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RESUMEN

La produccion in vitro de embriones es una biotecnologia de la reproduccion que
en la Gltima década ha sido muy significativa. Esta se presenta como una
alternativa de gran trascendencia productiva, con la cual se puede llegar a producir
crias de alto valor genético a partir de hembras que no podrian producirlos de otra

manera.

En el primer capitulo de la investigacion se indican los aspectos anatomicos y
fisiologicos de las alpacas ademés de las caracteristicas de la técnica de

produccién in vitro de embriones.

Este ensayo se realizé con el fin de determinar el Porcentaje de fertilizacion de
los Ovocitos obtenidos, determinar la cantidad de embriones recuperados, evaluar
la calidad de embriones recuperados Yy la evaluacion de la técnica de produccion

in vitro de embriones desarrollada.

En lo correspondiente al Capitulo Il se abordan temas relacionados con los
materiales y métodos ; esta investigacion se realizO en el Laboratorio de
Biotecnologia de la reproduccion de la Universidad Técnica de Cotopaxi, ubicada
en el sector de Salache, Canton Latacunga, utilizando 3 alpacas hembra mayores
de 3 afios sUper estimuladas con FSH (Folltropin) en una dosis total de 128mg o
6,40 ml IM a las mismas que posteriormente se les realizo la cirugia de
laparotomia exploratoria del ovario para aspiracion de ovocitos, ademas se utilizd
1 macho mayor a tres afios de edad del cual se extrajo el semen por medio de la

utilizacion de una vagina artificial de alpaca.

Por dltimo el Capitulo 111 consta del analisis y discusién de los resultados , las
variables evaluadas no fueron muy satisfactorias ya que se obtuvo como resultado
el 31 % de ovocitos categoria A el 38 % categoria B y el 31% categoria C en
cuanto a la produccion de embriones solamente se obtuvo 1 embrién categoria C y

2 embriones categoria D.
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Huanca et al et al (2006) reporta la recuperacion de 4.8 £ 0.9 embriones entre
categoria A y B equivalente a una tasa de recuperacion del 66,1% de embriones

transferibles de alpaca.

Taylor et al 2001 Igualmente ha reportado la recuperacion de 37 embriones de 47
hembras no estimuladas (79 %), de las cuales resultaron en un 41 % de prefiez al

ser transferidas a receptoras.
En nuestro pais no se registran datos sobre este tipo de biotecnologia en alpacas

por lo que se recomienda continuar con investigaciones a futuro, considerando la

estandarizacion y mejoramiento en la técnica utilizada.
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ABSTRACT

In-vitro Embryo Production is a biotechnology of reproduction which in the last
decade has been very significant. This is presented as an alternative of great
productive importance, with which it can get to produce offspring of great genetic

value from females who could not afford them in other ways.

The first chapter of the research indicates the anatomical and physiological
aspects of alpacas as well as the characteristics of the technique of In-vitro

Embryo Production.

This trial was performed in order to determine the percentage of fertilization of
the oocytes obtained, determine the amount of recovered embryos, and evaluate
the quality of embryos recovered and the evaluation of the technique In-vitro

Embryo Production that was developed.

In what corresponds to chapter 2 we talked about topics related to materials and
methods, this research was carried out in the Biotechnology Laboratory of
Reproduction in the Technical University of Cotopaxi located in Salache —
Latacunga. So, we used 3 female alpacas older than 3 years which were super
stimulated with FSH in a total dose 6.40 ml IM. Subsequently, they were
conducted to a surgery of the ovarian exploratory laparotomy for the aspiration of
oocytes. Besides, we used 1 more male older than 3 years from which were

extracted the semen through the use of an artificial vagina of alpaca.

Finally, chapter 3 is about the analysis and discussion of the results. The evaluated
variables were not very satisfactory because we obtained a result of 31% of
oocytes category “A”; 38% category “B” and 31% category “C”. In terms of the
production of embryos we only got 1 embryo category “C” and 2 embryos

category “D”.

Huanca et al (2006) reported the recovery of 4.8 + 0.9 embryos between category

A and B equivalent to a recovery rate of 66.1% alpaca transferable embryos.
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Taylor et al 2001 also reported the recovery of 37 embryos unstimulated 47
females (79%), which resulted in 41% of pregnancy to be transferred into

recipient.

In conclusion we obtained a low percentage of oocytes suitable for fertilization as
well as a low percentage of In-vitro Embryo Production due to different factors
such as sperm death, lack of sperm penetration, degeneration of oocytes and

deficiencies in the handling of the equipment that was used.
In Ecuador is not registered data on this type of biotechnology about ALPACAS

so that it is recommended to continue with this investigation taking into

consideration the improvements that must be applied in this technique.
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INTRODUCCION

La produccion in vitro de Embriones es una biotecnologia de la reproduccién que
ha experimentado un gran adelanto en las ultimas décadas y ha dotado a la ciencia
de nuevas herramientas capaces de manipular y modificar el genoma de los seres

vivos mas evolucionados; los mamiferos.

Es importante sefialar que el desarrollo de embriones cultivados in vitro, ha
presentado una serie de dificultades, particularmente en aquellos producidos

después de la maduracidn y fertilizacion de ovocitos in vitro.

En nuestro pais no existen reportes de fertilizacion invitro de embriones de alpaca
de alli surge la necesidad de estandarizar sistemas de maduracién de ovocitos,
capacitacion espermatica, fertilizacion y cultivo in vitro de embriones de esta

especie.

El proceso de produccion in vitro de embriones en alpacas puede dividirse en tres
pasos fundamentales, los cuales, independientemente del protocolo utilizado, en
orden cronol6gico son: obtencion de ovocitos, maduracion o capacitacion de

ovocitos, fecundacion de ovocitos maduros, cultivo de embriones.

Estos pasos comprenden una compleja serie de procesos fisioldgicos los cuales

condicionan el éxito o el fracaso de esta biotecnologia.
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e Evaluar el protocolo de produccion in vitro de embriones de

Alpaca utilizado.

XXii



CAPITULO |

1. FUNDAMENTACION TEORICA

1.1 Generalidades de la Alpaca

La alpaca (Vicugna pacos) es una especie domeéstica de mamifero artiodactilo de
la familia Camelidae, derivada de la vicufia salvaje su domesticacion se viene
realizando desde hace miles de afos, las relaciones entre la alpaca y los demas

camélidos sudamericanos han sido controvertidas durante muchos afios. ()

En los siglos XVIII y X1X, cuando recibieron nombres cientificos, se creia que la
alpaca era descendiente de la llama (Lama glama), y fue denominada por ello
Lama pacos, ignorandose sus similitudes con la vicufa, tanto en tamafio, como en

la lana y la denticion.

Su clasificacion se complicdé tras comprobarse que las cuatro especies de
camélidos sudamericanos pueden cruzarse entre si y dar descendencia fértil. No
fue hasta el siglo XXI que, gracias al desarrollo de las técnicas de analisis de
ADN pudo demostrarse finalmente que la alpaca y la vicufia estan estrechamente

relacionadas, y que el nombre cientifico correcto es Vicugna pacos. (f)

1.1.1 Caracteristicas de la Alpaca

Las alpacas pesan entre 60 y 70 kilogramos y su altura a la cruz es de 1 metro es
mas pequefio que la llama. Han sido seleccionadas para la produccion de fibras,
cuyo diametro varia de 12 a 28 micrémetros, las cuales son muy utilizadas ain en

estos dias. Son animales tipicos del Ecuador, Bolivia, Pert y Chile. (g)

El habitat predominante esta arriba de los 3.500 metros sobre el nivel del mar,
puede vivir hasta los veinte afios. La hembra puede prefiarse por celo inducido,

pudiendo tener crias durante todo el afio, aunque normalmente pare en los meses



lluviosos de diciembre a febrero. La gestacion dura 11,5 meses y las pariciones

nunca dan mellizos. (a)

Hay dos fenotipos reconocidos, denominadas Huacaya y Suri: La variedad
Huacaya es la més abundante y se caracteriza por la cobertura total del cuerpo con
fibras muy densas que ademas cubren piernas, frente y mejillas, llegando a formar
un copete que puede cubrir los ojos. La fibra es rizada, dandole una apariencia

esponjosa.

