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RESUMEN
En el Centro de Investigacion y Produccion Quimsachata del INIA Puno, con el
objetivo de vitrificar embriones de alpaca (Vicugna pacos) recuperados por
superovulacién utilizando la hormona gonadotropina coridnica equina (eCG),
considerando su calidad, se elabord un protocolo con base a lo descrito por Saito et al.
(1994); Saito e Imai (1997) y Saito (2001). Se utilizo tres soluciones, (1) solucién de
equilibracion : (5 ml glicerol + 1.71 g sucrosa + 0.75 g xilosa + 20 ml suero fetal bovino
+ 2 ml gentamicina) a una temperatura de 28 °C donde se colocé el embridn por 5 min,
(2) solucion de vitrificacion : (5 ml glicerol + 5 ml etilenglicol + 3.42 g sucrosa + 1.50 g
xilosa + 20 ml suero fetal bovino + 2 ml de gentamicina), donde los embriones
permanecen 5 min, (3) solucion para el lavado y conservacion : en pajillas de 0.25 ml
por embrion (1.5 ml glicerol + 10 ml etilenglicol + 5.13 M de sucrosa + 2.25 g xilosa +
20 ml suero fetal bovino + 1ml de gentamicina), estas después de un minuto son
sumergidas en nitrégeno liquido. Se lograron recuperar y vitrificar 26 embriones, los
que fueron clasificados como excelentes (30.77%), buenos (46.15%) y regulares
(23.08%) con un tamafio promedio de 467.50, 410.00, y 400.00 um, los mismos luego
de la desvitrificacion se reclasificaron como excelentes (20%), buenos (44%) y
regulares (36%) con un tamafio de 448.00, 438.18, y 342.00 um, respectivamente.
Existe asociacion entre la calidad del embrion vitrificado y desvitrificado (p<0.01) y
entre la calidad del embrion desvitrificado y la condicion de prefiez (p<0.01).
Unicamente embriones de calidad excelente transferidos fueron viables, lo que

posibilitd alcanzar un 60% de prefiez en las llamas receptoras.

Palabra clave: biotecnologia de la reproduccion, camélido, superovulacion.
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ABSTRACT

At the Research and Production Center “Quimsachata” of INIA Puno, with the objective
of vitrifying alpaca embryos (Vicugna pacos) recovered by superovulation using the
equine chorionic gonadotropin hormone (eCG), considering its quality, a protocol was
elaborated based on what was described by Saito et al. (1994); Saito & Imai (1997) and
Saito (2001). Three solutions were used: (1) equilibration solution: (5 ml glycerol +
1.71 g sucrose + 0.75 g xylose + 20 ml fetal bovine serum + 2 ml gentamicin) at a
temperature of 28 °C where the embryo was placed for 5 min, (2) vitrification solution:
(5 ml glycerol + 5 ml ethylene glycol + 3.42 g sucrose + 1.50 g xylose + 20 ml fetal
bovine serum + 2 ml gentamicin), where the embryos remain 5 min, (3) solution for the
washing and preservation: in straws of 0.25 ml per embryo (1.5 ml glycerol + 10 ml
ethylene glycol + 5.13 M sucrose + 2.25 g xylose + 20 ml fetal bovine serum + 1 ml
gentamicin), these after one minute are submerged in liquid nitrogen. It was possible to
recover and vitrify 26 embryos, which were classified as excellent (30.77%), good
(46.15%) and regular (23.08%) with an average size of 467.50, 410.00, and 400.00 pum,
the same after devitrification was reclassified as excellent (20%), good (44%) and
regular (36%) with a size of 448.00, 438.18, and 342.00 um, respectively. There is an
association between the quality of the vitrified and devitrified embryo (p<0.01) and
between the quality of the devitrified embryo and the pregnancy condition (p<0.01).
Only embryos of excellent quality transferred were viable, which made it possible to

reach 60% of pregnancy in the receiving llamas.

Keyword: biotechnology of reproduction, camelid, superovulation.
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l. | NTRODUCCION

El Peru cuenta con el 87% (3685, 516) de la poblacién mundial de alpacas, seguido por
Bolivia con el 9.5%. La produccion nacional de alpacas abastece al 82% de la demanda
de fibra mundial, generando US$ 800 mil dolares anuales; asimismo el ingreso anual
por la comercializacion de carne es de 7 800 TM que genera un ingreso de US$ 8 580
000 por afio. Sin embargo, la crianza de alpacas genera el 1.35% del total de las
exportaciones del Perd, 5% de las exportaciones no tradicionales y de 2 a 2.5% del PBI
manufacturero en los ultimos 10 afios. Las regiones que tienen mayor poblacion de
alpaca son: Puno (1 427 816), Cusco (517 965), Arequipa (477 851), Huancavelica (302

609), Apurimac (224 855) y Ayacucho (193 408) (INEI, 2012).

Cuando se pretende desarrollar un esquema de seleccion mediante la difusion de los
caracteres deseados dentro de un rebafio de alpacas utilizando los procedimientos de
cria tradicionales, nos encontramos frente a una labor dificil y lenta, esto sucede por el
prolongado periodo de gestacion que es de 11 meses, que solo permite obtener una cria
por afio, es decir que a lo largo de toda la vida reproductiva de una hembra se puede
obtener un nimero maximo de 6 descendientes. Para enfrentar esta restriccion la
aplicacion de la biotecnologia de la reproduccion esta permitiendo multiplicar los
animales de calidad a través de la transferencia de embriones en fresco (Correa et al.,

1994).

En camélidos, el desarrollo y aplicacion de biotecnologias reproductivas ha sido
limitado por diferentes factores. Los ensayos sobre vitrificacion de embriones a nivel
del pais es muy escasa y no existen experiencias que se hayan desarrollado, ya que se

requiere de un laboratorio equipado, personal capacitado y disponibilidad de animales
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que permita desarrollar un trabajo sostenido. Es necesario para poder avanzar, disefiar y
desarrollar protocolos de vitrificacion de embriones, para contribuir en la difusién de
material genético de alta calidad a los rebafios que apuestan por el cambio tecnoldgico,
es decir como una herramienta til en la mejora genética de los camélidos domésticos

(Palasz et al., 2000; Aller et al., 2002; Lattanzi et al., 2002).

La mayor parte de los descendientes obtenidos en los rebafios de los productores son
fruto de cruzamientos producidos al azar, por lo cual, solo unos pocos son de calidad, lo
que esta contribuyendo en la progresiva desaparicion de los animales con caracteristicas
fenotipicas ideales, por lo tanto, dada la necesidad de disefiar y aplicar un plan de
mejora genética que incluya la biotecnologia reproductiva como una herramienta util
para la difusion de genes deseables que contribuyan a mejorar el ingreso economico de
los criadores, se plante6 como objetivo desarrollar un protocolo para vitrificar
embriones de alpacas (Vicugna pacos) recuperados por superovulacion utilizando la
hormona gonadotropina corionica equina (eCG), considerando su calidad y viabilidad,
en el Centro Investigacion y Produccion Quimsachata del Instituto Nacional de

Innovacion Agraria (INIA), Estacion Experimental 1llpa — Puno.
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1. MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES

Paredes et al. (2014), en el Centro de Investigacion y Produccion Chuquibambilla de la
Universidad Nacional del Altiplano Puno, evalu6 in vitro e in vivo la viabilidad de
embriones de alpacas sometidos a la congelacion lenta con dos agentes crioprotectores.
Utilizaron 24 embriones de grado A, recuperados por el método no-quirdrgico al octavo
dia post coito de donadoras no superestimuladas. Los embriones fueron distribuidos
para la adicién de dos crioprotectores de la siguiente manera: 12 embriones con
etilenglicol a 1.5 M y 12 embriones con dimetilsulfoxide a 1.0 M en PBS + 10 % de
suero fetal bovino. Luego los embriones fueron expuestos por 10 min al crioprotector,
donde los embriones se cargaron en pajillas de 0.25 mL y se colocaron en un congelador
automatico de embriones a -7 °C por un 1 min, seguidamente se realizo el “seeding”, se
mantuvieron por 10 min mas para su equilibrio y la congelacion se realizé con el
descenso de la temperatura de 0.5 °C/min hasta -33 °C y finalmente se almacenaron las
pajillas en un termo criogénico con nitrogeno liquido hasta su uso. Para la
descongelacidn las pajillas se mantuvieron 8 minutos a temperatura ambiente, luego se
sumergieron en bafio Maria a 32 °C/2 min. Se vaci6 el contenido de la pajilla en una
placa petri que contenia PBS con 10 % de suero fetal + 0.2 M de sucrosa para su
rehidratacion por 5 min. Para la evaluacion de la viabilidad in vitro se hizo con ayuda de
un microscopio estereoscopio donde mantenian su morfologia el 100 % (12/12) y 66.7%
(8/12) de embriones para etilenglicol y dimetilsulfoxide, respectivamente, porcentajes
sin diferencia (p>0.05). A la evaluacién de la viabilidad in vivo post transferencia a

receptoras se lograron el 58.3 % (7/12) y 37.5 % (3/8) de prefiez a la ecografia para el
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efecto del etilenglicol y dimetilsulfoxide, respectivamente, sin diferencia (p>0.05). Se
concluyé que los embriones de alpaca en fase de blastocisto se pueden congelar por el

método lento utilizando los crioprotectores etilenglicol o dimetilsulfoxide.

Martinez et al. (2014), en la Clinica de Reproduccion Animal de la Universidad
Nacional de Colombia, evaluaron el éxito de un procedimiento de criopreservacion de
embriones equinos, a fin de conseguir una prefiez viable. Se colectaron embriones
equinos al dia 6-6.5 (<300 um; n=24) y se someticron a dos técnicas de
criopreservacion: grupo 1 (n=12), vitrificacion, utilizo una solucion VS1 (Gli [1.4 M]) 5
min, VS2 (Gli [1.4 M]+ EG [3.6 M]) y VS3 (Gli [3.4 M] + EG [4.6 M] 1 min. Se
empacaron en pajillas de 0.25 ml y se sumergieron en nitrogeno liquido; grupo 2
(n=12), congelacién lenta: uso una solucion de congelaciéon (1.8 M de EG + 0.1 M
sucrosa) por 10 min, empacados en pajillas de 0.25 ml, llevados al congelador de
embriones, exponiéndolos a una curva de congelacion y sumergidos en nitrégeno
liquido. Posterior a la descongelacion, a los 24 embriones se les removid el
crioprotector y luego fueron sumergidos en un medio de cultivo DMEM/F12 + 10 % de
suero fetal bovino (SFB) e incubados bajo atmosfera controlada (5 % CO, 5% N, 90 %
O) por 48 h. Se evalué el desarrollo embrionario en el 75 % de los embriones
vitrificados (n=4); el 20 % de los embriones fueron sometidos a congelacion lenta
(n=1). No se observaron diferencias significativas en los grupos respecto al desarrollo
embrionario, pero si en la tendencia de supervivencia en los embriones vitrificados. Uno
de los embriones vitrificados fue transferido a una receptora, logrando una prefiez viable

y el nacimiento de un potro vivo.
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Fernandez et al. (2013), en la Universidad Autonoma Metropolitana-Xochimilco
(UAM-X). Calzada del Hueso 1100, Colonia Villaquietud, Delegacion Coyoacéan, CP.
04960, México, evaluaron la viabilidad después de la vitrificacion de embriones de
cerda y oveja producidos in vitro. Las células del cimulo (COCs) fueron obtenidos por
puncion de foliculos de 3 a 6 mm de diametro a partir de ovarios colectados en rastro.
La viabilidad fue evaluada en tres grupos de embriones: sin vitrificar (grupo control),
después de la vitrificacién (calentamiento) y a 72 horas de cultivo después del
calentamiento. La vitrificacion se realizo en dos pasos; se inicié con etilenglicol (EG)
4 % (viv) y suero fetal bovino (SFB) 20 % en TCM-199 a 37 °C por 15 minutos,
posteriormente fueron transferidos a solucion de vitrificacion EG 35 %, trehalosa 0.4 M
y SFB 20 % en TCM-199, finalmente fueron colocados en pajillas abiertas biseladas
(BES). Las pajillas fueron sumergidas y conservadas en nitrogeno liquido por semana.
El grupo control presentdé una viabilidad total de 74.3 % y los embriones de 8-16
blastbmeros y morulas tuvieron el 100% de viabilidad. La viabilidad total en los
embriones calentados fue de 49.3 % y la mayor viabilidad la presentaron los embriones
de 8-16 blastomeros 63.7 % y las morulas 61.7% aunque la diferencia no fue

significativa (p>0.05).

Véasquez et al. (2011), en la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos- Lima, determinaron el efecto de dos métodos de
criopreservacion sobre la supervivencia in vivo e in vitro de embriones de llama. Se
recuperaron 73 embriones en estadio de blastocisto eclosionado mediante una técnica no
quirdrgica a los 6.5 dias post servicio en llamas superestimuladas. Las llamas receptoras
se distribuyeron aleatoriamente en grupo control (n = 14), de vitrificacion (n=30) y de

congelacion lenta (n=29). Para la vitrificacion, los embriones fueron expuestos a la

5
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solucion de vitrificacion (SV) conteniendo 20 % glicerol + 20 % etilenglicol + 0.5 M
sucrosa + 10 % suero fetal bovino (SFB) + 50 pg/ml sulfato de gentamicina, y
sumergidos en nitrogeno liquido dentro de pajillas de 0.25 ml. Para la congelacion lenta,
los embriones fueron expuestos a fosfato buffer salino (PBS) con 1.5 M de etilenglicol
+ 10 % de SFB + 50 pug/ml de sulfato de gentamicina, aspirados en pajillas de 0.25 ml, y
enfriados a una tasa de descenso de 0.12 °C/min hasta 5 °C vy, luego, en la boca del
tanque de nitrégeno, se continud el descenso a una tasa de 5 °C /min hasta -20 °C por 5
min, y luego se sumergieron en el nitrégeno liquido. En la descongelacion se utilizaron
soluciones de dilucion conteniendo dos concentraciones de sucrosa: 0.5 M y 0.2 M para
congelacion lenta y 0.25 M y 0.12 M para vitrificacion. Se realizd una evaluacion in
vivo a todos los embriones del grupo control y al 50 % de los embriones de los dos
grupos experimentales, mediante transferencia directa a hembras receptoras
previamente sincronizadas. El diagnostico de prefiez se llevd a cabo por ecografia
transrectal a los 20 y 30 dias. La prefiez fue de 4/13, 2/12 y 0/11 para las receptoras de
los grupos control, vitrificados y congelacion lenta, respectivamente, sin diferencia
estadistica. Para la evaluacion in vitro, los embriones criopreservados fueron cultivados
en PBS + 20 % SFB, en una atmosfera compuesta por 5 % de CO2, 20 % de O2y 75 %
de N2, durante 1 h a 39 °C, y se observo su re-expansion mediante la observacion de su
morfologia. Se obtuvo 75.0 % (9/12) de re-expansion en embriones vitrificados y 57.1
% (4/7) en embriones congelados lentamente (4/7), sin diferencia significativa. Se
concluyo que la vitrificacion podria ser el método adecuado para la criopreservacion de

embriones de llama.

