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RESUMEN

Los primeros trabajos de investigacién en fecundacién in vifro en camélidos
sudamericanos se han realizado utilizando gametos recuperados de
animales beneficiados. Estos trabajos han sido de valiosa ayuda para
intentar estandarizar protocolos de maduracién y fecundacién in vitro. Sin
embargo atn no se ha determinado el tiempo de maduracién in vifro de
ovocitos de alpacas y llamas, los Gltimos trabajos de investigacién apuntan
a que se requieren alrededor de 40 horas para obtener altas tasas de
ovocitos en metafase Il. Se han realizado diversos trabajos de fecundacién
in vifro de ovocitos de alpacas y llamas, atn no existe un protocolo definido
que permitan obtener altas tasas de segmentacién y blastocistos, sin
embargo ya se han reportado gestaciones en alpacas y llamas y el
nacimiento de una llama la primera cria por fecundacién in vitro.
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ABSTRACT

The first research on /n vitro fertilization in camelids have been made using
gametes of slaughtered animals recovered. This job has been of invaluable
help to try to standardize protocols /in vitro maturation and fertilization.
However it has not yet determined the time of /n vifro maturation of oocytes
alpacas and llamas, recent research suggests that will require about 40
hours to obtain high rates of metaphase Il cocytes. There have been several
studies of in vifro fertilization of oocytes alpacas and llamas, there is still no
defined protocol that will generate high rates of cleavage and blastocyst,
however, pregnancies have been reported in llamas and alpacas and the
birth of first breeding llama through IVF.
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INTRODUCTION

La utilizacién de la fecundacién in vitro (FIV) en camélidos
sudamericanos podria ser una alternativa para el
mejoramiento genético de camélidos domésticos y para la
preservacién de las especies silvestres. Sin embargo
existen pocos reportes de FIV en camélidos sudamericanos
(Del Campo ef al,, 1994; Berland ef af,, 2011; Mellisho
et al, 2014). Si bien la transferencia de embriones
tradicional (embriones producidos in vivo) ha sido exitosa
(Taylor, 2003; Huanca ef al, 2006a), produciendo
cientos de crias de alpacas y llamas. Con la transferencia
de embriones producidos por FIV se han reportado
gestaciones tempranas en alpacas y llamas (Mendoza ef
al, 2013; Trasorras ef al.,, 2014), y el reciente nacimiento
de una llama en Huancavelica, nos indican que ain se
necesitan mayores estudios que permitan estandarizar y
optimizar protocolos de maduracién /n vitro (MIV) y FIV y
asi obtener mayores tasas de gestacién y natalidad.

DISPONIBILIDAD DE COMPLEJOS OVOCITO-CUMULO
(COCS)

Ovarios de alpacas y llamas obtenidos de hembras
beneficiadas en el matadero han sido una fuente
importante para la recuperacién de COCs, facilitando
gran disponibilidad de ovocitos para la investigacion en
la estandarizacién de protocolos de MIV y FIV (Del Campo
et al, 1992; Mendoza et al, 2008, Santayana ef al,
2012; Ayuque et al,, 2014). También se han recuperado
COCs a través de laparotomia lateral en llamas (Miragaya
et al, 2002; Conde ef a/, 2008); laparotomia ventral en
vicufias (Chaves ef af,, 2003) y en alpacas (Ratto ef af,
2007; Gamarra et al, 2007, Huanca et al, 2010;
Trasorras efal, 2014 ), si bien estos autores lograron altas
tasas de recuperacion de COCs, la técnica resulta ser
invasiva y dfil solamente para aplicarla a manera de
investigacion, ya que es dificil en las donantes de ovocitos
la repeticion de las sesiones de recuperacion de COCs.

