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Evaluacion de dos medios de cultivo en la produccion de embriones in vitro de alpacas
(Vicugna pacos)
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Reproductiva. Estacién The present study aims to evaluate the effect of two culture media on the production of in vitro
Experimental Agraria embryos in alpacas (Vicugna pacos). The ovaries were transported at 10.52° C in 0.9% saline
Canadn. Instituto Nacional ~ solution supplemented with gentamicin. The ovaries were transported at 10.52° C in 0.9%
de Innovacién Agraria, physiological saline solution supplemented with gentamicin. 492 ovaries were used throughout
Ayacucho, Peru the experiment. 2142 oocytes of quality |, Il and lll were recovered. The oocytes were matured
2 Laboratorio de fisiologia in vitro for 32 h and were subsequently fertilized (incubated for 18 h) with sperm obtained
animal, Medicina from the tail of the epididymis and selected with a 45/90 percoll gradient. Then, the presumed
Veterinaria, Universidad zygotes were denuded from the cumulus cells, to later be cultured in two culture media: synthetic
Nacional de San oviductal fluid medium (SOFaa) and simple optimized potassium medium (KSOMaa) and
Cristébal de Huamanga, incubated at 38.5 ° C, 5 % CO2, 5%, 02, and 90% relative humidity for 7 days. Morula and
Ayacucho, Peru blastocyst rate evaluation was performed at the end of embryo culture. The morula rate at 7
days was 41.49 + 10.52 and 41.51 * 6.50% for KSOMaa and SOFaaq, respectively (P
* Corresponding author: <0.05). The blastocyst rate for the two culture media KSOMaa and SOFaa, was 14.08 £ 5.17
Irving Mitchell Laines and 11.73 £ 5.69 %, respectively, and there were no statistical differences (P>0.05). The
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El presente estudio tiene como obijetivo evaluar el efecto de dos medios de cultivo en la
produccién de embriones in vitro en alpacas (Vicugna pacos). Los ovarios fueron transportados
a 10.52°C en solucién salina fisiolégica al 0.9% suplementado con gentamicina. Se utilizé 492
ovarios en todo el experimento. Se logré recuperar 2142 ovocitos de calidad |, Il y lll. Los
ovocitos fueron madurados in vitro por 32 h y posteriormente fueron fecundadas (incubados
por 18h) con espermatozoides obtenidas de la cola de epididimo y seleccionados con
gradiente de percoll de 45/90. Luego, los presuntos cigotos fueron denudados de las células
del cumulus, para luego ser cultivadas en dos medios de cultivo: medio de fluido oviductal
sintético (SOFaa) y medio optimizado simple de potasio (KSOMaa) e incubados a 38,5 °C,
5% CO2, 5%, O2, y 90% de humedad relativa durante 7 dias. La evaluacién de la tasa de
morulas y blastocistos se realizé al finalizar el cultivo de embriones. La tasa de mérulas a los
7 dias fue 41.49110.52 y 41.51£6.50% para KSOMaa y SOFaa, respectivamente (P<0.05)
La tasa de blastocistos para los dos medios de cultivo KSOMaa y SOFaa, fue 14.08+5.17 y
11.7315.69%, respectivamente y no existié diferencias estadisticas (P>0.05). La calidad
embrionaria en medios KSOMaa y SOFaa, no mostro diferencias estadisticas. En conclusién, el
medio de cultivo KSOMaa y SOFaa pueden ser utilizados en la produccion de embriones in
vitro de alpacas.
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INTRODUCCION

La crianza de los camélidos sudamericanos como las alpacas y
llamas es una de las principales actividades de gran
importancia e impacto en el desarrollo socio econémico de la
poblacién altoandina en el Perd. Todo esto se debe a su gran
capacidad de adaptacién a las condiciones medioambientales,
como altitud que sobrepasan los 4,000 metros m.s.n.m., ademds
de utilizarse como una fuente alimenticia proteica de origen
animal y medio de transporte y, en el caso de la alpaca, como
un recurso para la produccién de fibra de excelente calidad
(Huanca & Adams, 2006).