Véasquez et al. (2007), en el Centro de Investigacion Quimsachata, INIA-Puno,

utilizaron dos alpacas hembras donadoras que recibieron un tratamiento de
6
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superovulacién con eCG y fueron montadas naturalmente. A los siete dias se realizo el
lavado uterino no quirdrgico, recuperandose 9 embriones en estadio de blastocisto y
clasificados segun lo sefialado en el manual de la Sociedad Internacional de
Transferencia de Embriones (Stringfellow y Sidel, 2000). Los embriones fueron
expuestos por 5 minutos a la solucién de vitrificacién 1 (SV1) (0.1 M de sucrosa, 0.125
M de glucosa y 10 % de glicerol); 5 minutos en la solucion de vitrificaciéon 2 (SV2)
(0.2 M de sucrosa, 0.25 M de glucosa, 10 % de glicerol y 10 % de etilenglicol) y
finalmente transferidos a la solucién de vitrificacion 3 (SV3), (0.3 M de sucrosa, 0.375
M de glucosa, 20 % de glicerol y 20 % de etilenglicol), por 1 minuto, antes de ser
cargados en pajillas de 0.25 ml y ser sumergidos en nitrégeno liquido. Cuarenta y ocho
horas despues, los embriones fueron descongelados y evaluados. Ocho embriones
descongelados de buena calidad morfoldgica, fueron transferidos a 8 alpacas receptoras
previamente sincronizadas; sin embargo, a la evaluacion ecogréafica ninguna hembra fue
diagnosticada prefiada. De acuerdo a los resultados, se sefialé que posiblemente existan
factores que no afectan la calidad morfoldgica pero si la viabilidad de los embriones

transferidos.

Saito et al. (1994), en el Ministerio de Agricultura, Silvicultura y Pesca 1, Odakurahara,
Nishigo-mura Nishishirakawa-gun, Fukushima, Japon 960, evaluaron el efecto de la
adicion de azucares a una solucion de vitrificacion sobre la tasa de supervivencia de los
blastocistos bovinos producidos in vitro. Los blastocistos bovinos in vitro (IVM) e in
vitro (FIV) bovino- 6to dia- 8 blastocistos bovinos se clasificaron en 3 etapas de
desarrollo: blastocitos tempranos, blastocitos y blastocitos expandidos. Los blastocitos
se criopreservaron en 3 soluciones de vitrificaciéon: 1) 25 % de glicerol + 25 % de

etilenglicol (GE); 2) 20 % de etilenglicol + sacarosa 3/8 M + dextrosa 3/8 M (GESD).
7
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La solucion basica fue Dubelcco’s PBS suplementado con 20 % de suero fetal de
ternera. Los embriones se expusieron a cada solucion de vitrificacion en 3 etapas, y
después de cargarlos en pajillas de 0.25 ml, se sumergieron en nitrogeno liquido.
Después del calentamiento en bafio Maria a 20 °C, los crioprotectores se diluyeron en
1/2 M y 1/4 M de sacarosa cada uno durante 5 min. El procedimiento de equilibrio y
sustitucion, excepto el calentamiento, se realiz6 a temperatura ambiente (23 a 27 °C).
Después de la dilucidn, los embriones se cultivaron en medio F10 de jamoén + 0.1 m MB
- mercaptoetanol + 20 % de suero fetal de ternera. Los resultados de las tasas de
supervivencia de los embriones a las 48 h de incubacion de cada una de las 3 etapas de
desarrollo (blastocitos tempranos, blastocitos y blastocistos expandidos) expuestos a los
3 tipos de soluciones de vitrificacion (GE, GES y GESD) fueron 23.5, 33.3, 65.8 %j;
55.6, 71.9, 90.5 %; y 84.6, 83.3, 95.8%, respectivamente. Estos resultados indican que
una mezcla de 25 % de glicerol + 25 % de etilenglicol no es adecuada para la
vitrificacion de blastocistos bovinos tempranos, sin embargo, la adicion de azlcares a la
solucion es significativa (p<0.01) donde mejor0 la tasa de supervivencia de los

blastocistos vitrificados, independientemente de su etapa de desarrollo.

Saito e Imai (1997), en el Ministerio de Agricultura, Silvicultura y Pesca 1,
Odakurahara, Nishigo-mura, Nishishirakawa-gun, Fukushima, Japdn 961, determinaron
el efecto de la adicion de diversos monosacaridos a una solucion de vitrificacion sobre
la tasa de supervivencia de los blastocistos bovinos producidos in vitro. Los blastocistos
bovinos in vitro son madurados y clasificados a los 7-8 en estadios de desarrollo:
blastocitos tempranos (BT), blastocistos (BL) y blastocistos expandidos (BE). Los
blastocistos se crioconservaron en una de las soluciones de vitrificacion que consisten

en 20 % de glicerol + 20 % de etilenglicol + 0.3 M de sacarosa + 3 % de polietilenglicol
8
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+ 0.3 M (monosacarido). Los monosacéridos, fructosa, glucosa, inositol, manitol,
sorbitol y xilosa, se emplearon respectivamente en la solucion de vitrificacion anterior.
La solucion bésica fue PBS de Dubelcc’o. Los embriones se expusieron a cada solucion
de vitrificacion en sus etapas, y después de cargarlos a pajillas de 0.25 ml, se
sumergieron en nitrégeno liquido. Después del calentamiento en un bafio de agua a
20 °C, los crioprotectores se diluyeron en 1/2 y 1/4 M de solucién de sacarosa cada uno
durante 5 minutos. Los procedimientos de equilibrado y dilucion, excepto el
calentamiento, se llevaron a cabo a temperatura ambiente (23 a 27 °C). Después de la
dilucion, los embriones se cultivaron en Ham's F10 + B-mercaptoetanol 0.1 mM + 20 %
de suero de ternera mortal. Las tasas de supervivencia a las 48 horas (tasa de eclosion a
las 96 horas) fueron, 65.5 (55.5), 69.6 (56.3), 71.3 (59.1), 66.1 (56.7), 66.7 (56.7), 85.2
(79.3) % con sorbitol, manitol, fructosa, glucosa, inositol y xilosa, respectivamente. Se
concluyo que la adicién de xilosa a la solucidn de vitrificacion mejora la supervivencia

de embriones bovinos vitrificados producidos in vitro.
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2.2 BASES TEORICAS
2.2.1 Historia de la alpaca

Los camélidos estan actualmente representados en Asia y Africa, asi como en
Sudameérica (Nowack, 1991). Cuatro especies de camélidos habitan hoy en Sudameérica,
dos de ellas silvestres: el guanaco (Lama guanicoe; Mller, 1776) y la vicufia (Vicugna
vicugna; Molina, 1782), mientras que las formas domésticas corresponden a la llama

(Lama glama) y la alpaca (Vicugna pacos) (Marin et al., 2007).

La alpaca ha sido descrita como descendiente de la vicuiia y la Ilama del guanaco, segun
las evidencias basadas en la morfologia dentaria (Wheeler, 1984). Los analisis
geneticos, como el ADN mitocondrial, confirmaron la similitud genética entre la llama
y el guanaco y entre la vicufia y la alpaca, revelando hibridacion bidireccional. Por
analisis de microsatélite ADN se sugiere que la alpaca desciende de la vicufia y que

debiera ser reclasificada como Vicugna pacos (Kadwell et al., 2001).
Taxonomia de la alpaca

Segun Wheeler et al. (2006) la taxonomia de la alpaca es la siguiente: reino: Animalia;
filo: Chordata; clase: Mammalia; orden: Artiodactyla; familia: Camelidae; género:

Vicugna; especie: Vicugna pacos.

10
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Variedades

Segun Renieri et al., (2009), existen dos variedades de alpacas, Huacaya y Suri. La
variedad Huacaya es mas abundante y rastica que la Suri y tiene mayor resistencia al
medio, estan bien adaptadas al clima frio. Las crias son robustas y nacen con abundante
fibra. El vellon es de apariencia esponjosa Yy las fibras se alzan casi perpendicularmente
al cuerpo. Las alpacas Suri se encuentran casi exclusivamente en Perd, en general la
mortalidad es mas elevada que en las Huacaya. Segun Barreda (1991), la alpaca
Huacaya tiene un promedio de vida de 11 afios, aunque no es poco frecuente ver
animales de 16-18 afios en plena produccion y fecundidad. La fibra constituye la

principal fuente de ingresos provenientes de la crianza de alpacas (De Carolis, 1987)

De los cuatro camélidos sudamericanos domésticos, la alpaca es la que destaca en
términos econémicos por el importante valor comercial que representa su fibra, carne y
piel. En Perq, la poblacion total de alpacas Huacaya representa el 85% (blanco 95% vy
color 5%), y la Suri s6lo un 15% (Brenes et al., 2001). Por otro lado, la carne de alpaca
tiene demanda local (Pumayalla y Leyva, 1988), aunque la fibra es el producto mas

importante.