La variedad Suri presenta una cobertura de fibras de aspecto mas sedoso, lacio y
de mayor crecimiento en largo y, debido a su estructura, cae desde la linea media
a ambos lados del cuerpo. Si bien desde el punto de vista tréfico es un herbivoro
selectivo y oportunista, en este caso manifiesta preferencia por las herbaceas y
solamente ramonea cuando hay extrema necesidad; ademas, debe beber agua
todos los dias. (6)

GRAFICO. 1.- Area de distribucion de Camélidos
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Fuente: Sitio Argentino de Produccién Animal - CAMELIDOS
SUDAMERICANOS (4)



GRAFICO. 2.- Poblacion de alpacas a nivel mundial
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Fuente: VILCA, J. 2008. Presentacion Camélidos y Poblacién San Pablo.
Riobamba-Ecuador (16)

1.1.2 Alpacas en el Ecuador

Los productores de alpacas en el Ecuador se encuentran en proceso de
crecimiento, cambio e innovacion, y en una encrucijada en busqueda de
alternativas y mejorias en cuanto al manejo, procesamiento y comercializacion de
los productos en base a la alpaca han existido diversas razones para la
introduccién de alpacas en el Ecuador; la principal de ellas han sido las

consideraciones ambientales. (j)

Efectivamente, estos animales poseen caracteristicas favorables en este sentido,
tales como las almohadillas plantares en sus extremidades y el peso ligero en
relacién a los bovinos y equinos, lo que significa que en condiciones aceptables de
capacidad de carga, no erosionan el suelo y ademas, contribuyen a la conservacion
de los humedales. (14)

Segun un censo actualizado al 2010, elaborado por el consultor Wilson Pintado,
se logré determinar que en Ecuador existen mas de 8.561 alpacas, de las cuales

4.163, un 48.62%, pertenecen a la provincia de Cotopaxi. Los datos de este



estudio son estimados, puesto que no se basan en informacion directa a nivel de
productor. (16)

Con el fin de mejorar la calidad genética de los hatos alpaqueros el Ministerio de
Agricultura, Ganaderia, a través de la Subsecretaria de Fomento Ganadero,
importo 200 alpacas desde la ciudad de Puno, Perd. Sin mayores contratiempos,
las alpacas llegaron al Cantén Salcedo, Provincia de Cotopaxi, donde fueron
entregadas gratuitamente a pequefios agricultores para la repoblacion y

mejoramiento genético. (j)

1.2 ANATOMIA Y FISIOLOGIA REPRODUCTIVA EN ALPACAS

1.2.1 Aparato reproductor en las hembras

1.2.1.1 Vulva

Externamente, el 6rgano femenino visible es la vulva. Es una apertura orientada
verticalmente, de 2,5 a 3,0 cm de longitud. Tiene labios externos bien definidos,

que en la parte inferior terminan con una protuberancia.

No se observan cambios marcados en el aspecto de la vulva en relacion a los
ciclos foliculares. Se le puede notar tumefacta y algo hinchada en hembras muy
préximas al parto. (4)

1.2.1.2 Vagina

Normalmente la vagina de las Alpacas es de 12 a 18 cm de largo y 2 a 4 cm de
diametro. Esta se dilata para permitir la salida de la cria, pero los partos dificiles a

menudo provocan lesiones en la vagina. (2)



1.2.1.3 Cérvix

El cérvix puede describirse como una espiral apretada (con dos o tres vueltas) de
tejido muscular. El canal cervical (que conecta la vagina con el Utero) es sinuoso y
de unos 2 a 4 cm de longitud. En hembras no prefiadas y receptivas al macho, el
cérvix se presenta penetrable, permitiendo asi la intromision del pene para la
deposicién de semen en el Utero. En contraste, el cérvix se cierra una vez que

ocurre la concepcion, y permanece cerrado durante toda la prefiez. (a)

1.2.1.4 Utero

Seré el érgano que aloje al feto durante los 11 meses de gestacion. Tiene forma de

Y en alpacas y esta constituido por dos oviductos, cuerpo del Gtero y cérvix (15)

En hembras no prefiadas el cuerpo del Utero es de aproximadamente 2 a 4 cm de
largo, mientras que los cuernos son de unos 8 a 15 cm. El cuerno izquierdo (donde
se desarrollan la casi totalidad de las prefieces) es de mayor tamafio que el
derecho. Durante la cépula el macho deposita el semen en el dtero y los
espermatozoides migran de alli hasta el lugar de fertilizacion (oviductos). (i)

1.2.1.5 Oviductos

Los oviductos son unos tubos delgados de alrededor de 20 cm de longitud. Por
ellos desciende el dvulo para encontrarse con el espermatozoide y permitir la

fecundacion. (7)

1.2.1.6 Ovarios

Localizados en la cavidad abdominal. Estan fijados al mesovario y envueltos por
la bolsa ovarica. En hembras pre-puberes, la superficie ovérica es lisa, en cambio
en hembras en estado reproductivo es irregular debido a la presencia de foliculos
en varios estadios de desarrollo. En la Alpaca, el ovario mide en promedio 15mm
de largo, 12mm de ancho y 09 mm de espesor el ovario izquierdo pesa 2,4 — 1,3¢g
y el derecho 1,9- 1.0g. (2)



GRAFICO. 3.- Anatomia del aparato reproductor de la hembra
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Fuente: SEPULVEDA, Manual para el manejo de camélidos sudamericanos. (15)

1.2.1.8 Edady peso a la pubertad

El inicio de la pubertad en alpacas esta condicionado por el nivel nutricional en
que se crien los animales. Es asi que la edad de la pubertad varia entre 5 meses y 3
afios de edad. La pubertad ocurre cuando la hembra llega aproximadamente a un
60 % de su peso adulto. (8)

1.2.1.9 Ciclo sexual

En los mamiferos de ovulacion inducida o refleja, la ovulacion ocurre como
respuesta a la copula, es decir, que la ovulacion en la alpaca es provocada. Los
factores que estimulan las descargas de hormonas hipofisarias responsables de la
ovulacion parecen ser naturales nerviosas y algunas veces emocionales. En
ausencia del macho la hembra presenta hondas foliculares de una duracion
aproximada de diez a doce dias, es decir crecimiento de los foliculos de Graff,

maduracion y regresion o atresia de los foliculos.

Las alpacas muestrean largos periodos de receptividad sexual o celo (hasta 36
dias) con un periodo de anestro no mayores de dos dias. Esta peculiar conducta de
periodos largos de celo 0 muy cortos de anestro refleja las hondas de crecimiento,

maduracion y atresia de foliculos en el ovario. (7)



1.2.1.10 Ovulacién

La ovulaciéon es inducida por el acto de la copula. Pero también puede ser
inducida artificialmente mediante la administracion de Hormonas como la hcg o la
GnRh

A medida que los foliculos se desarrollan la hembra se torna sexualmente
receptiva. Aunque continuamente hay muchos foliculos pequefios en el ovario,
generalmente solo uno (en uno de los ovarios) madura y permanece en ese estado
por unos 10 a 12 dias. Si durante ese periodo ocurre la copula, la hembra ovula,
puede haber hembras que ovulen en respuesta a la presencia del macho

(sensaciones visuales, olfativas y auditivas) sin que ocurra la monta. (15)

A pesar de que las hembras aceptan al macho y copulan independientemente del
tamafo del foliculo, la respuesta ovulatoria post copula solamente ocurre en

aquellas con foliculos mayores a 6 mm de didmetro.