En los 0Oltimos afios podemos observar un aumento en la
aplicacién de diferentes tecnologias reproductivas en el drea
de camélidos sudamericanos (Miragaya et al., 2006). La
comprensién de la fisiologia de los camélidos ha contribuido al
desarrollo y aplicacién de las biotecnologias reproductivas. A
pesar de que se realiza en forma limitada, la inseminacién
artificial con semen fresco es la técnica mas utilizada (Huanca

& Adams, 2006).

Por otro lado, el desarrollo de protocolos de estimulacién
ovérica y transferencia de embriones, asi como la
sincronizacién y estimulacién de la onda folicular (Ratto et al.,
2003; Huanca et al.,, 2009) es mayor con respecto a la
maduracién y fecundacién in vitro (Del Campo et al., 1994;
Miragaya et al., 2006; Conde et al., 2008). Esta dltima, podria
reducir el tiempo entre generaciones y de esta manera, podria
aplicarse en programas de mejoramiento genético,
permitiendo asi la transmisiéon de caracteristicas deseables en
los animales, en especial los que presentan una fibra muy fina
y colores naturales (Miragaya et al., 2006; Conde et al,
2008).

El éxito de un protocolo de produccién de embriones in vitro
requiere un control preciso de los procesos de maduracién,
fecundacién y cultivo de los gametos y embriones. Uno de los
factores clave es el tiempo y temperatura de transporte de los
ovarios, de modo de asegurar la viabilidad y capacidad
meidtica y citoplasmdtica de los ovocitos y posterior desarrollo
embrionario (Huanca et al., 2007). Teniendo en cuenta la
escasa informacién existente en camelidos sobre la
estandarizacién de protocolos para la produccidon de
embriones in vitro, es importante, estudiar y evaluar factores
involucrados con el cultivo de los presuntos cigotos, con la
finalidad de obtener una mayor tasa de embriones producidos
de buena calidad (Huanca et al, 2014). La formulacién de
medios de cultivo es uno de los factores esenciales y que
requieren su evaluacién en cada especie y evitar componentes
innecesarios o incluso perjudiciales para los cigotos en
desarrollo (Feugang et al., 2009).

Los cigotos son sometidos a cultivo in vitro en medios
suplementados con fuentes que le proporcionen energia,
aminodcidos y factores de crecimiento con el fin de asegurar
su sobrevivencia y desarrollo embrionario (Gonella et al,
201 3). Existen protocolos donde se afiade cisteamina al medio
de cultivo, mejorando considerablemente la tasa de desarrollo
embrionario in vitro hasta el estadio de blastocisto (Quintanilla
et al., 2015). El objetivo del presente estudio fue evaluar el
efecto de dos medios de cultivo modificados en la produccién
de embriones in vitro en alpacas.
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MATERIALES Y METODOS

Lugar de estudio

El presente trabajo de investigaciéon se realizé en el
laboratorio de biotecnologia reproductiva de la Estacién
Experimental Agraria Canadn del Instituto Nacional de
Innovacién Agraria (INIA), ubicado en el distrito Andrés Avelino
Cdceres Dorregaray provincia de Huamanga Departamento
de Ayacucho, Peri, a una altitud de 2735 m.s.n.m.

Obtencion de muestras

Los ovarios se recolectaron en el matadero municipal de
Huancavelica de alpacas mayores a 2 aiios, situado a una
altitud de 3680 m.s.n.m. Para el transporte, los ovarios fueron
colocados en solucién salina fisiolégica 0,9% suplementada con
gentamicina (80ug/mL) y asilada en una caja isotérmica que
contenia gel refrigerante. La duracién de transporte fue de 19
horas, siendo la temperatura de arribo al laboratorio de
10.52 °C. Una vez en el laboratorio, se realizé el lavado tres
veces con solucién salina fisiolégica al 0.9% mds antibiético a
37°C para eliminar la sangre y remover exceso de tejido de
grasa y ligamento ancho.

Recuperacién, seleccién y maduracién in vitro de ovocitos
La recuperaciéon de los complejos ovocito-cOmulos (COCs) se
realizé utilizando la técnica Slicing que consistié en realizar
cortes a nivel de la superficie de los foliculos de 2-6 mm, en
una placa de Petri de 90 mm utilizando hoja de bisturi N° 21,
siguiendo las recomendaciones de Gémez et al. (2013).