2.2.2 Importancia de los camélidos sudamericanos

La poblacion de alpacas en el Pert en el afio 2005 fue de 3 156 101, distribuidos en las
diferentes regiones del Peru, que comparado a la poblacion del 2012, 3 685 516 (INEI,

2012), claramente se puede notar que existe un incremento.

El Peru es el principal productor de fibra de alpaca, seguido a gran distancia por

Bolivia. La produccion de Australia, Estados Unidos y otros paises del mundo,

11
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producen cantidades menores. El Pert cuenta con alpacas, llamas, vicufias y guanacos
cuyas poblaciones estan distribuidas por la region alto andina en altitudes superiores a
los 4 000 m (Sumar, 2007). La alpaca hembra produce un maximo de 4-5 crias a lo
largo de toda su vida reproductiva (Novoa et al., 1999). Es por esta razon que las
biotecnologias reproductivas estan comenzando a aplicarse en las diferentes especies de

camélidos.

2.2.3 Fisiologia reproductiva en el macho

a) Anatomia del aparato reproductor del macho

Desde el exterior hacia el interior del macho, encontramos las siguientes estructuras:

Testiculos: la alpaca macho tiene dos testiculos que estan localizados en la region
perineal por debajo del ano y a nivel del arco isquiatico. Tienen de 5-7 cm de longitud,
2.5-35 c¢cm de ancho y 3-4 cm de profundidad. El peso del testiculo es de
aproximadamente 18 g en la alpaca y la orientacion del eje mayor es dorso caudal a
antero ventral (similar al cerdo). La estructura histoldgica no presenta gran diferencia

con otras especies (Aller, 1998).

Pene: es el 6rgano copulador del macho. Tiene en su punta una estructura cartilaginosa

y esta dirigida hacia atras (Aller, 1998).

Epididimo: esta dividido en tres zonas: cabeza, relativamente voluminosa, se inserta en
parte posterior del testiculo; cuerpo, porcion intermedia delgado y aplanado; cola,

porcion final, que conecta con el conducto deferente (Casas, 1962; Mayta et al., 2016).

12
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Glandulas sexuales accesorias: la préstata, que tiene forma de “h” ubicada dorsal y
lateralmente sobre cuello de la vejiga formado por un cuerpo y dos I6bulos unidos entre
si y situados en el primer segmento de la uretra, tiene 4 cm de diametro y 1 cm de
grosor (Aller, 1998). Glandulas bulbouretrales, cubiertas por una cépsula muscular,

ubicadas lateralmente a la uretra en la salida pélvica (Mendoza et al., 2012).

b) Pubertad de la alpaca macho

Se define pubertad como la edad en la cual el macho es capaz de liberar gametos y
mostrar un comportamiento sexual (Hafez, 2002). La edad de la pubertad es variable y
es influenciado por factores genéticos, nutricion, cambios climaticos y la estacion
reproductiva. Las llamas y alpacas machos pueden mostrar comportamiento sexual a
una edad temprana (< 1 afio), no obstante una completa ereccion y penetracion solo son
posibles cuando el pene estd completamente liberado de sus adherencias prepuciales
(Escobar, 1984; Sumar, 1985; Fowler et al., 1998). Al momento del nacimiento la
alpaca posee un pene completamente adherido al prepucio por un tejido embrionario; al
afio de edad solo un 8-10% de alpacas se ha liberado de la adherencia pene-prepucial,
mientras que a los 2 afios el 70% ya esta libre de adherencias pene prepuciales y a los 3
afos, entre el 95-100% de machos tienen un pene totalmente libre del prepucio (Losno
y Coyutupa, 1981; Novoa et al., 1999; Chuna et al., 1999; Bustinza, 2001). El proceso
del desprendimiento del prepucio normalmente empieza a los 12 o 13 meses de edad y
coincide con el aumento de la concentracion de testosterona plasmaética (Bravo y
Jonhson, 1994). Cuando los machos llegan a la madurez sexual, los testiculos crecen y
los niveles de testosterona se incrementan mas de 1000 pg/ml a una edad aproximada de

20 meses en la mayoria de alpacas (Bravo et al., 1995; Bravo, 2002). El peso promedio
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de una alpaca macho al momento de la liberacién pene-prepucial es de 70.1 kg y a una

edad de 21.5 meses de edad (Sumar, 1988).

2.2.4 Fisiologia reproductiva en la hembra

a) Anatomia del aparato reproductor de la hembra

El tamafio y la forma de los ovarios varian con la edad y con su contenido en foliculos y
cuerpos luteos. Asi, su longitud oscila entre los 5 y 12 mm y su peso entre los 1.9 y
2.4 g (Sumar, 1985; Sato y Montoya, 1990). En las hembras multiparas los ovarios son
ovalados o circulares y aplanados lateralmente, y presentan una superficie irregular
debida a la presencia de numerosos foliculos cuyo didmetro estd comprendido entre los
3y 5 mm (Elwishy, 1992). La presencia de foliculos maduros y, sobre todo, de cuerpos
luteos le confiere al ovario un aspecto lobulado. Cada ovario estd rodeado
completamente por un largo pliegue del mesosalpinx con forma conica denominado
bursaovarii, cuya porcion apical forma un amplio orificio circular que comunica con la
fimbria del oviducto (Bravo et al., 2000). Los oviductos son dos conductos delgados y
tortuosos, de 15 a 20 cm de longitud, que comunican la superficie del ovario con el
utero. Cada oviducto se une a un cuerno uterino a través de un estrecho orificio que
forma una papila protuberante. Esta estructura, denominada istmo, actia como un
esfinter para evitar movimientos retrogrados de los fluidos contenidos en el Utero
(Sumar, 1985). El utero de la alpaca es bicorne, con forma de Y, presentando dos
cuernos uterinos con una longitud media de 7.5 cm y un cuerpo muy corto, en las
hembras no gestantes el érgano se localiza en el interior de la pelvis (Sato et al., 1990).
El aparato genital estd suspendido de las paredes abdominales y pélvicas por amplios

ligamentos (Fowler, 1989). El cuerno uterino izquierdo es mas grande que el derecho
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desde la etapa fetal y prepuberal (Tibary et al., 1997) y esta diferencia se acentua en las
hembras multiparas como consecuencia de que el 98% de las gestaciones tienen lugar
en el cuerno izquierdo (Fernandez et al., 1973). La mucosa uterina esta formada por un
epitelio cilindrico y la submucosa por un tejido fibroso denso que contiene pequefias
glandulas uterinas (Fowler, 1989). El tono y el edema del Gtero se incrementan durante
la fase folicular, manteniéndose relajado y homogéneo durante la fase luteinica (Tibary,
2001). EI cérvix es similar al de la vaca, contiene 2 0 3 pliegues anulares (Sato et al.,
1990; Smith et al., 1994) y su longitud oscila entre los 2 y 5 cm. El grado de apertura o
cierre esta sometido a regulacion endocrina, de manera que su luz se dilata durante el
celo para facilitar la copula, mientras que se estrecha durante la gestacion para evitar la
contaminacion del utero mientras se completa el desarrollo embrionario o fetal (Sato et
al., 1990). La longitud de la vagina varia entre 13 y 15 cm y su didmetro esta
comprendido entre 3.5 y 5 cm y se caracteriza por tener una mucosa que forma
numerosos pliegues (Sumar, 1985; Fowler, 1989). Es una estructura extensible, por lo
que a medida que avanza la gestacion, el peso del Gtero ocasiona la desaparicion de los
mencionados pliegues. El himen, o sus restos, marcan la separacién entre la vagina y la
vulva. La longitud de la vulva es de unos 3 cm y el clitoris es muy pequefio (Bravo et

al., 2000).