Después de la copula las hembras que fallan inicialmente en ovular contindan en
celo hasta recibir el estimulo capaz de inducir la ovulacién. Por otro lado las
hembras que llegan a ovular siguen en celo mientras transcurre el tiempo

necesario para que el cuerpo luteo inicie su actividad secretoria. (11)

Si no se produce la copula el foliculo involuciona, pero normalmente otro foliculo
ya esta madurando (frecuentemente en el ovario opuesto), de modo que hay
‘ondas' de desarrollo folicular que se superponen, resultando en periodos casi

continuos de receptividad sexual de hasta 36 dias. (6)

La ovulacion tiene lugar entre uno y dos dias después de la copula. Despueés de la
ovulacion se forma el cuerpo luteo, que segrega la hormona progesterona,
responsable de suprimir la actividad sexual. EI cuerpo IUteo alcanza su maxima
actividad funcional 8 a 9 dias después de la copula. Si se registra la concepcién el

cuerpo luteo mantiene su tamafo y actividad hormonal durante toda la gestacion.



Si no ocurre la concepcion, a partir del octavo dia después de la copula, el cuerpo
luteo involuciona rapidamente y la hembra ya puede estar receptiva nuevamente
12 dias después de la cépula que provoco la ovulacion. Los periodos de no
receptividad en hembras no prefiadas corresponderian con la maxima actividad del

cuerpo luteo (8 a 9 dias despues de la copula). (9)

GRAFICO. 4.- Diagrama de las estructuras del ovario (Foliculo madurando
(F), évulo (ov), cuerpo lateo (cl).

Fuente: FAO 1996 Manual de précticas de manejo de Alpacas y Llamas, Roma 1996, ISBN 92-5-303903-5: pag. 9-
14, 30 — 34, 42- 47 (g)

1.2.1.11 Foliculogénesis

El foliculo constituye la unidad estructural y funcional de los ovarios. Se
clasifican en primordiales, primarios, secundarios y terciarios de acuerdo a las
caracteristicas histoldgicas de las células de la granulosa que rodean al ovocito y

al grado de maduracién del mismo.

La foliculogénesis es un proceso bastante conservado entre los mamiferos existen
caracteristicas diferentes segun las especies. Los camélidos sudamericanos se
caracterizan por ser una especie de ovulacion inducida. Es decir que la LH no

aumenta en cada ciclo sino que solamente se produce el pico necesario para



desencadenar la ovulacién bajo un estimulo natural producido por la monta o

artificialmente por la administracion de hormonas (hCG y GnRH). (0)

GRAFICO. 5.- Desarrollo folicular
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1.2.1.12 Foliculos primordiales:

Ovaocito con 1 capa de células foliculares planas. El ovocito es esférico, bastante
grande, con un oolema (membrana) liso, nacleo central y nucléolo denso. Tiene
granulos corticales en la periferia. Ademas hay una sola seccion de Golgi

(reducido), y gran cantidad de mitocondrias concentradas cerca del nucleo. (0)

GRAFICO. 6.- Foliculo primordial
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Fuente: Scielo.com Consideraciones sobre la dinamica ovarica en Camélidos sudamericanos (o)
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1.2.1.13 Foliculo primario unilaminar:

Ovocito con una capa de células foliculares cubicas. Estd limitado por una
membrana basal muy gruesa (membrana granulosa). Las células foliculares
clbicas pasan a llamarse células de la granulosa. Aumenta algo el diametro

general. En el oolema se crean micro vellosidades.
Se genera un espacio entre el ovocito y las células de la granulosa donde se

comienzan a acumular glicoproteinas. Esa zona se llama zona pellcida y seré

responsable del reconocimiento del espermatozoide en la fecundacién. (o)

GRAFICO. 7.- Foliculo primario unilaminar
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Fuente: Scielo.com. Consideraciones sobre la dindmica ovarica en camélidos sudamericanos (0)

1.2.1.14 Foliculos secundarios:

Ovocito esta agrandado, con células foliculares cubicas y con varias capas, de una
a cinco, con cavidad antral. A medida que el antro crece, el ovocito va
desplazandose Hacia un extremo del foliculo. En este estadio el desarrollo

folicular ain es mayoritariamente independiente de las hormonas LH y FSH.
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GRAFICO. 8.- Foliculo secundario

Fuente: Scribd.com Sistema reproductor en mamiferos (p)

1.2.1.15 Foliculo terciario, maduro o de Graaf:

Ovocito con células adyacentes forman el cumulo ovigero. EI foliculo esta ya
maduro y listo para que el foliculo “estalle” y que el liquido astral arrastre el
cimulo ovigero. Responden al estimulo de la LH produciendo cambios
morfolégicos y bioquimicos que finalizardn reiniciando la meiosis y
desencadenando la ovulacion. En Camelidos el foliculo pre ovulatorio es mayor
al10a18 mm. (p)

GRAFICO. 9.- Esquema del foliculo de graff
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Fuente: Scielo version On-line ISSN 1668-3498. Buenos aires 2006. Consideraciones sobre la  dindmica ovarica en
camélidos sudamericanos (s)
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1.2.2 Organos Reproductivos Masculinos
1.2.2.1 Escroto y testiculos

Los testiculos tienen una forma ovalada, y en un macho adulto miden alrededor de
4 a6 cmde largo y unos 2,5 a 3,5 cm de ancho. Al afio de edad el largo es de 1,0 a
1,5 cm. Los testiculos cumplen un papel fundamental, siendo responsables de la

produccion de esperma. (4)

Esperma es el liquido que contiene millones de espermatozoides que son los
encargados de fertilizar el 6vulo de la hembra. Estan ubicados bajo el ano y a cada

uno lo cubre una estructura pendulosa llamada escroto (bolsa escrotal).

Al nacimiento muchos animales tienen testiculos que ain no han descendido a la
bolsa escrotal, esto es normal, sin embargo a los seis meses de edad ya deberian
estar en su ubicacion correcta (bolsa escrotal), de lo contrario no se deben

seleccionar como reproductores. (5)

1.2.2.2 Epididimo y conducto deferente

Actla como dep6sito y lugar de maduracion del esperma. Durante la eyaculacion
el esperma pasa del epididimo al conducto deferente. De alli pasara a la uretra y

finalmente al exterior.

1.2.2.3 Glandulas Accesorias

Las glandulas accesorias (prostata y bulbo-uretrales) estan localizadas en la pelvis
y por encima del resto del tracto genital masculino. Estas glandulas segregan

fluidos que dan volumen, nutrientes y estabilidad al semen. (2)

1.2.2.4 Pene y prepucio

La flexion peniana se endereza y el pene sale del prepucio unos 15 a 25 cm. La
punta del pene tiene una proyeccion cartilaginosa firme, en forma de gancho
curvado hacia la derecha. Esta proyeccion sobrepasa la abertura de la uretra, y

12



asiste en la penetracion del cérvix de la hembra durante la copula. (6)

GRAFICO. 10.- Anatomia del Aparato Reproductor del Macho.
Vejiga (V), Prostata (P), Glandula Bulbo-Uretral (U), Epididimo (E), Testiculo (T), Forro (F), Pene (PE).

Fuente: FAO 1996 Manual de précticas de manejo de Alpacas y Llamas, Roma 1996,
ISBN 92-5-303903-5 (4)

1.3 Pubertad y edad al primer empadre

Los machos producen semen fértil alrededor de un afio. Sin embargo, a esa edad
las adherencias naturales del pene con el prepucio (forro) impiden a mas del 90%
de los machos copular normalmente. A los dos afios alrededor del 70% de los
machos ya lo tiene libre, mientras que alrededor del 100% lo tiene libre a los tres

anos. (6)

1.4 Espermatogénesis y caracteristicas seminales

El semen de la alpaca es altamente viscoso, lo que hace dificil su manipulacion en
el laboratorio, También es de notar que debido a la alta viscosidad del plasma
seminal, no existe lo que se aprecia en el semen ovino por ejemplo; la motilidad

nasal y la motilidad individual es ciertamente muy lenta.