El uso de la aspiracién transvaginal guiada por
ultrasonografia se presenta como una buena alternativa
para recuperar COCs de llamas y alpacas, ademés podria
facilitar la maximizacién del potencial genético de las
hembras de estas especies, a través de la produccién de
embriones por FIV, ya que en forma natural las hembras
de estas especies pueden tener 4 o 5 crias en toda su vida
reproductiva. Sin embargo, existen pocos reportes del uso
de esta técnica para la recuperacién de COCs en llamas
(Brogliatti ef o, 2000; Ratto ef al, 2005) y en alpacas
(Huanca ef af., 2006b; Gamarra ef al,, 2008), lo ausente
en estas investigaciones es una evaluacién sobre la
competencia de desarrollo de los ovocitos en alpacas y
llamas después de su fecundacién /n vitro. Sélo se han
fecundado ovocitos de llama recuperados por aspiracién
transvaginal por ICSI (Sansinema ef af, 2007) y por FIV
(Berland ef a/, 2011), quedando pendiente la evaluacion
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del uso de ovocitos de alpacas recuperados por aspiracién
transvaginal para la FIV.

MADURACION /n vitro

Los COCs de llama fueron MIV por primera vez por Del
Campo et al, (1992), utilizando un tiempo de 36 horas
en TCM-199 suplementado con suero fetal bovino,
piruvato de Na, FSH, estradiol y sulfato de gentamicina,
obtuvieron 62% de ovocitos que alcanzaron la metafase I
(MIl). En ofro experimento, Del Campo ef al, (1994)
obtuvieron 30% de ovocitos en Mll luego de 30 horas de
MIV. Distintos protocolos de recuperacién de COCs se
utilizaron en ambos experimentos, en el primer caso se
aspiraron los foliculos ovéricos con ayuda de una jeringa
mientras que en el segundo caso los ovarios fueron
seccionados con ayuda de una hoja de dfeitar
recuperando una poblacién muy heterogénea de ovocitos
desde foliculos preantrales y antrales en todos los estados
de desarrollo. Por otro lado, Miragaya et af, (2002)
utilizaron 27-30 horas para MIV de COCs de llama
utilizando un medio diferente a los casos anteriores, el cual
estaba compuesto por TCM 199 con bicarbonato, 10% de
suero fetal bovino y glutamina; obtuvieron 62% y 74% de
ovocitos en MIl recuperados sin tratamientos de
superovulacién y con superovulacion respectivamente. En
otro estudio, Ratto ef a/, (2005) utilizando un medio de
maduracién similar al que usaron Del campo et a,,(1992,
1994), encontraron 77,7%, 80,6% y 80,4% de COCs en
MIl cuando utilizaron 28, 30 y 36 horas de MIV de COCs
de llama sin diferencias estadisticas entre los 3 tiempos
evaluados. Por ofro lado, Sansinema ef a/, (2003) para
la MIV de COCs de llama introdujeron LH en su protocolo
de maduracién, asi el medio de MIV estuvo compuesto por
TCM-199, 5 ug/ml de FSH, 10 ug/ml de LH, 1 mg/ml de
estradiol 17b y 10% de suero fetal bovino, y obtuvieron
52% de ovocitos en MII. Posteriormente Sansinema ef of.,
(2007) utilizé un medio diferente para la MIV consistente
de TCM-199, 5 ug/ml de FSH, 10 pg/ml de LH, 10 ng/ml
de EGF, 10 ng/ml de IGF-1 y Tug/ml de estradiol 17b y
10% de suvero fetal bovino, mejorando su anterior
resultado con 74% de ovocitos en Ml luego de 30 horas

de MIV.

También se han madurado ovocitos de vicufia y alpaca.
Chaves et al., (2003), reportaron la tnica MIV de ovocitos
de vicuia., utilizando 27 horas en un medio similar al
utilizado por Miragaya ef a., (2002), obtuvieron 41% de
maduracién nuclear con extrusién del primer cuerpo polar
y la tofalidad de los ovocitos presenté maduracién
citoplasmdtica finalizado el tiempo de MIV. En alpacas,
Ratto ef al, (2007) han utilizado 26 horas para la MIV de
COCs de alpaca donantes superovuladas con FSH y eCG
respectivamente. Alcanzando 82% y 64% de ovocitos en
metafase Il. Por otro lado, Ruiz y Correa (2007)
maduraron ovocitos de alpaca y llama durante 27 y 30
horas respectivamente en TCM-199 suplementado con



piruvato de Na 0,2 mM, sulfato de gentamicina 50 pg/ml,
FSH 0,02 unidades/ml, estradiol 17-p Tpg/ml y suero
fetal bovino al 10%, obtuvieron 75% y 100% de ovocitos
en Mll de llama y alpaca respectivamente.