b) Pubertad de la alpaca hembra

La mayor parte de alpacas hembras muestran receptividad sexual entre los 12 y 14
meses, a pesar de haberse comprobado que la actividad ovarica (presencia de foliculos
con un didmetro superior a los 5 mm) se inicia a edades mas tempranas (Novoa et al.,

1972; Sumar, 1985). Asi, la pubertad se produce cuando el animal alcanza el 60% del
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peso corporal de un adulto, lo que supone unos 33-36 kg (Sumar, 1985; Smith, 1985).
Es muy habitual que no se inicie la primera gestacion hasta los 2 afios de edad, lo que
determina que tenga su primera cria a los 3 afios (Fernandez et al., 1974). Sin embargo,
cuando las condiciones nutricionales son adecuadas es posible lograr que las hembras
inicien su primera gestacion a los 12 meses de edad, obteniéndose una buena fertilidad

(Fernéndez et al., 1972; Novoa et al., 1972).

c) Dinamica folicular en las alpacas

Las alpacas hembras no expuestas al macho, desarrollan ondas foliculares sucesivas en
tres fases de desarrollo, para lo cual un grupo de foliculos son reclutados, de ellos es
seleccionado uno e inicia su crecimiento, diferencidndose y alcanzando el tamafio
ovulatorio (> a 7 mm de diametro); mientras que los demas regresionan (Bravo et al.,

1990; Fernandez-Baca, 1993; Brown, 2000).

Las tres fases o estadios descritos son: crecimiento, maduracion y regresion (Bravo et
al., 1990; Novoa, 1991). En el estadio de maduracién el foliculo dominante inhibe el
desarrollo de los foliculos mas pequefios (Bravo et al., 1990); reportandose una relacién
inversa entre el didmetro del foliculo dominante y el nimero de foliculos pequefios

(Adams et al., 1990).

Con respecto a la duracion de la onda folicular, determinaron, Bravo et al. (1990) un
promedio de 13.8 dias, siendo el estadio de crecimiento 4.8 + 1.5 dias; maduracion 5 +
1.6 dias y regresion 4.0 £ 1.1 dias; Adams et al. (1990), 20 a 25 dias; Aba et al. (2000),
22.6 + 2.5 dias; siendo la fase de crecimiento 9.2 + 2.8 dias; maduracion 5.2 + 1.4 dias y
regresion 8.2 £ 2.2 dias; las diferencias encontradas se deberian al estado lactacional de

los animales empleados (Adams, 2001).
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El intervalo entre ondas foliculares, es decir el periodo entre la emergencia de foliculos
dominantes sucesivos, que varia muy probablemente segin el diametro del foliculo
dominante, se calcula en alpacas 15.8 + 0.6 dias (Vaughan et al., 2004) y en Ilamas de

18 + 2.6 dias (Chavez et al., 2002).

d) Superestimulacion ovarica

La superestimulacion ovarica consiste en inducir el crecimiento, maduracién y
ovulacion de un gran numero de foliculos de manera simultanea. Sin embargo, los
camélidos presentan algunas diferencias fisioldgicas respecto a otras especies
domeésticas que se ha de tener en cuenta al aplicar estos tratamientos: 1) estas especies
no presentan fases luteales espontaneas; 2) el foliculo dominante permanece activo
durante periodos prolongados en las hembras no gestantes; 3) la estimulacion hormonal
del ovario incrementa el nimero de foliculos reclutados al comienzo de cada oleada de
crecimiento folicular. Sin embargo, cuando los foliculos son reclutados mediante este
procedimiento su velocidad de crecimiento es mayor y la maduracién de los ovocitos
liberados muestra diversos grados de inmadurez nuclear o citoplasmatica que puede
repercutir negativamente en la fecundacion y en el desarrollo embrionario (Sirard et al.,

1992).

2.2.5 Hormona gonadotropina corionica equina (eCG)

Esta hormona es una glucoproteina presente en grandes cantidades en el suero de la
yegua entre los dias 46 y 130 de gestacion y presenta en una misma molécula
actividades biologicas propias de la FSH y de la LH (Papkoff, 1978; Gonzéalez et al.,
1978). Los preparados comerciales se obtienen a partir de la purificacion del suero

recogido a yeguas gestantes y su posterior liofilizacion. Su potencia se expresa en
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unidades internacionales, siendo la actividad gonadotréfica especifica de 1 Ul igual a
0.25 mg de una preparacion estdndar mantenida por la Organizacion Mundial de la
Salud. La molécula estd compuesta por dos subunidades una o y otra . La primera es la
responsable de las actividades FSH y LH, mientras que la subunidad B determina la
amplitud de su actividad. El alto contenido en &cido siélico de la molécula de eCG le
confiere una larga vida media, que supera ampliamente a las de la FSH y LH. Su vida
media se cifra en torno a las 40 horas, aunque puede llegar a persistir hasta 10 dias
(Schams et al., 1978). Esto permite inducir la respuesta superovulatoria con una unica
administracion, habiéndose demostrado que las administraciones multiples no mejoran

la tasa de ovulacion (Hafez et al., 2002).

Las principales ventajas de la utilizacion de eCG en los tratamientos superovulatorios
son su bajo costo y que una unica administracion permite obtener buena respuesta
ovarica. No obstante, esta prolongada vida media provoca también algunos
inconvenientes ya que continla estimulando el crecimiento folicular después de
producirse la ovulacion lo que provoca la existencia de elevadas concentraciones de
estradiol durante la fase luteal, alterando la migracion y el desarrollo embrionario y
modificando el ambiente uterino (Roche et al., 1984). Por el contrario, cuando se aplica
FSH los foliculos presentes en el ovario después de la ovulacién son muy escasos
(Lauria et al., 1982). Existen diversos estudios en los que se ha comparado el efecto de
ambas gonadotropinas en la estimulacion ovarica de los camélidos domésticos,
obteniéndose resultados variables. Correa et al. (1997), indican en llamas que no existen
diferencias en la tasa de respuesta ovarica a ambas sustancias 17.9 + 2.2 foliculos tras el

tratamiento con FSH y 17.7 £ 2.2 foliculos en las tratadas con eCG (Ratto et al., 2005).
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Cuerpo lateo

Después de la ovulacion comienza la hipertrofia y luteinizacion de las células de la
granulosa. Posteriormente el tejido de este cuerpo luteo (CL) se agranda principalmente
por hipertrofia de las células luteinicas (Hafez, 1996). EI CL es claramente detectado
alrededor del dia 3-4 después de la monta en alpacas, y a los 4-5 dias post — monta en
[lamas, utilizando ultrasonografia (Fernandez-Baca et al., 1970; Adams et al., 1991). El
CL alcanza un didmetro maximo (12 — 14 mm) al dia 8-9 post monta en animales no
prefiados, pero de aqui en adelante ocurre un declive marcado en el tamafio de éste
(Adams et al., 1991). Probablemente exista una relacion positiva entre el peso y
didmetro del CL vy las concentraciones sistémicas de progesterona (Bravo et al., 1997).
Los niveles de prostaglandina F2a (PGF2 o) empieza a elevarse (Sumar et al., 1988),
principalmente entre los dias 9 y 12 (805 = 131 pmol / L) (Aba et al., 1995). Esta

hormona tiene efecto luteolitico (Leyva y Garcia, 1999b).

2.2.6 Comportamiento sexual

Los camélidos domeésticos, alpacas y Ilamas, al ser especies de ovulacién inducida no
presentan ciclos estrales definidos, no obstante, existen periodos de receptividad sexual.
Estos periodos son bastante prolongados durante la época de apareamiento y en
ausencia de machos pueden durar hasta los 36 dias presentando breves interrupciones

que no sobrepasan las 48 horas (San Martin et al., 1968).