La eyaculacion es un proceso continuo con mas 0 menos una calidad de semen
uniforme desde el inicio a la terminacién de la copula, y no existe fracciones

como se observa en otras especies domésticas. (7)
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La coleccion de semen en esta especie es complicada por la posicion de copula g
adopta tanto el macho como la hembra, ademas del tiempo largo del proceso de

eyaculacion, sin mucho éxito.

1.5 Método de coleccidn de semen en alpacas

1.5.1 Vagina artificial.

Mediante un maniqui en forma de una hembra sentada en posicién de copula; la
vagina artificial sera una modificacién de la vagina artificial usada para vacunos y
ovinos, la cual consiste en un tubo rigido de 7 cm de diametro por 25 cm. de largo
con una funda interna de latex, un cono de latex al que se envuelve un alambre en
espiral simulando la cérvix de la alpaca y al final un frasco de coleccidn de semen

de ovino o un tubo de centrifuga, el agua a 45° se coloca por una valvula. (j)

Los machos aceptan el maniqui después de un corto entrenamiento; la copula se
interrumpe cada 10 minutos aproximadamente para renovar el agua caliente, el

semen colectado varia, dependiendo del macho,

El color del eyaculado, independientemente del volumen, de un blanco lechoso
a blanco claro, este semen no muestra motilidad nasal por lo espeso de su

consistencia.

La utilizacion de vagina artificial en combinacion con una hembra receptiva es la
técnica mas dptima de obtener semen de buena calidad, el que se puede utilizar
para fines de inseminacién artificial, teniendo en cuenta de usar una fuente de

calor continuo y la caracteristica que imite a la del cérvix. (i)
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TABLA. 1.- Tiempo de copula y caracteristicas del semen de alpaca colectado
con vagina artificial con el apoyo de un maniqui o de hembras receptivas.

Con maniqui | Con hembra receptiva
Tiempo de copula (min) 159+ 0.6° 16.8+0.7°
Volumen (ml) 1.03 £ 0.03? 1.73 £ 0.09b
Motilidad (%) 34.2+5.3 68.9 + 4.9b
Concentracion ~ (x 10 * /ml) 32.8+4.3 57.5+8.3b
Espermatozoides vivos (%) 34.3+4.22 72.1+1.9b
Espermatozoides anorm (%) 149+1.18 13.9+0.78

Ab Letras diferentes entre columnas indican valores estadisticamente diferentes (p<0.05).
Fuente: Scielo Chile. Scientific Electronic Library (fi)

2. PRODUCCION IN VITRO DE EMBRIONES

Los resultados de produccion in vitro de embriones en distintas especies. Han
mejorado significativamente a medida que avanzan los conocimientos acerca de

sus requerimientos. (r)

En Camélidos la primera especie con la que se trabajé en MIV y FIV fue la llama
(Del Campo et al 1992, Del Campo et al 1994, Ratto et al 1999, Ratto et al 2005,
Conde et al 2006, Conde et al 2008). Estableciéndose como 28 horas el tiempo

Optimo de maduracidn in vitro.

En alpacas Gémez al (2002) y Ratto et (2007) reportaron por primera vez la
maduracion de los complejos cumulus ovocito recuperados por laparotomia
ventral utilizando 26 horas para la MIV. Obtuvieron 46% y 40% (Gomez), de
ovocitos en metafase Il en Alpacas donantes super ovuladas con FSH Y Ecg
respectivamente. (Ratto et al 2007) mejoraron los resultados obtenidos por Gémez
alcanzando 82% y 64 % de ovocitos en metafase Il con los mismos tratamientos

super ovulatorios. (9)
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Por otro lado ruiz y correa 2007 maduraron los complejos cumulus ovocito de
Alpaca durante 27 horas y obtuvieron 75% de ovocitos maduros por lo tanto
existen reportes que indican el uso de 22 — 25 horas de tiempo de maduracion
(Ruiz et al 2007, Mendoza et al 2008, Sacha et al 2009, Taipe et al 2010, Ruiz et
al 2011, Huaman et al 2011) de complejos cumulus ovocito de Alpacas en buenas

tasas de segmentacion y de desarrollo hasta blastocisto.

Sin embargo Huanca et al 2009 recomienda 38 horas méas para la MIV de
complejos cimulus ovocito de Alpaca debido a que encontraron 18.9 %, 42.9%, y
65.8% de complejos cumulus ovocito en metafase Il para 30, 34, Y 38 horas de
maduracion respectivamente y tazas de segmentacion de 9.5 %, 7.7% y 15.4%
para 30, 34 y 38 horas de maduracion respectivamente no reporta el logro de
blastocistos (12)

En consecuencia se trata de una tecnologia muy reciente en la cual se producen
avances afio a afio con las consecuentes mejoras de la misma. La fecundacién in
vitro es de gran apoyo en el desarrollo de técnicas que tienen un potencial
importante en la reproduccion animal, tales como la micro manipulacion de

embriones.

El desarrollo de esta biotecnologia permite la produccion de los mismos hasta

estadios avanzados compatibles con la transferencia a hembras receptoras. (i1)

2.1 Caracteristicas de la Técnica

La produccién in vitro de embriones comprende diferentes etapas:
v Obtencion y maduracién de las gametas femeninas (6vulos u ovocitos).
v Fecundacion in vitro de los ovocitos madurados

v" Cultivo in vitro de los embriones.

Los ovocitos son recuperados a partir de los ovarios de las hembras destinadas a

tal fin de diferentes maneras:
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v' A partir de ovarios de mataderos.
v" A partir de alpacas vivas. (b)

3. SUPER ESTIMULACION OVARICA EN ALPACAS

3.1 Inhibicién de la onda folicular.

Segin Bourke et al. (1995) al implementar super estimulacion ovaérica es
necesario comenzar el tratamiento hormonal en ausencia de foliculos dominantes.
Miragaya et al. (2006) observaron que iniciar el tratamiento en presencia de un

foliculo mayor a 5 mm induce el crecimiento de ese Unico foliculo.

Para lograr inhibir la dinamica ovarica, se han desarrollado varios protocolos
basados en el efecto negativo de la progesterona sobre la actividad folicular (Aba
et al., 1995). Se puede utilizar una fase luteal natural (induciendo la ovulacion) o
reproduciendo la fase luteal artificialmente utilizando progesterona o

progestagenos exogenos. (r)

3.2 Hormonas utilizadas en camélidos para inducir super-estimulacién ovarica

Los tratamientos con 1000 y 1500 Ul de hormona gonadotrofina coriénica equina
son efectivos en inducir crecimiento folicular multiple, pero con la aplicacion de

1500 Ul es mayor la produccion de foliculos. (5)

Ademas, la super-estimulacion con hormona gonadotrofina coridnica equina esta
asociada a una mayor proporcion de complejos ovocito cumulus expandidos y
COC’s en MII, comparado con el tratamiento con FSH.

Los camélidos son ovuladores inducidos, por lo tanto, la maduracion in vivo de
ovocitos dentro del foliculo puede producirse mediante la induccion de la
liberacion de LH administrando analogos de GnRH, como la buserelina o hCG.

La administracion de buserelina es beneficiosa para la recuperacion de una gran
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cantidad de complejos ovocito cumulus expandidos, los cuales pueden ser
utilizados directamente en técnicas de reproduccion asistida sin necesitar de la

previa maduracion in vitro. (8)

Tal como en otras especies, en alpacas se han estudiado diversos protocolos para
inducir el desarrollo folicular mediante el uso de FSH y PMSG. Ratto et al. (1997)
reporta una respuesta similar en el nimero de foliculos = 6 mm entre alpacas
tratadas con FSH y eCG.