Con respecto al tiempo 6ptimo para la MIV, Ratto ef al.
(2005) indican que no existen diferencias significativas
entre 28, 30y 36 horas para la MIV de ovocitos de llama,
sin embargo Ayuque ef al,, (2014) encontraron que se
requieren por lo menos 36 horas de MIV para la
produccién de embriones de llama producidos por FIV, en
un estudio en el que evaluaron 30, 36 y 42 horas. Por otro
lado, para la MIV de ovocitos de alpaca se han utilizado
diferentes tiempos tales como: 24-26 horas (Ruiz ef af,
2007, Mendoza et af, 2008, Huaman efal,, 2011) y 30
horas (Gamarra ef al, 2008). Sin embargo, Huanca et a/.
(2009) indican que son necesarias mas de 38 horas para
la maduracién in vitro y Santayana ef al (2012)
encontraron mayores fasas de ovocitos en metafase Il y
mayores tasas de segmentacién, mérula y blastocistos con
32 horas, frente a 28 y 24 horas de MIV de ovocitos de
alpacas. Estos resultados nos llevan a pensar que el tiempo
optimo de maduracién in vifro de ovocitos de alpaca y
llama atn no estd definido.

FECUNDACION in vitro

Del Campo ef al, (1994) utilizaron espermatozoides
epididimarios de llama los cuales fueron usados para
fecundar ovocitos de llama madurados /n vitro, logrando
por primera vez el desarrollo de embriones producidos por
FIV en camélidos sudamericanos. En este trabajo
obtuvieron 32% de divisién a los 2 dias y a los 9 dias
5,6% de moérulas, 6,0% blastocistos tempranos y/o
expandidos y 4,7% de blastocistos eclosionados. En el
afio 2008 en Per0 se realizaron los primeros reportes de
FIV en alpacas (Gamarra ef al,, 2008, Mendoza ef o,
2008). Gamarra ef al., (2008) utilizaron espermatozoides
congelados de alpaca para fertilizar ovocitos madurados
in vitro, obtuvieron 27,1% de divisién a las 72 horas, a
los 5 dias 8,0% de moérulas y blastocistos y a los 7 dias de
cultivo embrionario 3% de blastocistos eclosionados.
Mendoza ef aof, (2008) compararon los métodos de
gradiente de Percoll y Swim up para la recuperacién de
espermatozoides epididimarios y utilizarlos en la FIV de
ovocitos de alpaca. Obtuvieron 36,0% y 43,9% de
divisién, 6,3% y 6,9% de blastocistos para Percoll y Swim
up respectivamente.

En ofros estudios, Conde ef a., (2006) utilizaron gametos
recuperados de animales vivos, ya que es de esta manera
en que la produccién de embriones por FIV puede
contribuir al mejoramiento genético si se utilizan gametos
de animales de comprobada calidad genética. Los
ovocitos se recuperaron por laparotomia lateral en
hembras superovuladas y los espermatozoides fueron
recuperados por electroeyaculacién. El semen fue tratado
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con colagenasa para reducir su viscosidad. Las tasas de
divisién a las 48 horas post fecundacion fueron 56% y
50% con y sin agentes capacitantes (heparing,
penicilamina e hipotaurina). Asimismo Conde ef adl,
(2008) reportaron 40,8% y 42,2% de division a los dos
dias y 35% y 47% de blastocistos a los 8 dias con y sin
agentes capacitantes. Demostrando que la colagenasa no
afecta la capacidad fecundante del semen y que es posible
producir embriones de llama por FIV con semen fresco.