El comportamiento observado durante la etapa de receptividad sexual puede dividirse en
cortejo y monta. La fase de cortejo se inicia cuando un macho sexualmente activo entra
en contacto con una hembra, tiene una duracion variable dependiendo del libido y

fortaleza del macho, oscilando entre unos segundos hasta los 10 minutos y cesa cuando
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se produce la monta o el macho comprueba que es rechazado (England et al., 1971).
Cuando la hembra esta receptiva adopta una posicion de decubito esternal en presencia
del macho o en las proximidades de una pareja que esta copulando, formandose en
ocasiones grupos de hembras en posicién decubito esternal (Fernandez-Baca et al.,

1970; Novoa, 1970).

Los camélidos son los unicos ungulados que se aparean en decubito esternal. La hembra
adopta durante la copula una actitud pasiva y en ocasiones se dispone en decubito lateral
(Sumar y Adams, 1997). EI macho se coloca sobre la hembra y sitla sus metatarsos
lateralmente a los de la hembra (Novoa, 1970). Los machos muestran su excitacion con
temblores de las orejas, movimientos de la cola, dilatacion de los orificios nasales y la
emision de sonidos guturales denominados “orgling” (Novoa, 1970). Algunos autores
consideran que estos sonidos intervienen en la descarga preovulatoria de LH (Guilbride

y Moro, 1965; Bravo et al., 1994).

Durante la cépula el macho maniobra su pene alrededor de la vulva hasta ubicar la
vagina, atraviesa el cérvix, con movimientos suaves hasta llegar a uno de los cuernos
uterinos, para ir posteriormente cambiando sucesivamente de un cuerno a otro a lo largo
de la eyaculacion (Franco et al., 1981). EI movimiento del pene en el interior del Gtero
provoca en el endometrio inflamacion, edema e hiperemia (Bravo et al., 1996;
Velasquez et al., 1999). La duracién media de la copula suele ser de 20 a 30 minutos,
aunque el rango es muy amplio variando entre 5 y 65 minutos (England et al., 1971;
Sumar, 1985; Fernandez-Baca, 1993). La duracion de la cépula estd influida por

diversos factores: numero de machos presentes de manera simultanea, edad de las

20

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



hembras, jerarquia dentro del rebafio, hora del dia, estacion del afio, etc. (Escobar, 1984;

Knight et al., 1992; Pollard et al., 1999).

En alpacas, cinco dias post ovulacion desaparece la conducta de receptividad del macho,
continuando asi hasta que el CL regresione en caso de monta infértil (Fernandez-Baca,
1971). Pero en los primeros dias posteriores a la ovulacién en los cuales ain hay
presencia de receptividad sexual, se sugiere sean debidos a que los niveles de
progesterona secretados por el CL son todavia insuficientes para ejercer el efecto
inhibitorio sobre el eje hipotalamico hipofisario (Leyva y Garcia, 1999a). Si no se
produce la fertilizacion, el CL involuciona a partir del dia 13 post ovulacién, retornando

la receptividad al macho (Fernandez-Baca, 1971).

2.2.7 Estacionalidad reproductiva

La estacion del afio tiene muy poca influencia en la ovulacion, fertilidad y supervivencia
embrionaria (Fernandez-Baca et al., 1972), aunque en Nueva Zelanda las alpacas
demostraron menor receptividad sexual durante la primavera (Pollard et al., 1995) y en
Norteamérica las Ilamas presentan menor fertilidad durante el verano (Johnston, 1988).
Existen opiniones contradictorias en relacion a la existencia o no de estacionalidad
reproductiva en los cameélidos sudamericanos, lo que podria indicar que su patron
reproductivo estd influido tanto por las condiciones ambientales, como por las de
manejo a que son sometidos. Esta época del afio coincide con las condiciones
ambientales, que son mas favorables, al ser los meses mas templados y lluviosos y
durante los cuales existe una mayor disponibilidad de pastos (Koford, 1957; San Martin

et al., 1968; Sumar, 1985; Franklin, 1993).

21

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



La agrupacion de machos y hembras ejerce un efecto inhibitorio sobre la actividad
sexual de los primeros, pudiendo ocasionar, incluso, la completa desaparicion de la
libido (Sumar, 1985; 1996). Sin embargo, estos recuperan su actividad sexual de manera
inmediata cuando son introducidos a un nuevo rebafio de hembras (Fernandez-Baca et
al., 1972). No se conocen los mecanismos que regulan la estacionalidad sexual de las
hembras o la inhibicion del libido del macho como consecuencia del contacto continuo
con hembras. Sin embargo, se considera que podrian intervenir algunos factores como la
nutricion, la temperatura, la humedad y las horas de luz, asi como estimulos visuales u
olfativos, por su capacidad para influir en los centros nerviosos que controlan el

comportamiento reproductivo (Brown, 2000).

2.2.8 Influencia de la alimentacion en la reproduccion

Como se refirio previamente, la edad al primer servicio esta condicionada por la
pubertad y el desarrollo corporal, que depende a su vez de la disponibilidad de recursos
forrajeros. En régimen extensivo, las hembras reciben generalmente su primer servicio a
los 2 afios de edad, y en caso de que el desarrollo corporal sea deficiente, se retrasa
hasta los tres afios. Sin embargo, cuando los animales se alimentan en praderas
cultivadas se acelera la velocidad de crecimiento, es posible realizar el primer servicio a

los 12 meses de edad (Larico, 1987).

2.2.9 Topicos para la vitrificacion y transferencia de embriones

Caracteristicas de embriones recuperados

La recuperacion de los embriones puede ser realizada por métodos quirdrgicos 0 no

quirargicos. El primer trabajo en el que se describe la recoleccion de embriones de

22

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



alpaca se efectudé a través de una laparotomia y el abordaje quirtrgico del oviducto
(Novoa y Sumar, 1968). Posteriormente se comienza a utilizar una técnica no quirdrgica
para la recogida de embriones, realizando el lavado del Utero a los 7 dias de la monta

(Wilson et al., 1985).

Los embriones se recuperan y son evaluados normalmente mediante el manual de la
Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones (Stringfellow y Sidel, 2000), que
clasifica segun su calidad a los embriones en excelentes y buenos, regulares, malos,

muertos o degenerados.

Técnicas de criopreservacion

El desarrollo de técnicas de criopreservacion para la conservacion de embriones durante
largos periodos de tiempo sin pérdida de su viabilidad, ha permitido la comercializacién
de embriones a gran escala y ha supuesto una importante reduccion de los costos de
aplicacion de estas tecnologias (Morato et al., 2012).

La crioconservacion y almacenamiento de embriones a muy bajas temperaturas
(-196 °C) por un largo tiempo, es deseable tanto por razones biolégicas como por
razones comerciales. Cuando se expone a los embriones a temperaturas extremadamente
bajas es posible detener por completo la actividad enzimatica, la respiracion celular, el
metabolismo, el crecimiento, la multiplicacién, etc., es decir, no se afecta su viabilidad
y genética (Schneider y Mazur, 1984). No obstante, es necesario previamente preparar
al embridn con crioprotectores para el descenso y ascenso de la temperatura, ya que en
forma contraria moriria (Shaw et al., 2000).

Los protocolos de crioconservacion han sido clasificados como lentos o rapidos de
acuerdo con la velocidad de enfriamiento y el tipo y concentracion de los
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crioprotectores usados. Sin embargo, los principios y objetivos de la crioconservacion
son aplicables a ambos: (1) proteger de los efectos del enfriamiento y congelacion, (2)
evitar la formacién de hielo intracelular y (3) proteger de los efectos toxicos de los
crioprotectores tanto a temperaturas bajas como altas (Critser et al., 1997; Paynter et al.,

1999).