En lo que respecta a FSH, se ha reportado el uso de multiples dosis (6 a 10) cada
12 horas (en 3 a 5 dias de tratamiento) con una dosis total de 50 a 200mg, pero sin

resultados promisorios (Gamarra et al., 2007) (j)

3.3 Aspiracion folicular mediante laparotomia

Conjunto de maniobras quirargicas que se realizan a los efectos de crear una via
de acceso a los drganos contenidos en la cavidad abdominal.

A continuacién se detallan las maniobras quirdrgicas necesarias para la
realizacion de una laparotomia:

a) Incision de la piel con bisturi sobre la linea sagital

b) Divulsion del tejido subcutaneo

c) Incision de linea alba y peritoneo (m)

Una vez localizado los ovarios se punzan los foliculos maduros que contienen las

gametas femeninas (ovocitos)

El liquido aspirado se vierte en una placa de petri (f)

De inmediato se procede a su identificacion y valoracion en el laboratorio de FIV..
Es indispensable una revision pre anestésica completa en la que, segin cada caso,
se decidira el tipo anestésico méas adecuado (generalmente una sedacion).

Se observa y valora cada uno de los ovocitos y las células foliculares que lo
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rodean clasificandolos segin su estado de maduracion. Posteriormente los
distribuye en placas de cultivo apropiadas que serdn mantenidas a 37° de
temperatura y condiciones de humedad y gasificacion apropiadas hasta el

momento de la Fertilizacion.

Si alguno de los ovocitos obtenidos no presenta el grado de madurez suficiente, el
tiempo de cultivo sera mayor y la inseminacion se realizara despues de las 6 horas

de su recuperacion o al dia siguiente si se considera oportuno. (s)

Existen ovocitos muy inmaduros o degenerados que no cumplen las condiciones
para ser inseminados por lo que se descartan. La obtencién de gametas
provenientes de animales vivos ofrece la posibilidad de producir embriones de

animales genéticamente superiores.

La técnica con mayor porcentaje de recuperacion de ovocitos es la aspiracion de

foliculos via laparotomia (r)

GRAFICO. 11.- Aspiracion folicular via laparotomia luego del tratamiento
de super estimulacién

Fuente: Directa
Elaborado por: Culcay. |, Sarzosa S.
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TABLA. 2.- Categorizacion de ovocitos

Categoria | Camulus con capas multiples, compacto pero traslucido.

A Citoplasma con granulacion fina, densa y uniforme.

Categoria | Camulus ligeramente expandidos, con menor numero de capas que
pueden cubrir la mitad de la zona pelucida, granulaciones

B ligeramente mas gruesas.

Categoria | - Cumulus parcialmente expandido y disperso.

- Red de uniones son presencia de células de cimulus.

C - Ovocitos pequefios o grandes, ovocitos desnudos.

- Cmulus muy oscuros(marrén oscuro, negro)

- Citoplasma de color muy claro o negro. Citoplasma bueno con

areas muy claras o muy oscuras.

Fuente: RIVAS R. 2012. Manual de précticas de Biologia de la Reproduccion (13)

4. 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

porgue no tiene plasma seminal.

La principal desventaja es que no se utiliza espermatozoides de machos

genéticamente superiores. Utilizando espermatozoides eyaculados se pueden
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utilizar machos elegidos pero, por otro lado, 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. (2)

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 moviles
del plasma seminal. En camélidos se han producido embriones por FIV e ICSI
utilizando eyaculados incubados en una solucién de 1 mg/ml de colagenasa en
medio H TALP BSA. (j)

4.1 Capacitacion espermatica

Para realizar una fertilizacion in vitro es esencial tener disponible una forma de
preparacion espermatica. Se han utilizado numerosos sistemas de capacitacion,
incluyendo medios con alto poder i6nico y glucosaminoglicanos como la heparina
y el sulfato de fucosa, envejecimiento, cambio de pH, ion6foros de calcio y
cafeina y fluido del oviducto (First y Parrish, 1987, 1988; Parrish et al., 1989). (5)
En general, cualquier agente que cause entrada de Ca++ dentro del acrosoma del
espermatozoide, y cause un incremento en el pH, causard capacitacion
espermatica (First y Parrish, 1988). Uno de los métodos mas efectivos es el que
utiliza glucosaminoglicanos (heparina) para la capacitacion espermatica. Entre los

métodos mas comunmente utilizados estan:

El método de percol, el método “swim-up” y el método de filtracion “glass-wool”.
Estos métodos son utilizados en la capacitacion espermatica y purificacion del
semen. ElI método del percol es uno de los mas utilizados, obteniendo con él
buenos resultados (Rivera et al., 2000); el método “swim-up” del semen es un
procedimiento mas lento (requiere 1 hora aproximadamente para su realizacion) y
no ha dado mejores resultados que el procedimiento que se realiza con percol
(Monterosso et al., 1994; Brocas et al., 1997); el método de filtracion “Glass-
wool” es otra alternativa para la purificacion espermatica, que tiene la ventaja que

provee semen con una Vviabilidad cercana al 100%. Los lavados por
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sedimentacion y resuspension a través de la centrifuga ayudan a separar los
materiales indeseables de una forma répida y efectiva, ademas aumentan la

motilidad espermatica. (10)

4.2 Cultivo in vitro de embriones

Actualmente la produccion 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. (Carlomagno & Novoa, 2000).

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 bioquimicas del medio, las cuales
variaron con el tiempo de cultivo, indicando la existencia de una compleja
interaccion entre el metabolismo embrionario y los sustratos del medio (Palma,
2001).

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) y bicarbonato como
estabilizadores de pH y suplementado con piruvato, lactato, vitaminas,
aminoéacidos, 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, 2004).

5. FERTILIZACION IN VITRO

Es la culminacion de una serie de eventos previos que involucran complejos
mecanismos de reconocimiento celular e interaccion gametica. Las evidencias
sugieren que esta interaccion se establece a través de un sistema de receptores
complementarios que serian claves en el reconocimiento como también en la

unién de los gametos (Jedliki y Barros, 1985).

22



La fertilizacion Consiste en la interaccién entre los componentes del ovocito y los
del espermatozoide, activandose la segunda division meiética del ovocito y la
restauracion del namero cromosomico del futuro individuo. La descondenzacion
de la cabeza del espermatozoide ocurre dentro de 1 a 2 horas de haber penetrado

al ovocito, y el prontcleo masculino se forma de 3 a 5 horas. (c)

La fecundacion in vitro se realiza en gotas de 50-100 pl de medio tamponado (pH
7,8) y modificado segun los distintos laboratorios, utilizando una proporcion de
10-15 ovocitos intactos o previamente desnudados de las células del cimulo, ya
que ello podria favorecer la penetracion espermatica (Hawk y col., 1992).

Con una dosis aproximada de 1 millon de espermatozoides por ml de medio. In
vivo, aunque se depositen millones de espermatozoides en el genital femenino, los
ovocitos se enfrentan a muy pocos de ellos en el momento de la fecundacion; de
hecho, en hamster se ha determinado una relacion cercana a 1 (Cumming y
Yenagimachi, 1982).

Sin embargo, en los sistemas artificiales, se coincuban los gametos con una
densidad espermatica alta para reforzar la posibilidad de fecundacién; pero al no
existir esta eficiente seleccion natural previa que reduce significativamente el
namero de espermatozoides al momento del encuentro y reconocimiento celular,
los ovocitos se enfrentan por tanto a un alto nimero de espermatozoides, lo que,
puede derivar en problemas de poliespermia ya que, ademas, los ovocitos
madurados in vitro no desarrollan en forma tan eficiente el bloqueo a la

poliespermia como los ovocitos madurados in vivo (Leibfried y col., 1986).