Gémez ef al., (2002) fecundaron ovocitos de alpaca con
semen epididimario de llamas beneficiadas. Los 5 COCs
que fueron fecundados y cultivados in vitro desarrollaron
hasta mérula a los 6 dias de evaluacién, ninguno continué
el desarrollo hasta el estadio de blastocisto. Este es el
primer reporte de la produccién in vitro de embriones
hibridos de alpaca-llama, experiencia que también fue
reportada por Ratto et al, (2007). Sin embargo, Del
Campo et al., (1995) indican que recuperaron ovocitos de
alpacas superovuladas los cuales fueron fecundados con
semen de llama y los embriones producidos desarrollaron
hasta el estadio de blastocisto expandido. En Bolivia,
Machicado et af, (2009) recuperaron COCs por
laparotomia en llamas superovuladas con eCG, los COCs
fueron madurados in vitro en TCM-.199 con BSA.
Posteriormente, los ovocitos fueron inseminados con semen
fresco tratado con proteasa. Obtuvieron 60% de ovocitos
fertilizados. Al sexto dia se obtuvo 29,4% de mérulas
tempranas con un promedio de 8 blastémeros, 23,8% de
mérulas con membrana irregular y 16 blastémeros, 29,4%
de blastocistos tempranos provistos de zona pelicida
regular y delgada con numerosos blastémeros y 17,4% de
blastocistos de forma circular, membrana regular con
blastémeros dificiles de contar y sin espacios entre células.

En nuestro laboratorio, Huaman ef a/,, (2011) maduraron
ovocitos de alpaca durante 25 horas y fueron fecundados
con espermatozoides epididimarios recuperados por el
método de Swin-up. Se compararon dos atmésferas de
cultivo: 5% de CO; y 90% Nj, 5% CO2 y 5%02,
obteniendo como resultados para los embriones cultivados
en atmosfera de cultivo con 5% de CO2: 86,4%, 78,3%
y 10,0% respectivamente, y para los embriones cultivados
en 90% N2, 5% CO2 y 5%02:91,3%; 86,1% y 11,2%
para divisién, mérula y blastocistos respectivamente. En
Chile, Berland et af., (2011), recuperaron por primera vez
COCs en llamas superovuladas con eCG y FSH. Los COCs
expandidos colectados en ambos tratamientos fueron
fecundados in  vifro  usando  espermatozoides
epididimarios. El porcentaje de divisién en el dia 2 fue de
65,3 y 63,1%, moérulas en el dia 5 46,2% y 42,5% y
blastocistos en el dia 7 fue de 23,1 y 20,5% no fue
diferente (P>0.05) entre las llamas tratadas con FSH y
eCG respectivamente. Concluyendo que los COCs
expandidos  recuperados por aspiracién  folicular
transvaginal de llamas superovuladas con FSH o eCG
pueden ser utilizados directamente para la FIV. Este es el



primer reporte de FIV con ovocitos recuperados por
aspiracion transvaginal.

Santayana ef o/, (2012), maduraron ovocitos de alpaca
por espacio de 24, 28 y 32 horas, obtuvieron mejor
porcentaje de ovocitos en metafase Il a las 32 horas, las
tasas de division y blastocistos aumentaron gradualmente
hacia el mayor tiempo de maduracién, alcanzando a las
32 horas el mayor desarrollo embrionario con 60.2% y
17.0% para division y blastocistos respectivamente.
Concluyendo que el tiempo 6ptimo para la maduracién
nuclear y la adquisicién maxima de la capacidad de
desarrollo embrionario /n vifro de ovocitos de alpaca fue
de 32 horas.

En llamas, Ayuque ef o/, (2014) determinaron el tiempo
6ptimo de maduracién nuclear de ovocitos en el desarrollo
de embriones producidos por FIV, para ello MIV ovocitos
de llama por espacio de 28, 36 y 42 horas. Los resultados
obtenidos muestran que el mayor porcentaje de ovocitos
en metafase Il estd entre 36 y 42 horas con 70,2% y 70,5
respectivamente, seguido de 28 horas con 49,1%. En
cuanto a los resultados del desarrollo embrionario,
obtuvieron porcentajes de segmentacién, moérula y
blastocistos de 51.0%, 71.5% y 11.6% respectivamente
para 36 horas y los porcentajes de segmentacién, mérula
y blastocistos de 49.6%, 76.7% y 12.5% respectivamente
para 42 horas. Concluyendo que el tiempo éptimo que
requiere los ovocitos de llama para llegar a la madurez
nuclear (metafase Il) esté entre 36 y 42 horas. Finalmente,
Ramos ef al.,, (2015) evaluaron la capacidad fecundante
de espermatozoides refrigerados en la FIV de ovocitos de
alpacas. Se evaluaron muestras de espermatozoides
refrigerados a 5°C por O, 4 y 8 horas. Los resultados para
divisién fueron: 48.0%, 45.1% y 45.6% para 0, 4 y 8
horas respectivamente; para mérula fueron: 67.7%,
55.8% y 52.9% para 0, 4 y 8 horas respectivamente; y
para blastocistos fueron: 20.7%, 19.6% y 19.1% para O,
4y 8 horas respectivamente. En conclusion, a medida que
aumenta el tiempo de refrigeracion de los
espermatozoides el porcentaje de produccién de
embriones por FIV disminuye.