La seleccién de COCs se realizd on la ayuda de un
estereoscopio (Motic, modelo: SMZ-168) con platina térmica
(38 °C) incorporado (Neovet, TIC-17RGTi). La clasificacion de
la calidad de los ovocitos se realizé utilizando la escala del |
al IV considerando los criterios de compactaciéon del comulo y
aspecto citoplasmdtico (Ratto et al.,, 2005; De Loos et al,
1989).

Los COCs de categoria |, Il y lll, fueron madurados en
incubadora (Bionex, VS-9160GC) a 38,5 °C con 5% de CO2
y 90 % de humedad por 32 h en medio de maduracién
suplementado con TCM-199 (M-4530, Sigma), piruvato de
sodio (0,011 g/ml), 17-B estradiol (22,2 mg/ml), L-glutamina
(0,015 g/ml), FSH (0,5 mg/ml), LH (0,5 mg/ml), SFB (5%),
gentamicina (80 mg/ml) y suplementado con factores de
crecimiento (Palomino et al.,2020).

Fecundacién in vitro de ovocitos (FIV)

Los testiculos se recolectaron en el matadero fueron
transportadas cubiertas en papel toalla en una caja isotérmica
con gel refrigerante por un tiempo de 20h. Una vez en el
laboratorio, se procedié a limpiarlos y secarlos con papel
toalla, luego se corté la tunica albuginea liberando el testiculo
y epididimo.

Se preparé el dilutor AndroMed® con agua milli-Q en
proporcién de 1:4 atemperado en Bafio maria (Kossodo,
YCW-010E) a 37 °C. Luego, se procedié a realizar cortes
transversales en la cola del epididimo para la recuperacién de
los espermatozoides en placas Petri de 60 mm con dilutor, se
dej6 a temperatura de ambiente durante 10 minutos.
Posteriormente se realizé la determinacion de la concentracion
y viabilidad espermdtica. Las muestras se congelaron en
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crioviales en volumen de 500 pL de semen diluido en
AndroMed, siguiendo el protocolo de Santayana (2011).

Los espermatozoides fueron descongelados en bafio maria a
37°C en bafio maria. 100 pL de porcion espermdtica se
afiadié en la superficie de la columna de percoll ® 45/90,
preparada en criovial de 1.5 mL. La muestra se centrifugo a
504 x g durante 15 minutos, transcurrido el tiempo se eliminé
el sobrenadante quedando solo el pellet e inmediatamente se
adiciond 100 pL de medio de capacitacién y se volvié a
centrifugar a 504 x g durante 10 minutos, finalizada la dltima
centrifugacién se eliminé el sobrenadante y el pellet se
resuspendié con 20 plL de medio FIV para su dilucién. La

diluciodén final para su uso en fecundacién in vitro fue 1 a
2x108/ml, siguiendo las recomendaciones de Huanca et al.

(2014).

Figura 1. Ovocitos y embriones de alpaca producidos in vitro,
dia 7 post fecundacién.

Después de 32h de maduracién in vitro, los ovocitos fueron
lavados y colocados en medio de fecundacién previamente
acondicionado en incubadora (Bionex, VS-9160GC) por 2h a
38,5 °C con 5% de CO2 y 90 % de humedad. Se utilizé 4 a 6
UL de porcidén espermdtica en cada pocillo (4 well) de FIV. 18
h de la fecundacién in vitro, los presuntos cigotos fueron
denudados por pipeteo. Posteriormente, los ovocitos fueron
distribuido aleatoriamente en dos grupos: medio SOFaa y
medio KSOMaa. Donde el medio SOFaa estd constituido por:
100 mM NaCl; 7 mM KCl; 1.2 mM KH2P04; 1,71 mM
CaCl2+2H20; 0.49 mM MgCl2+6H20; 25,07 mM NaHCO03; 1
mg/100ml rojo fenol; 21,9 mM, lactato de sodio (60%); 0,4
mM piruvato de sodio; 0.039 mg/ml glutamina; 100x
aminodcidos esenciales; 50x aminodcidos no esenciales;
0.1mg/ml Acido citrico, 0.5 mg/ml; myoinositol 5% SFB 3
mg/ml BSA; 50 ug/ml gentamicina, y medio KSOMaa: 95 mM
NaCl; 2,5 mM KCl; 0,35 mM KH2P04; 1,71 mM CaCl2+2H20;
25,07 mM NaHCO03, 0,20 mM S04Mg.7H20; 1 mg/100ml rojo
fenol; 21,9 mM lactato de sodio (60%); 0,6 mM piruvato de
sodio; 1,46 mg/ml Glutamina; 100x aminodcidos esenciales;
50x aminodcidos no esenciales; 3 mg/ml BSA, 0,2 mM Glucosa;
3 mg/ml EDTA; 50 ug/ml gentamicing, siendo la diferencia
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entre uno y otro medio la adicién de suero fetal bovino, dcido
citrico y EDTA (Fischer-Brown et al., 2005). Las plas de cultivo
in vitro colocadas en bolsas de propileno estéril con mezcla de
gases 5% de CO2, 5% de O2 y 90% de N2, durante 7 dias a
una temperatura 38,5 °C.