Simular en mejor forma las condiciones naturales durante la fecundacion in vitro,
incluye también mantener una atmdsfera de CO2 (5%) y una temperatura
adecuada (39°C)

Para lograr un buen porcentaje de fertilizacion hay que incubar por 24 horas

después de la maduracion y fertilizacion. Si se observan los 2 cuerpos polares

dentro del gameto femenino quiere decir que se llevd a cabo la fertilizacion.
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Antes de la fertilizacion generalmente se retiran las células del cumulus de los
ovocitos maduros, y este proceso se puede realizar por pipeteo o la adicion de

citrato de sodio al 3%, sin efectos adversos, con el proposito de limpiar al ovocito.
)
5.1 Calidad embrionaria.

5.1.1 Categoria A: Embrién de éptima calidad con méxima capacidad de

implantacion y congelacion.

5.1.2 Categoria B: Embridn de buena calidad con elevada capacidad de

implantacion y congelacion.

5.1.3 Categoria C: Embrion regular con bajas posibilidades de implantacion

5.1.4 Categoria D: Embrion de mala calidad con muy pocas posibilidades de

implantacion.

5.2 Estadios embrionarios

Los estadios embriones son las diferentes etapas del desarrollo de un embrién y se
clasifica de la siguiente manera.

5.2.1 Morula

Las blastomeras individuales son dificiles de diferenciar una de otra. La masa
celular del embrion ocupa la mayoria del espacio perivitelino.

5.2.2 Morula compacta.

Las blastomeras individuales tienen una masa compacta. La masa embrionaria

ocupa 60 a 70 % del espacio perivitelino.
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5.2.3 Blastocisto temprano.

Es un embrion que ha formado una cavidad llena de fluido y da una apariencia
general de un anillo. EI embrién ocupa 70 a 80 % del espacio perivitelino; es la

fase de transicion de una morula tardia a un blastocisto.

5.2.4 Blastocisto.

Hay una diferenciacion marcada de la capa del trofoblasto méas externa y la masa
celular interna (MCI) mas compacta y oscura. El blastocele es bien prominente
con el embrién ocupando la mayor parte del espacio perivitelino

5.2.5 Blastocisto expandido.

El didmetro del embrion incrementa dramaticamente con el consecuente
adelgazamiento de la zona peldcida.
5.2.6 Blastocisto eclosionado o liberado.

Cuando la cavidad del blastocisto se ha expandido completamente, el embridn
rompe la zona pellcida y se libera. EI embrién liberado es redondeado hasta el

doceavo dia, pero después se hace oval, y rapidamente aumenta de tamafio.
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CAPITULO I1

6. METODOLOGIA DEL ENSAYO

6.1 MATERIALES Y METODOS

En el capitulo segundo se detalla la metodologia utilizada en la investigacion,

caracteristicas y ubicacion del lugar donde se realiz6 el experimento.

6.2 CARACTERISTICAS DEL LUGAR
6.3 Ubicacién del ensayo

e Provincia: Cotopaxi

Cantén: Latacunga

Parroquia: Eloy Alfaro

Barrio: Salache Bajo

Sector: Salache

6.4 Condiciones Meteoroldgicas

e Altitud: 2703,04 msnm (PARTE BAJA)

Temperatura Promedio Anual: 13°
e Humedad Relativa: 3 %

e Pluviosidad: 250 — 500mm

e Nubosidad : Irregular

e Clima: Seco Templado

e Velocidad del Viento : 22m / seg

Fuente: Universidad Técnica de Cotopaxi
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7. UNIDAD EXPERIMENTAL

La presente investigacion se realizé con 3 alpacas hembras y un macho mayores

de tres afios de edad, posteriormente se trabajé en el Laboratorio de Biotecnologia

de la Reproduccion de la Universidad Técnica de Cotopaxi.

7.1 Material experimental

e Alpacas
e QOvarios
e Qvocitos

e Semen de alpaca

7.2 Materiales de campo

e Vagina artificial artesanal
e Hormona FSH (folltropin)
e Maniqui de alpaca

e Overol

e Botas de Caucho

e Cuerdas de sujecion

e Ecdgrafo

e Guantes Ginecoldgicos

e Guantes de Manejo

e Lubricante

e Vitaminas

e Desparasitarte

7.3 Materiales de laboratorio

e Jeringuilla de 5 ml
e Agujasdel18Gx1%
e Cajas Petri 90x15mm
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Bisturi N° 20

Guantes quirdrgicos
Micro pipetas

Puntas de micro pipetas
Pipetas pasteur

Vagina artificial
Maniqui para recoleccién de semen de grupa
Fundas herméticas
Céamara de neubahuer
Tubos de centrifuga
Porta objetos
Incubadora Memmert
Camara de flujo laminar
Estereoscopio
Microscopio

Plancha térmica
Centrifuga

Vortex

Tanque de mescla de gases

7.4 Medios:

Medios de maduracion para ovocitos
Medios de fertilizacion.

Percoll

Heparina

Aceite mineral

Medios de maduracién de embriones
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7.5 Materiales para laparotomia Exploratoria de Ovario

e Xilacina

e Ketamina
e Hilo vicril
e Hilo Seda

e Equipo de Diseccion
e Campos Quirudrgicas
e Antibioticos

e Lactato de ringer

e Reverin

7.6 Materiales de oficina

e Papeleria

e Computadora

e Flash memory

e Boligrafos

e Lépiz

e Libreta de apuntes

e Calculadora

7.7 Métodos:

7.7.1 Inductivo

Este método cientifico nos permitio; clasificar, comparar y registrar los resultados
obtenidos en nuestra investigacion de produccion invitro de embriones de alpacas

con el fin de obtener conclusiones generales

7.7.2 Descriptivo

Se utilizo este método en nuestra investigacion ya que se detalld las caracteristicas

mas importantes de la técnica de produccion invitro de embriones en Alpacas lo
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que permitid obtener informacion tanto de fuentes primarias como secundarias en

relacion al tema de estudio, sus causas efectos y resultados

8. DISENO ESTADISTICO

Se aplico un disefio no experimental. Para la interpretacion de los resultados se

utilizé graficos, tablas

8.1. Variables Evaluadas

8.1.1 Fertilizacion:

Se registrd una cantidad de gametas femeninas (évulos) maduros obtenidos de los
cuales se obtuvo un porcentaje de fertilizacion de los mismos mediante la

siguiente férmula.

Cantidad de ovocitos fertilizados
% fertilizacion = x 100
Cantidad de ovocitos inseminados

8.1.2 Cantidad de embriones recuperados:

El conteo de embriones recuperados se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia
de Reproduccion mediante la observacion con un estereoscopio a un aumento de
40x los mismos que posteriormente fueron registrados y expresados en

representaciones graficas

8.1.3 Calidad Embrionaria

Se determind mediante la observacién con un estereoscopio y se dividid en
categorias segun los aspectos morfologicos (# de células, grado de fragmentacion,

presencia de vacuolas y desarrollo del embrién).
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9.1 Preparacion de los animales

9. MANEJO DEL ENSAYO

TABLA. 3.- Protocolo de desparasitacion y vitaminizacion

Uso terapéutico Principio Nombre Dosis Fecha de
activo comercial aplicacion
Desparacitante interno | Doramectina Dectomax Iml /| 15 de Octubre
y externo 50Kg
Selenio, Vitasel Iml/ 15 de octubre
Complejo vitaminico | Fosforo, Yodo 20Kg -22 de Octubre
y Zinc -29 de Octubre
Vitamina A | Inyacom 2 ml| 15 de Octubre
500.000 Ul, | ADE Dosis
Vitamina D3 Unica
75.000 UL.

Fuente: Directa.

Elaborado por: Culcay I. Sarzosa S.

Luego de haber adquirido las Alpacas se las sometié a un protocolo de

desparasitacion y vitaminizacién con el objetivo de tener animales aptos para ser

sometidos al protocolo de super estimulacion ovarica.