La congelacion lenta

Es una técnica de crioconservacion en la que existe un equilibrio entre la velocidad de
enfriamiento, la velocidad de deshidratacion y la velocidad de formacion de ndcleos de
hielo. Este tipo de crioconservacion se usa para controlar la velocidad de enfriamiento
de tal forma que a medida que descienda la temperatura se produzca la penetracion del
crioprotector al interior de la célula produciéndose un equilibrio osmético vy
disminuyendo la probabilidad de formacion de cristales de hielo intracelulares. “Para
prevenir la formacion de hielo intracelular o minimizar el dafio que éste pueda causar,
todos los protocolos de congelacion estan destinados a deshidratar las células. En el
caso de los protocolos de congelacion lenta, este proceso se consigue colocando a las
células en una solucion que contiene entre un 10 y un 11% (v/v) de crioprotector
(aproximadamente 1.5 M). A continuacién, la temperatura disminuye y se provoca la
formacion de hielo (ice seeding) dentro de esta solucion. A medida que los cristales de
hielo crecen, el agua de la solucion pasa de liquido a solido y la concentracién
extracelular de solutos incrementa provocando la salida de agua de la célula. Cuanto
mas baja es la temperatura, mas cantidad de agua puede convertirse en hielo, pero la
capacidad de la célula para eliminar el agua intracelular también disminuye a medida

que la temperatura disminuye. Por lo tanto, el éxito de un protocolo de congelacion
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lenta se basa en alcanzar el equilibrio entre la velocidad a la que el agua abandona la

célulay la velocidad con que este agua se convierte en hielo” (Albarracin, 2005).

La congelacion lenta tiene la ventaja de usar concentraciones bajas de crioprotectores,
disminuyendo la probabilidad que se produzca toxicidad quimica y shock osmético,
pero su habilidad para prevenir la formacion de cristales de hielo es limitada debido a

las bajas concentraciones de crioprotectores que son utilizadas (Arav et al., 2002).

Congelacion rapida y ultrarrapida

La teécnica de congelacion rapida y ultrarrdpida previene la formacion de hielo
intracelular mediante la deshidratacion de la célula. De lo que se trata es exponer al
embrién a altas concentraciones de solutos permeables (crioprotectores y azucares) v,
posteriormente, a un enfriamiento rapido o ultrarrapido. Los solutos eliminan
rapidamente el agua de las células lo que permite sumergirlas directamente en nitrogeno
liquido (congelacion ultrarrapida) o vapores de nitrogeno (congelacién rapida)
(Albarracin, 2005). Las tasas de congelacion conseguidas con las técnicas de
congelacion ultrarrapidas (11 000 a 14 000 °C/minuto) disminuyen drasticamente el
dafo por enfriamiento, permitiendo usar soluciones crioprotectoras menos concentradas
(menos toxicas) y acortar el tiempo de exposicién del ovocito al crioprotector (Martino
et al., 1996). Los protocolos de congelacion rapida se dividen en dos subcategorias
(congelacion rapida o ultrarrapida y vitrificacién) dependiendo de si existe 0 no
formacion de hielo en la solucion durante la congelacién. Sélo en el caso de la
vitrificacidon no se forman cristales de hielo durante la congelacion y descongelacion, ni

intracelular ni extracelular. Por el contrario, si se forman aunque sélo sean trazas de
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hielo durante estos procesos, el término correcto deberia ser congelacion ultrarrapida

(Shaw et al., 2000).

Vitrificacién

Es una transicion de un estado liquido a un estado vitreo sélido sin la formacion de
cristales, esto debido al rapido descenso de temperatura, la viscosidad de la muestra
aumenta hasta un punto en que las moléculas se inmovilizan. De esta forma, se
encuentran en un estado solido aunque su estructura molecular sea la de un liquido
extremadamente viscoso (estado vitreo) (Critser et al., 1997). Este aumento extremo de
la viscosidad requiere velocidades de enfriamiento muy rapidas (superiores a 2500
°C/min) o elevadas concentraciones de crioprotectores (de 5 a 7 M) (Shaw et al., 2000;
Vajta, 2000). La vitrificacion presenta numerosas ventajas como la total eliminacion de
la formacion de hielo o la disminucién del dafio causado por el enfriamiento, puesto que
atraviesa el rango de temperatura de +15 a 5 °C a velocidades de enfriamiento muy
rapidas (Dobrinsky, 1996; Martino et al., 1996; Isachenko et al., 1998; Zeron et al.,
1999). Otra gran ventaja de esta técnica es que no requiere de equipos de congelacion
caros o sofisticados y puede ser realizada de manera muy sencilla. La consecuencia
negativa de esta estrategia radica en el incremento de las probabilidades de lesionar las
células debido al chogue osmdtico y a la toxicidad de los crioprotectores. Sin embargo,
se han aplicado diferentes protocolos para intentar disminuir estos efectos negativos,
como el uso de crioprotectores menos toxicos o la combinacién de crioprotectores
(disminuyendo la toxicidad individual de cada uno, pero manteniendo las propiedades
osmoticas y crioprotectoras), la utilizacion de crioprotectores por etapas (stepwise) y/o

la utilizacion de soluciones concentradas preenfriadas (Vajta, 2000).
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Factores a tener en cuentas para reducir dafios durante la vitrificacion

Para obtener buenos resultados al utilizar el método de vitrificacion se debe tener en
cuenta los siguientes factores: volumen de la muestra, concentracion de crioprotector,
método de adicion del crioprotector, temperatura y tiempo de equilibrio, tasa de
enfriamiento. Todos estos factores estdn estrechamente relacionados con la

permeabilidad y la toxicidad del crioprotector (Celestinos y Gatica, 2002).

En el caso de las altas concentraciones de crioprotectores, se ha comprobado que la
exposicion de los embriones a los crioprotectores en dos pasos (Kasai, 1996) o a bajas
temperaturas (Rall y Fahy, 1985) puede minimizar los efectos toxicos. También es
importante disminuir los tiempos de exposicion a los crioprotectores y la adicion de
sustancias como la sacarosa, trealosa, sucrosa, crioprotectores no permeables que

pueden disminuir la toxicidad del medio de vitrificacion (Boutron y Peyridieu, 1994).

Crioprotectores y otras sustancias quimicas comiunmente utilizadas antes, durante

y después de la vitrificacion

e Suero albumina bovina (BSA)

El BSA es utilizado a menudo como un estandar de concentracion de proteinas. EI BSA
afecta al pH del medio y actian como quelantes de iones metélicos, contienen factores
de crecimiento y ciertas cantidades variables de hormonas que inciden en la

diferenciacion y proliferacion celular (Ball et al., 1985).

27

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



e Fosfato buffer salina (PBS)

Es una solucion tampdn que contiene principalmente cloruro y fosfato de sodio, a veces
también cloruro y fosfato de potasio. Ayudan a mantener un pH constante. Las
concentraciones de iones y osmolaridad de la solucion generalmente coinciden con los

del cuerpo humano (Heath, 1990).

e Etilenglicol

Es un compuesto quimico que pertenece al grupo de los dioles. El etilenglicol es un
liquido transparente, incoloro, ligeramente espeso como el almibar y leve sabor dulce.
Por estas caracteristicas organolépticas se suele utilizar distintos colorantes para
reconocerlo y asi disminuir las intoxicaciones por accidente. A temperatura ambiente es
poco Volatil, pero puede existir en el aire en forma de vapor. Se fabrica a partir de la

hidratacion del 6xido de etileno (epdxido cancerigeno) (Shaw et al., 1995).

e Glicerina

El propanotriol, glicerol o glicerina (C3HgOs), es un alcohol con tres grupos hidroxilos
(—OH). Se trata de uno de los principales productos de la degradacion digestiva de los
lipidos, paso previo para el ciclo de Krebs y también aparece como un producto
intermedio de la fermentacién alcoholica. Ademas junto con los &cidos grasos, es uno
de los componentes de lipidos como los triglicéridos y los fosfolipidos. Se presenta en
forma de liquido a una temperatura ambiental de 25 °C y es higroscopico e inodoro.
Posee un coeficiente de viscosidad alto y tiene un sabor dulce como otros polialcoholes

(Shaw et al., 2000).
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e Sacarosa (sucrosa)

La sacarosa, azGcar comln o azlcar de mesa es un disacarido formado por alfa-
glucopiranosa y beta-fructofuranosa. Su nombre quimico es alfa-D-Glucopiranosil -
beta-D-Fructofurandsido, es un disacdrido formado por alfa-glucopiranosa y beta-
fructofuranosa. El cristal de sacarosa es transparente, el color blanco, es causado por la

multiple difraccién de la luz en un grupo de cristales (Shaw et al., 1997).