La evaluacién del desarrollo embrionario se realizé con la
ayuda de un estereoscopio a 20X, después de 7 dias post
fecundacién in vitro segun los criterios de la Sociedad
internacional de tecnologia embrionaria IETS (Bé y Mapletoft,
2018); estadio de desarrollo: Mérula temprana (MT), mérula
compacta (MC), blastocisto temprano (BT), blastocisto
expandido (BE), blastocisto protruido (BP) y calidad
embrionaria: Excelente (), bueno (ll), regular (lll) y malo (IV).

Andlisis estadistico

Se realizé andlisis de normalidad (test Shapiro-wilk) y
homogeneidad de varianza (prueba de Bartlett). Se realizé
andlisis de varianza para determinar la diferencia de la
produccién embrionaria entre los medios, a nivel de confianza
es de un 95%. Los datos que no cumplen con los criterios de
normalidad y homogeneidad, se realizé una transformacién de
datos por el método de Box-Cox para que pueda cumplir los
supuestos. El andlisis estatico se ejecuté en software el
programa estadistico R 3.4.3.

RESULTADOS

Recuperacién de COCs

De 492 ovarios se recuperaron un total de 2142 ovocitos entre
las calidades |, Il y lll, haciendo un promedio de recuperacién
de 4.55 * 1.25 ovocitos/ovario con un minimo de 3 y mdximo
de 9 ovocitos.

Tasa de produccién de embriones (%)

El porcentaje total de embriones (morulas + blastocistos)
obtenidos a los 7 dias post cultivo fue 55.96%£13.63 y
53.86+9.16% para los medios KSOMaa y SOFaq,
respectivamente, no habiendo diferencia  estadistica
significativa entre los medios utilizados (p<0.05) (ver Tabla

1).

Tabla 1. Efecto de los medios de cultivo KSOMaa y SOFaa
sobre la tasa de produccién in vitro de embriones de alpacas
(Vicugna pacos) al dia 7 post de fecundaciédn in vitro.

SOFaa KSOMaa

n MediatDS n Media + DS
Ovocitos 932 931
Mérulas(D7) 391 41.95+6.50¢ 387 41.57£10.52¢
Blastocistos (D7) 111 11.91%£5.69« 134 14.39%5.17«
Morulas +
Blastocistos 502 53.86%9.16e 521 55.96+13.63¢
(Dia 7)

aa |letras iguales en la misma fila denotan que no existe
diferencia estadistica significativa (p<0.05)

Calidad de embriones in vitro
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Se muestran el promedio de produccién de embriones in vitro
segun su calidad (Tabla 2). Estas cuatro categorias de calidad
se establecieron de acuerdo con las normas de la Sociedad
Internacional de Tecnologia de Embriones. Para el medio
SOFaa y KSOMaa se obtuvo en calidad Excelente
16.20+8.49% y 18.80%12.25% respectivamente, de calidad
Bueno 25.0015.87% y 25.8916.96%, de calidad Regular
12.66+6.82% y 11.28%46.35% y de calidad Malo o
degenerado 46.7619.16% y 44.45+13.63%
respectivamente. No habiendo diferencias estadisticas
significativas entre las mismas calidades de uno u otro medio.