9.2 Protocolo de super estimulacion ovéarica

Se aplico un protocolo de super estimulacién ovarica a cada una de las alpacas

con el fin de obtener una mayor cantidad de foliculos y ovocitos por ovario.
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TABLA. 4.- Protocolo de super estimulacion ovarica en Alpaca

HORMONA DIA DE HORA DE DOSIS
APLICACION | APLICACION

FSH ( Folltropin) Dia 1 9h00 — 21h00 1,35 ml (27mg)
FSH ( Folltropin) Dia 2 9h00 — 21h00 0,75mls (15mg)
FSH ( Folltropin) Dia 3 9h00 — 21h00 0,55 ml ( 11mg)
FSH ( Folltropin) Dia 4 9h00 — 21h00 0,55 ml (11mg)

Fuente: Directa
Elaborado por: Culcay. I, Sarzosa S.
Se administré la hormona FSH (Folltropin) por un periodo de 4 dias cada 12 horas

en dosis descendientes aplicando un total de 6, 40 ml (128mg) por cada alpaca.

9.3 ENSAYO EN LABORATORIO

9.3.1Dial

9.3.1.1 Fase 1: Aspiracion de ovocitos mediante Laparotomia exploratoria de

ovario y preparacion de medios

v" Se realiz6 la capacitacion de los medios dos horas antes para que se
regule la temperatura y el pH con el objetivo de evitar un shock

térmico.

v" El Medio de maduracién de ovocitos; se prepar6 en una caja Petri de
90x15mm con 2 microgotas de 50 ul. Recubierta con aceite mineral
(Sigma). A una temperatura de 38,5 °C seguidamente se llené la funda
hermética con la mescla de gases (CO2 = 5%, O2 = 5%, N = 90% y se

sellé.
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La aspiracion de foliculos se realiz6 con agujas de 18 G acopladas a jeringuillas

de 10 ml. Al liquido folicular aspirado se administro heparina para evitar la

coagulacién por la presencia de sangre.

9.3.1.2 Fase 2: Observacion de CCO y protocolo de maduracion

Colocamos el liquido folicular en la caja Petri para observar con el
estereoscopio y recolectamos los complejos ovocito cumulus con una

micro pipeta.

Los complejos ovocito cumulus recolectados del liquido folicular se
transfirié a una caja Petri con 3 microgotas de holding para realizar el

lavado antes de ser colocados en el medio de maduracion.

Después del lavado, los complejos ovocito cumulus son puestos en el
medio de maduracion (pre equilibrado). Colocamos los complejos

ovocito cumulus en una gota de 50 ul.

Colocamos la caja Petri con ovocitos en la cdmara de CO2 a una
temperatura de 38,5 °C con una concentracion de CO2 al 5 % durante
24 horas.

9.3.2 Dia2

9.3.2.1 Fase 3: Extraccion y Recolecciéon del semen

Se prepar0 la vagina artificial colocando agua a una temperatura de
40°C, se administro aire por la valvula para generar un bar de presion.
Y alrededor de la vagina artificial se colocé mantas térmicas para

mantener la temperatura.
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Se coloco el maniqui a una hembra receptiva.

Se esperd alrededor de 15 a 20 minutos para poder extraer el semen
debido al tiempo de cdpula de esta especie.

Se recolect6 2ml de semen en un tubo de ensayo conico se mantuvo la
temperatura a 38°C mediante un termo y se llevd de inmediato al
laboratorio.

Realizamos la valoracion de forma, motilidad, concentracion de la
muestra colectada a utilizar en la préctica.

Se diluyd el semen obtenido con 1 ml de triladyl y homogenizado en

vortex para reducir su viscosidad para poder ser preparado facilmente.

9.3.2.2 Fase 4: Purificacion de semen en percoll

Preparamos el semen mediante la gradiente de percoll

e Colocamos 2ml de percoll con una gradiente de 45 y 90 en un tubo de

centrifuga y 2ml de semen en el mismo tubo posteriormente

centrifugamos durante 10 min a 1000 revoluciones y repetimos el proceso

una vez mas.

e Retiramos el sobrenadante y aspiramos el pelet con la utilizacion de una

micropipeta posteriormente se colocd en la plancha térmica a 37°C

9.3.2.3 Fase 5: Determinacion de la concentracién espermatica y fertilizacion in

vitro.

Para la determinacion de la concentracion espermatica realizamos una
dilucién del semen en 5ul de semen purificado con 95ul de agua

destilada y homogenizamos durante 5 segundos en el vortex.

Tomamos una parte de esta dilucion y colocamos en la camara de

neubauer y observamos en el microscopio con lente 40x.
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e Debido al tiempo corto que se contaba se realizd un conteo rapido.

Para el recuento rapido contamos los espermatozoides de 5 cuadrantes
(G-1,G-2,G-3,G-4y G-5)

GRAFICO. 12.- Representacion grafica de Cuadrantes de Camara de Neu Bauer
para conteo espermatico.

G-1 TR LR T PR — G-2

728 10101 010 O N

G-3 Ml es || | G-4

| L |

Fuente: Directa
Elaborado por: Culcay. |, Sarzosa S.

TABLA. 5.- Numero de espermatozoides por cuadrante

GRUPOS DE 25 N.-
CUADROS ESPERMATOZOIDES

Gl 11

G2 14

G3 12

G4 11

G5 10

Fuente: Directa
Elaborado por: Culcay. I, Sarzosa S.

Media: 11+14+12+11+10= 58/5=11,6

X espermatozoides # cuadros camara 100mms3 X millones de
£ <4 espermatozoides/ml

Y cuadros volumen camara & 1cm?® (o 1ml)
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11,6

400 1000 mm3 18.56 millones de

25

&8 0.1mm3 ® 1cm3 (o 1ml) espermatozoides / ml

9.3.2.4 Fase 6: Inseminacién de los ovocitos maduros.

Se observo previamente las micro gotas con medio de maduracion que
contenian a los ovocitos y se selecciond los maduros para su

inseminacion.

Los ovocitos maduros se colocaron en un crio tubo y se removio los

ctmulos con ayuda del vortex.

Los ovocitos maduros se colocaron en medio de fertilizacion pre
equilibrado y fueron  inseminados con 2, 538.000 de
espermatozoides (27 ul de los espermatozoides purificados). Las cajas
Petri se colocaron en la funda gaseada con la mezcla de gases y
colocada en la incubadora a una temperatura de 38,5 °C. durante 12

horas.

9.3.2.5 Fase 7: Ovocitos fertilizados.

Se valoraron los ovocitos alas 2, 4, 6, 8, 12, y 48 horas y luego a los

4,5, 6, 7 dias post fecundacion.

Una vez que hemos confirmado si algun ovocito fue fertilizado lo

trasladamos al medio de manutencidn de embriones.
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CAPITULO III

10. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente Capitulo se detallan los resultados obtenidos en nuestra

investigacion para su posterior analisis.

TABLA. 6.- Obtencién de Ovocitos

OBTENCION DE OVOCITOS

N° De Ovarios 6

N° de Foliculos Aspirados 30
Ovocitos Maduros 10
Ovocitos inmaduros 16
Total de ovocitos obtenidos 26

Fuente: Directa
Elaborado por: Culcay I, Sarzosa S.

Se indica el numero de ovarios utilizados, el numero de foliculos aspirados y el
total de ovocitos obtenidos tanto maduros como inmaduros para el desarrollo de

la investigacion.
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GRAFICO. 13.- Categorizacion de ovocitos

| CANTIDAD | PORCENTAJES
CATEGORIA A |8 28%
= 31,00%
CATEGORIA B |10 31,00%
CATEGORIA C |8
TOTAL 26
Categoriacategoria Categoria
e

Fuente: Directa
Elaborado por: Culcay I, Sarzosa S.
En la investigacion se obtuvo un total de 26 ovocitos, 8 ovocitos categoria A que
representa el 31 %, 10 ovocitos categoria B que representa el 38 % y 8 ovocitos

categoria C que representa el 31 % de ovocitos obtenidos.
Estos resultados difieren a los reportados por Gonzales et al 1992 quien con la
técnica de aspiracion folicular encontré 40,3 %, 48,3%, y 10,9 % de ovocitos para

las respectivas categorias.