TRANSFERENCIA DE EMBRIONES FIV

Los primeros intentos de transferencia de embriones FIV
han logrado gestaciones tempranas en alpacas (Mendoza
etal, 2013) y en llamas (Mendoza et al,, 2013, Trasorras
et al, 2014). Mendoza ef al, (2013) reportaron las
primeras gestaciones en alpacas y llamas por FIV.
Seleccionaron 3 alpacas y 5 llamas como receptoras, las
cuales  fueron  sincronizadas con  progestagenos
intravaginales por 7 dias y 5 dias después del retiro de los
mismos aplicaron GnRH para inducir ovulacién previa
defeccién ecografica de un foliculo dominante de 7 mm.
La transferencia de embriones producidos /in vitro se
realizé 8 dias después de la FIV. 45 dias después se
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comprobé ecograficamente que se obtuvo 1 alpaca (33%)
y 3 llamas (60%) prefiadas con embriones producidos por
FIV. Trasorras et af., (2014) fertilizaron ovocitos de llama
recuperados por laparatomia 20 horas después de la
induccién de la ovulacién con 8 ug de buserelina. La
induccién de la ovulacién se hizo 5 dias después del inicio
del tratamiento superovulatorio con 1500 Ul de eCG. Los
ovocitos fueron fecundados con espermatozoides de llama
recuperados por electroeyaculacién. Llas receptoras
recibieron 8 ug de buserelina un dia después de la cirugia
de las donantes y la transferencia de embriones se realizé
6 dias después de la aplicacién de Buserelina. 23 dias
después de la transferencia de embriones se observé la
prefiez en una de las receptoras y a los 42 dias se perdié
la misma. En el afio 2015, el laboratorio de Biotecnologias
Reproductivas de la  Universidad Nacional de
Huancavelica logré el nacimiento de una llama producida
por FIV, utilizando un protocolo de FIV y de sincronizacién
de receptoras similar al reportado por Mendoza ef af,
(2013), se realizaron 15 transferencias de embriones, en
esta oportunidad todas las receptoras fueron llamas. Se
transfirieron 9 embriones de alpacas y 6 embriones de
llamas producidos por FIV, se obtuvieron 6 gestaciones
tempranas, de las cuales sélo 4 continuaron su desarrollo
y 3 fueron abortadas entre los 7 y 10 meses de gestacién,
y solamente una llama logré terminar la gestacién
satisfactoriamente, produciéndose el primer nacimiento
del Mundo de una cria FIV de camélidos sudamericanos.

CONCILUSIONES

Si bien se ha demostrado que es factible producir
embriones en camélidos sudamericanos por FIV, son
necesarios mayores estudios sobre los medios de cultivo
para MIV y FIV que permitan optimizar el desarrollo
embrionario en estas especies. Por otro lado es necesario
guiar las investigaciones para producir embriones in vifro
recuperando gametos de machos y hembras vivas lo cual
seria un gran aporte para el mejoramiento genético.
Asimismo son necesarios estudios para el uso de semen
eyaculado de alpaca o llama colectado por vagina
artificial, que es otro gran reto a vencer debido a la
dificultad del manejo del semen por la filancia del semen.
Finalmente falta mucho por investigar para lograr
estandarizar protocolos de maduracién y fecundacion in
vitro, asi como de la sincronizacién de las receptoras para
lograr mayores tasas de prefiez y natalidad.
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