Tabla 2. Efecto de los medios de cultivo KSOMaa y SOFaa
sobre la calidad de embriones (mérulas + blastocistos) de
alpacas (Vicugna pacos) producidos in vitro, 7 dias post
fecundacién in vitro.

SOFaa KSOMaa
n media £ DS media + DS
Excelente 151 16.2018.49¢< 175 18.80 £12.25¢
Bueno 233 25.00 + 5.87¢ 241 25.8916.96¢
Regular 118 12.661+6.82«= 105 11.2816.35¢
TOTAL 502 521

aa letras iguales en la misma fila denotan que no existe
diferencia estadistica significativa (p<0.05)

DISCUSION

Existen varios factores que pueden influir en la tasa de
produccién de embriones in vitro, siendo uno de ellos el
transporte de ovarios. Periodos de transporte de ovarios de
16h, fueron evaluados en alpacas por Arriaga et al. (2014),
reportando una tasa de blastocistos de 14.2%, siendo estos
valores similares a los obtenidos en este estudio.

En bovinos, un transporte de ovarios a 10 °C por 24 horas no
afecto la tasa de blastocistos (25%) y no fue diferente
estadisticamente al grupo control (27%) (Matsushita et al.,
2004). Asimismo, Wang et al. (2011) concluyeron que el
almacenamiento a 15 °C por un periodo de 3 a 4 h tenia un
efecto benéfico significativo en la calidad y competencia de
desarrollo de ovocitos usados para la transferencia nuclear de
células somdticas (SCNT). Aunque, la susceptibilidad de los
ovocitos a bajas temperaturas se debe a los cambios de las
membranas lipidicas, cuando se exponen a temperaturas
inferiores a 20°C (Arav et al., 1996); asi como lesiones del huso
meidtico y endurecimiento de la zona pelicida que afectaba
directamente la fecundacién (Wlodarczyk et al., 2009).

Hoy en dia obtener embriones (blastocistos) de excelente
calidad in vitro, continda siendo un desafio y muchas veces la
composicién de los medios de cultivo es un factor determinante
sobre calidad final de los embriones. En este estudio, la tasa
de blastocistos fue 11.91 y 14.39%, para los medios de cultivo
SOFaa y KSOMaa, respectivamente. Similares resultados,
fueron reportados por Landeo et al. (2017) con 23.6% vy
19.9% de blastocistos, en medio de cultivo SOF y KSOM,
respectivamente y por Catari, (2018) con 14.9%, 10.5% de
blastocistos en medio de cultivo SOFaa, KSOMaa. Las
variaciones en la produccién de embriones pueden ocurrir con
el nivel de suplementacién con suero fetal que aporta factores
de crecimiento, hormonas, minerales y lipidos, que, al ser
usados en concentraciones apropiadas en el medio de cultivo,
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suplen satisfactoriamente los requerimientos metabdlicos que
garantizan los procesos de division meidtica durante la
maduracién y desarrollo embrionario.

En bovinos, al comparar los medios de cultivo KSOMaa vy
SOFaa en el cultivo de embriones, se reporté 13,06, 19,63%
de blastocistos al dia 7 post cultivo, respectivamente (Pahuara,
2015). Tasa de blastocisto (15%) similares obtuvo Mejia et al.
(2009) con medio de cultivo comercial a base de KSOMaa

Uno de los insumos clave en la preparacion de medios de
cultivo 6ptimos es el uso de agua ultrapura e insumos de
calidad, que permite maximizar la produccién de embriones
(Nagoao et al., 1995). Nedambale et al. (2004) demostré que
la adicién de BSA y suero fetal bovino en los medios de cultivo
(SOFaa y KSOMaa) mejora la tasa de blastocistos (31% vy
28%) al dia 7, respectivamente. Asimismo, se reporté efecto
benéfico del BSA en estadios tempranos y suero fetal bovino
en estadios avanzados del desarrollo embrionario (Tricoire et
al., 1999). Ademds, el medio de cultivo SOFaa en la mayoria
de los protocolos contiene dcido citrico, myoinositol y SFB, que
contribuyen en el desarrollo de los embriones bovinos, en
comparacién con el medio KSOMaa que no los posee. Siendo
la concentraciéon de BSA en KSOMaa es menor que en SOFaa
Estas diferencias podrian influir en el desarrollo embrionario
hasta los estadios finales y su calidad (Mejia et al, 2009;
Wrenzycki et al., 2001).