Gomez et al, 2002. Cita que con la Tecnica de Aspiracion folicular mediante

laparotomia se ha aspirado mas del 80% de ovocitos Categoria A.

TABLA. 7.- Maduracion de ovocitos

MADURACION DE OVOCITOS

Cantidad  Porcentajes

Ovocitos sometidos a maduracion 18 100%
Ovocitos maduros 11 39%
Ovocitos Degenerados 7 61%

Fuente: Directa
Elaborado por: Culcay I. Sarzosa S.
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Se sometieron a capacitacion 18 ovocitos los mismos que eran de categoria Ay B

que representa el 100% de estos se capacitaron Gptimamente 11 ovocitos que

representa el 61 % y 6 ovocitos no capacitados degenerados que representa el

39%.

Miragaya (2002).

Estudio la maduracién In Vitro de ovocitos, obtenidos por

aspiracion luego de un protocolo de estimulacién ovarica, obteniendo una

maduracion de 72 %, similar al reporte de Del Campo et al (1992).

TABLA. 8.- Inseminacion y fertilizacion de ovocitos

Ovaocitos inseminados Ovocitos Fertilizados Ovocitos no
Fertilizados
11 100% 4 36% 7 64%

Fuente: Directa

Elaborado por: Culcay. |, Sarzosa S.

Estudios de Del Campo et al 1994. Sobre Fertilizacion In Vitro de ovocitos en

camélidos sefialan una tasa de desarrollo al estadio de prondcleo del 29.2 y 57.1

%.

TABLA. 9.- Produccion de embriones

CATEGORIA N° DE EMBRIONES PORCENTAJE %
A 0 0%
B 0 0%
C 1 33,3%
D 2 66,7 %
total 3 100%

Fuente: Directa

Elaborado por: Culcay. |, Sarzosa S.

Se observa que de 3 embriones producidos que representa el 100% 1 embrion

(33,30%) fue de categoria C y 2 embriones (66,70 %) fueron de categoria D.
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Huanca et al et al (2006) reporta la recuperacion de 4.8 + 0.9 embriones entre
categoria A y B equivalente a una tasa de recuperacion del 66,1% de embriones

transferibles de alpaca.

Taylor et al 2001 Igualmente ha reportado la recuperacion de 37 embriones de 47
hembras no estimuladas (79 %), de las cuales resultaron en un 41 % de prefiez al

ser transferidas a receptoras.

10.1 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

10.1.1 CONCLUSIONES.

El nimero de ovocitos recuperados aptos para capacitacion fue bajo , solamente se
utiliz6 ovocitos con al menos una capa de células de cimulus y un citoplasma
homogéneo los mismos que no maduraron adecuadamente debido a la presencia
de elementos foliculares que impiden la maduracion como son liquido folicular ,

sangre, adherencias, etc.

El porcentaje de maduracién de ovocitos fue del 39% y ovocitos degenerados en
un 61% lo que indica claramente que no se obtuvo un porcentaje considerable de

ovocitos viables para ser sometidos a fertilizacion.

En nuestra investigacion se sometieron a inseminacion 11 ovocitos de los que 4
ovocitos fertilizaron de forma normal presentando dos pronicleos, uno masculino
y otro femenino, y una cola de espermatozoide. Y 7 ovocitos no fertilizados
adecuadamente presentando diferentes caracteristicas como retraso en la
formacion de los pronicleos, ovocitos detenidos en telofase I, y ovocitos que

presentaron mas de dos pronucleos y dos corpusculos polares.
Los embriones que se obtuvo fueron de mala calidad, teniendo; 1 embrion de

categoria C y 2 embriones de categoria D los mismos que no son viables para ser

transferidos ni crio conservados.
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El desarrollo de la técnica de produccion invitro de embriones empleada puede ser
viable de ejecutar con mejores resultados teniendo, en cuenta las mejoras que se

pueden realizar a la misma.

10.1.2 RECOMENDACIONES

Existe una limitada disponibilidad de Ovarios de Alpaca provenientes del
matadero lo cual impide mayor investigacion en la estandarizacion de una técnica
de produccién in vitro de embriones. Por lo que es una buena opcion la
recoleccion de ovocitos mediante la técnica de Aspiracion folicular mediante
laparotomia exploratoria del Ovario. Teniendo en cuenta la presencia de

elementos folicular que pueden afectar el proceso.

Ovocitos provenientes de ovarios super estimulados pueden presentar diferentes
inconvenientes al momento de ser sometidos a maduracion o capacitacion
pudiendo estos degenerarse, por lo que es importante tener en cuenta estos

factores con el fin de tener mejores resultados

Se debe investigar sobre métodos de congelacion y crio conservacion de semen de
alpaca asi se evitara muerte espermatica en el transcurso desde la toma de la

muestra hasta el lugar del laboratorio.

La produccion In vitro de Embriones de Alpaca es una biotecnologia de la
reproduccion muy importante e interesante por lo que se recomienda continuar
con dicha investigacion teniendo en cuenta las debidas mejoras que se deben

realizar a la Técnica.
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ANEXOS



ANEXO. 1.- CONSTRUCCION DE MANIQUI DE ALPACA

ANEXO. 2.- VAJINA ARTIFICIAL PARA EXTRACCION DE SEMEN DE
ALPACA

ANEXO. 3.- MANTAS TERMICAS COLOCADAS EN LA VAGINA
ARTIFICIAL
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ANEXO. 4.- ENSAYO EN ALPACA
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ANEXO. 6.- ARMADO DE MANIQUI

ANEXO. 7.- ADMINISTRACION DE LA HORMONA FSH
(FOLLTROPIN)
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ANEXO. 8.- PREPACION DE LOS ANIMALES PARA LA CIRUGIA

ANEXO. 9.- CIRUGIA INCISION DE LINEA ALBA Y PERITONEO
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ANEXO. 10.- IDENTIFICACION DEL UTERO
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ANEXO. 12.- EXPLORACION DEL OVARIO SUPEROVULADO

ANEXO. 13.- ASPIRACION FOLICULAR
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ANEXO. 14.- SUTURA DE LOS ANIMALES

ANEXO. 15.- FINALIZACION DE LAPARATOMIA EXPLORATORIA
DEL OVARIO

ANEXO. 16.- OBSERVACION DE OVOCITOS MEDIANTE
ESTEREOMICROSCOPIO
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ANEXO. 17.- ASPIRACION DE OVOCITOS VIABLES

ANEXO. 18.-- OVOCITOS OBSERVADOS MEDIANTE
ESTEREOMICROSCOPIO
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ANEXO. 19.- OVOCITOS NO APTOS PARA MADURACION

ANEXO. 20.- OVOCITOS POST 24 HORAS DE MADURACION
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ANEXO. 21.- MICROGOTAS DE MEDIO DE MADURACION

ANEXO. 23.- MUESTRA DE SEMEN
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ANEXO. 24.- TUBO DE CENTRIFUGA CON PERCOLL Y SEMEN DE
ALPACA

ANEXO. 25.- CAMARA DE NEUBAHUER PARA CONTEO
ESPERMATICO
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ANEXO. 26.- ADICION DE ESPERMATOZOIDES A LA MICROGOTA
CON OVOCITOS

ANEXO. 27.- INCUBADORA PARA PRODUCCION INVITRO DE
EMBRIONES
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ANEXO. 28.- EMBRIONES PRODUCIDOS (Categoria D)

ANEXO. 29.- EMBRIONES PRODUCIDOS (Categoria C)
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