bueno embrionaria
% dentro de Medios de 13,8% 11,6% 8,1% 11,2%
cultivo
Calidad embrionaria % del total 4,6% 3,9% 2,7% 11,2%
Recuento 5 8 6 19
Frecuencia esperada 6,4 6,3 6,3 19,0
% dentro de Calidad 26,3% 42,1% 31,6% 100,0%
Regular embrionaria
% dentro de Medios de 5,7% 9,3% 7,0% 7,3%
cultivo
% del total 1,9% 3,1% 2,3% 7,3%
Recuento 56 63 70 189
Frecuencia esperada 63,5 62,8 62,8 189,0
% dentro de Calidad 29,6% 33,3% 37,0% 100,0%
Malo embrionaria
% dentro de Medios de 64,4% 73,3% 81,4% 73,0%
cultivo
% del total 21,6% 24,3% 27,0% 73,0%
Recuento 87 86 86 259
Frecuencia esperada 87,0 86,0 86,0 259,0
% dentro de Calidad 33,6% 33,2% 33,2% 100,0%
Total embrionaria
% dentro de Medios de 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
cultivo
% del total 33,6% 33,2% 33,2% 100,0%
Pruebas de chi-cuadrado
Valor gl Sig. asintdtica
(bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 12,9202 6 ,044
Razon de verosimilitudes 12,537 6 ,051
Asociacion lineal por lineal 10,085 1 ,001
N de casos validos 259

a. 0 casillas (0,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La
frecuencia minima esperada es 6,31.

Se rechaza la hipétesis nula (p<0.05), la ji cuadrada calculada es mayor que la ji
tabular, las variable calidad embrionaria es dependiente de los medios de cultivo
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ANEXO C

EQUIPOS, MATERIALES Y MEDIOS

Equipos de laboratorio

e Balanza analitica

e Platina calentadora

e Microscopio estereoscopico
e Microscopio invertido

e Microscopio 6ptico estandar
e Estufa de secado

e Micro dispensador de 10 uL
e TermdOmetro digital

e Bafio maria

e Camara de flujo laminar

e Vortex

e Centrifuga

e Congeladora de -40°C

e Refrigeradora

e Cocina eléctrica

Termos de agua caliente

Materiales de laboratorio

a) Materiales para producciéon y manejo de embriones:
o Cémara portatil (taper)
o Agujas hipodérmicas de 20 G x 1,23 G x 1

o Filtros de poro de 22 ym
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Medios:

Matraz Erlenmeyer de 500 y 1000 mL
Jeringas de tuberculina

Jeringas de 5, 10, 20 y 60 mL.

Tips de 10 L,

Placas Petri de 2 y 4 pocillos

Placas Petri pequefias de 33 x 10 mm
Tubos de ensayo de 10 mL

Tubos Falcon

Probetas graduadas de 100 mL
Porta y cubre objetos

Indumentaria de bioseguridad( Mandil, Guantes, barbijo,

gorro)

Suero fisiologico

Agua bi destilada

Agua ultrapura

Agua des ionizada

Medio de cultivo tisular TCM-199 (Medium 199 — M2520 - 1L
SIGMA ®)

Soluciéon medio stock tyrode lactato modificado SPERM-
TALP

Solucién medio stock tyrode lactato modificado FERT-TALP

Medio de cultivo SOFaa(Fluido oviductalsintético)

Medio de cultivo KSOM aa(Medio de optimizacién simple de

potasio)
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ANEXO D
FIGURAS

Figura 1: Coleccion de ovocitos en el Figura2: Ovarios colectados en suero fisiologico +
camal de Ayaviri antibiéticos a 35 °C.

Figura: 4 Lavado de ovario con Figura: 3 Seleccion de ovarios de
solucidn fisiologia alpaca

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO Lok Nacional del

. . Figura: 5 Aspiracién de
Figura: 6 Ovario con Cng P

foliculo dominante

Figura: 7 Medio de maduracioén en Figura: 8 Preparacion de
placas de 2 pocillos medios de maduracion

Figura: 10Preparacion de Figura: 9 Espermatozoides en swim up
medio de fertilizacion
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Figura: 12 Preparacion de Figura: 11 Camarade
medio de cultivo. incubacién portatil sumergida

en bafio maria

Figura: 13 Camara de incubacién portatil

A: Valvula de control B: pinza hemostética C: depdsito de granulos
efervescentes

D: Placa de cultivo E: Jeringa con agua desionizada

-
L - -

Figura: 14 Cigotos cultivados 24 horas pos fertilizacion.
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Figura: 18Blastocisto inicial.

Figura: 19 Blastocisto
expandido.
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Figura: 16 Mérula
compacta.

Figura: 17 Blastocisto.

Figura: 20 Blastocisto
expandido.