Es importante comprender cudles son los principales
requerimientos nutricionales para el cultivo in vitro, que
maximiza mayor rendimiento embrionario (Barnett & Bavister,
1996). Siendo la etapa de desarrollo embrionario entre cigoto
a blastocisto, clave para la capacidad implantatoria de los
embriones (Lonergan et al., 2003).

Los embriones provenientes de la produccién de embriones in
vitro de alpaca en diferentes estadios de desarrollo se pueden
observar en la figura 2.

Figura 2. Embriones de alpaca a diferentes estadios de
desarrollo: A) (2 células), B) (4 células), C) (16 células), D)
Mérula temprana E) Mérula compacta F) Blastocisto temprano,
G) Blastocisto expandido.



DOI. 10.18548/aspe,/0009.07

Laines-Arcce |, Contreras M, Olaguivel C. SPERMOVA. 2021; 11(1): 46-52

En camélidos, hay escasas publicaciones donde evalien la
calidad morfolégica de los embriones. Sin embargo, en vicufias,
Cdardenas & Sapana (2015) recuperaron 55.56% de
embriones vivo de calidad excelente, 44.44% buena vy
11.11% de regular calidad, respectivamente. Similares
resultados indica Pacheco et al. (2016) con un 57.2% de
embriones de calidad excelente y 23.8% de embriones de
calidad buena en alpacas.

Los resultados de calidad embrionaria obtenidos en el presente
estudio difieren con los resultados obtenidos por Catari. (2018)
donde para medio SOFaa y KSOMaa: obtiene calidad
Excelente 16.1% y 5.8%, de calidad Buena 13.8% 11.6%, de
calidad Regular 5.7% y 9.3% y de mala calidad 64.4% y
73.3% respectivamente. Asi mismo, en bovinos Pahuara.
(2015), reporta para el medio SOFaa y KSOMaa segin
calidad Excelente y Buena 3.03% y 0%, Regular 8.69% vy
6.32%, Mala 6.62% y 6.84, degenerados 81.66% y 86.84%
respectivamente. Varios trabajaos demostraron que la
composicién de los medios de cultivo afecta la calidad del
embrién (Takahashi & First, 1992). Aunque, es de conocimiento
de los laboratorios que los embriones obtenidos in vitro son mds
sensibles a diferentes factores por lo que son menor calidad a
los producidos in vivo (Lonergan et al., 2003).

Existen diferencias en la expresién génica entre embriones in
vitro e in vivo, lo que puede explicar las diferencias de calidad
observadas. Wrenzycki et al. (1996) demostraron que la
expresion del gen de la conexina 43 en la etapa de blastocisto
difiere entre los embriones bovinos producidos in vitro y los
producidos in vivo. Este gen estd involucrado en la formacién
de una proteina que da lugar a uniones gap entre células. La
formacién deficiente de uniones gap se asocia con una
compactacién celular deficiente y es una ocurrencia comin en
los embriones FIV. Ademds, el desarrollo acelerado in vitro
debido a la adicién de suero (Carolan et al., 1995; Lonergan
et al, 1999) puede afectar la regulacién y transcripcién de
genes, lo que resulta en anomalias del desarrollo bien
documentadas, como el sobredimensionamiento fetal en
bovinos (Young et al., 1998). También se ha demostrado que
la expresion génica en el embridén en desarrollo puede verse
influida por el ambiente de cultivo in vitro (Wrenzycki et al.,
1999; Natale et al., 2000). Ademds, el entorno de cultivo
puede tener un efecto significativo sobre el metabolismo del
embrién, lo que tiene implicaciones en la calidad del embrién
(Krisher et al., 1999).

CONCLUSION

El medio de cultivo KSOMaa y SOFaa pueden ser utilizados en
la produccién de embriones in vitro de alpacas.
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