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Articulo original:

PRODUCCION DE EMBRIONES IN VIVO E IN VITRO EN CAMELIDOS
SUDAMERICANOS
In vivo e in vitro embryo production in South American camelids

Trasorras, V.L. PRODUCCION DE EMBRIONES IN VIVO

K‘;ti%“;f del':’;‘ézsltt'gzc"’gey Tgl';‘r’]';g;i e“\?;i:‘i’ggcrcig): En los camélidos sudamericanos (CSA), la produccién de embriones in vivo se puede realizar
’ ' apartirde un foliculo dominante presente en el ovario de la hembra donante o se puede inducir el
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Manejo de las hembras donantes de embriones al momento de presentar dos 0 mas foliculos dominantes junto

con una Unica dosis de buserelina para maximizar la respuesta

Inhibicion de laondafolicular. ovulatoria.
Seglin Bourke et al. (1995) al implementar superestimulacién
ovarica es necesario comenzar el tratamiento hormonal en ausencia Recuperacién embrionaria

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 exdgenos.

La obtencién de los embriones producidos in vivo se realiza
mediante la técnica de lavaje uterino no quirlrgico via
transcervical con ayuda manual desde el recto. En la llama, luego
de la administracion de buserelina, la ovulacion ocurre a las 28,6
+ 0,36 horas pos-inyeccién (Bourke et al., 1992) y el embrion

Superestimulacion ovarica.

Las drogas mas utilizadas en camélidos para inducir
superestimulacion ovarica son FSH y eCG, en forma individual o
conjunta. Segun Bravo et al. (1995) la aplicacion de 500 y 1000 Ul de
eCG, en ausencia de foliculos dominantes controlado por
ultrasonografia, son las 6ptimas para la superestimulacion en llamas y
un incremento en la incidencia de foliculos quisticos fue observado
con dosis mayores (2000 Ul). En un trabajo realizado por nuestro
equipo, 500 Ul de eCG no produjo superestimulacion ovarica luego
de la inhibicién folicular con benzoato de estradiol y CIDR®
(Trasorras et al., 2009). SegUin nuestra experiencia, el tratamiento con
1000y 1500 Ul de eCG son efectivos en inducir crecimiento folicular
multiple, pero con laaplicacion de 1500 U1 es mayor la produccion de
foliculos (Trasorrasetal., 2009; Carreteroetal., 2010).

Induccionde laovulacion.

El tiempo que media desde el dia de la aplicacion del tratamiento
superestimulatorio hasta la deteccion de foliculos dominantes varia
entre 5a7 dias. Las hembras donantes de embriones reciben servicio

Figura 1. Cuatro diferentes grado 1 de embriones de llamas. a) embrion
esférico y simétrico, b) embridn esférico con un pequefio contorno irregular, c) y
d) embriones colapsados, comenzando el proceso de elongacion.
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PRODUCCION DE EMBRIONES IN VITRO

La produccion in vitro de embriones demanda una gran cantidad
de ovocitos capaces de ser fertilizados, los cuales se pueden obtener a
partir de ovarios provenientes de mataderos o de animales vivos.

Los dos métodos de obtencion de ovocitos a partir de ovarios de
mataderos utilizados en CSA son: diseccion de los foliculos (alpacas:
Condori et al,, 2010; Del Campo et al., 1994) y aspiracion de los
foliculos con aguja y jeringa (alpacas: Huanca et al., 2009; llamas: Del
Campocetal., 1992; Rattoetal., 2005).

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 en CSA es laaspiracion de foliculos via laparotomia (més del
80%, llama: Trasorras et al., 2009; alpaca: Gomez et al., 2002; Ratto et
al., 2007; 55,4% en vicufia: Chaves et al., 2003) (Figura 2). Otra
técnica es la puncidn via transvaginal con guia ultrasonografica pero
el porcentaje de COC's recuperados varia entre 52% (Brogliatti et al.,
2000), 74% (Rattoetal., 2002) y 77% (Berland et al., 2011) en hembras
superestimuladas.

Figura 2. Aspiracidn folicular via laparotomia en llama (ARRIBA) y vicufia
(ABAJO) luego del tratamiento de superestimulacién
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Fertilizacion in vitro e inyeccion intracitoplasmatica de un
espermatozoide

Existen pocas publicaciones sobre fertilizacion in vitro (FIV)
en camélidos. La primera FIV en llamas fue realizada por Del
Campo et al. en 1994; de los 234 supuestos cigotos puestos a
cultivar, sélo el 4,7 % (11/234) desarroll6 hasta el estadio de
blastocisto eclosionado. Gomez et al. (2002) reportaron la
primera produccion de embriones cruza alpaca-llama mediante
FIV heteréloga; luego de 6 dias de cultivo todos (n=5) llegaron
hasta morula, pero ninguno continud con el desarrollo. Estos
investigadores repitieron la produccion de embriones cruza
alpaca-llama pero obtuvieron el mismo estadio embrionario
luego de 7 dias de cultivo (Ratto et al., 2007). Gamarraet al. (2008)
lograron obtener blastocistos eclosionados de alpaca (1%,
3/262) mediante FIV a partir de ovocitos de matadero y
espermatozoides de epididimo congelado. Nuestro grupo
también ha trabajado en la produccion in vitro de embriones de
llama mediante dos técnicas de fertilizacién asistida; inyeccién
intracitoplasmatica de un espermatozoide (ICSI) (Miragaya et al.,
2003; Condeetal., 2008) y FIV (Conde et al., 2008; Trasorrasetal.,
2011). El trabajo realizado por Conde et al. (2008) es el primero
en obtener embriones de llama producidos in vitro por FIV e
ICSI que desarrollaron hasta el estadio de blastocisto expandido
utilizando gametos de animales vivos (Figura 3). Ademas,
recientemente en nuestro laboratorio obtuvimos un 9% de
blastocistos eclosionados mediante FIV (Trasorras et al., 2011).
El primer trabajo en aplicar ICSI en llamas fue realizado por
Miragaya et al. (2003) utilizando animales vivos y Sansinena et al.
(2007) demostraron que la activacion quimica de los ovocitos
luego de la ICSI mejorael desarrollo embrionario in vitro.

Cultivoembrionario invitro

Las posibles técnicas de cultivo in vitro de embriones son: co-
cultivo con diferentes tipos de células o el uso de medios de
cultivo sintéticos definidos o semi-definidos. Nuestro grupo de
trabajo ha reportado el Gnico estudio en producir embriones de
llama in vitro en un medio de cultivo definido (SOF) sin co-
cultivo con células somaticas, obteniendo blastocistos
expandidos (17%, 16/94) utilizando gametas de animales vivos
(Conde et al., 2008). En nuestro laboratorio hemos logrado
producir un 9% de blastocistos eclosionados luego de 6 dias de
cultivo en medio SOFaa y un 15% (5/33) de blastocistos
expandidos luego del cultivo en DMEM-F12 (Trasorras ¢t al.,
2011).

Figura 3. Blastocistos de llama obtenidos por F1V/ (a) e ICSI (b) con semen
fresco
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