e Glucosa

Es un monosacérido con formula molecular CeH120s. ES una hexosa, es decir, contiene
6 atomos de carbono, y es una aldosa, esto es, el grupo carbonilo esta en el extremo de
la molécula. Es una forma de azucar que se encuentra libre en las frutas y en la miel. Su
rendimiento energético es de 3.75 Kkilocalorias por cada gramo en condiciones estandar.
Es un isomero de la fructosa, con diferente posicion relativa de los grupos -OH y =0.
En la industria alimentaria suele denominarsele dextrosa (término procedente de

“glucosa” dextrorrotatoria) (Kuleshova et al., 1999).

e Xilosa

También llamada azlUcar de madera es una aldopentosa, un monosacarido que contiene
cinco atomos de carbono y un grupo funcional aldehido. Tiene forma de pirano
(hexagono) y se encuentra ampliamente distribuida en distintas materias vegetales:
madera (cerezo), paja, etc. También se puede encontrar en los tejidos conectores como
en el pancreas o el higado. Su funcién es principalmente alimenticia pero también se

utiliza para hacer pruebas de la absorcion intestinal (Sommerfeld y Nieman, 1999).
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e Polietilenglicol (PEG)

El PEG conocido como macrogol, es un poliéter ampliamente empleado en la industria.
Se produce por la interaccion de 6xido de etileno con agua, etilenglicol u oligomeros de
etilenglicol. La reaccion esta catalizada por &cidos o bases. Se trata de un polimero
soluble en agua de elevado peso molecular capaz de formar puentes de hidrégeno con

100 moléculas de agua por cada molécula de PEG (Liebermann et al., 2002).

e Gentamicina

Pertenece a un grupo denominado aminuglucésidos-aminociclitoles con propiedades
antibacterianas, particularmente aquellas producidas por bacilos gramnegativos
aerobicos. Sirve para tratar diversas enfermedades graves de piel, pulmén, estémago,
vias urinarias y sangre, asi como heridas cutaneas y en el ojo. Debido a su gran
toxicidad y a los multiples efectos secundarios, debe evitarse su uso Si no es

estrictamente necesario (Nufiez et al., 2006).

e Acetato de buserelina

La buserelina es un anédlogo de la hormona natural liberadora de gonadotropinas
(gonadorrelina; GnRH; LHRH), con una marcada actividad bioldgica. El efecto
farmacologico inicial de la buserelina es el de una hormona “releasing” sintética para
estimular la secrecion de las hormonas luteinizante (LH) y foliculo estimulante (FSH).
La FSH estimula el crecimiento y la maduracion del foliculo, mientras la LH es

responsable de la ovulacién y de la formacion del cuerpo luteo (Huanca, 2005).
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e Cloprostenol sédico

Es una protaglandina sintetica andloga estructuralmente relacionada a la prostaglandina
F2 alafa, tiene una isomeria dptica D y L, siendo la ismoneria D, 3 a 4 veces méas
potente, es uno de los primeros analogos sintéticos de las prostaglandinas que se utilizo
en terapéutica y tecnologia de produccion veterinaria. Su uso en ganado es para inducir

la regresion funcional y morfoldgica del cuerpo luteo (luteolisis) (Maqueda, 2000).

e Acepromacina maleato

Acepromazina o acetilpromazina es un farmaco derivado de los antipsicoticos
actualmente se usa casi exclusivamente en la medicina veterinaria para animales como
sedante y antiemético. Sin embargo, no alivia la ansiedad y debe administrarse con
cuidado en equinos, ya que hay un riesgo alto de parafimosis y priapismo persistente,
asimismo, su administracion en animales ancianos o debilitados debe ser monitoreada.
Aumenta los efectos de los opiaceos, previniendo las arritmias y vomitos (Tobias,

2006).

e Clorhidrato de lidocaina al 2%

La lidocaina es un farmaco perteneciente a la familia de los antirritmicos,
concretamente del tipo amino amidas. Es muy utilizada por los odont6logos. También
tiene efecto antiarritmico, y esta indicada por via intravenosa, la lidocaina se metaboliza
en el higado, a través de hidroxilacion del nucleo aromatico, y hay otras vias
metabdlicas aun no identificadas. Se excreta por los rifiones. Es un farmaco de eleccion

para anestesia epidural en medicina veterinaria y humana (raquidea) (Drasner, 1997).
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e Penicilina

Las penicilinas son antibioticos del grupo de los betalactamicos empleados
profusamente en el tratamiento de infecciones provocadas por bacterias sensibles. La
mayoria de las penicilinas son derivados del acido 6-aminopenicilanico, difiriendo entre

si segun la sustitucion en la cadena lateral de su grupo amino (Bud, 2007).

e Estreptomicina

La estreptomicina fue el primer antibidtico descubierto del grupo de los
aminoglucosidos; también fue el primer farmaco de la era de la quimioterapia usado en
el tratamiento de la tuberculosis. Es un antibidtico bactericida de espectro pequefio,
derivado de la actinobacteria Streptomyces griseus. La estreptomicina no penetra bien al
interior de las células, por lo que es un agente con efecto en contra de los bacilos

exclusivamente extracelulares (Wainwright, 1991).

e Prostaglandina F2a

Es una hormona luteolitica que se secreta en respuesta a los pulsos crecientes de
estrogenos provenientes del ovario. EI mecanismo exacto de la luteolisis no esta

completamente dilucidado (Weems et al., 2006).

Transferencia de embriones en camélidos

Adams y Ratto (2001), mencionan resultados de estudios en sUper estimulaciéon en
ovarios y produccion de embriones en llamas y alpacas (Tabla 1). Asimismo, presenta
resultados de la técnica de transferencia de embriones durante los ultimos 30 afios en

Sudamérica (Tabla 2).
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Tabla 1. Superovulacion en camélidos sudamericanos.

o Embriones
Especies N . de E_s_tao!o_ Hormona viables por Referencia
animales fisiolégico d
onadora

Llama 6 Luteal (hCG) eCG 2.3 Bourke et al., 1992a
Llama 24 Luteal (GnRh) eCG 14 Bourke et al., 19922
Llama 5 Luteal (CIDR) eCG 2.0 Bourke et al., 1992ab
Llama 17 Luteal (Norg.) eCG 1.3 Bourke et al., 1992ab
Llama 4 Luteal (Norg.) FSH 0 Bourke et al., 1992ab
Llama 4/4 Luteal (Prog.) eCG 0 Correa etal., 1994
Llama 4/4 Luteal (Prog.) FSH 0.5 Correa etal., 1994
Llama 19 Luteal (GnRH) eCG 1.6 Bourke et al., 1995ab
Llama 17 Luteal (Norg.) eCG 1.3 Bourke et al., 1995ab
Llama 20 Sexually FSH 1.8 Correa etal., 1997

Receptive Ratto etal., 1997
Huanca (2008).

Tabla 2. Resultados de la transferencia de embriones en camélidos sudamericanos

durante las tres ultimas décadas.

NUmero de NuUmerode NuUmero NUmero de

Pais Afo  Especie donadoras receptoras de Nacidos
prefiadas

Pert 1968 Alpacas 3 3 0 0
Per0 1974  Alpacas 15 44 4 1
USA 1985 Llamas 2 2 1 1
Pert 1987 Alpacas 2 3 3 2
UK 1991 Llamas 33 11 3 2
Chile 1994 Llama 1 2 1 1
UK 1995  Llamas/Guanacos 12 10 5 4
USA 2000 Llamas 47 15

USA 2001 Alpacas/Llamas 2

Huanca (2008).
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2.3 Marco conceptual

Embrion

Es la etapa inicial del desarrollo de un ser vivo mientras se encuentra en el huevo o en el
utero de la madre. En los organismos que se reproducen de forma sexual, la fusion del
espermatozoide y el ovulo en el proceso denominado fecundacion determina la
formacion de un cigoto, que contiene una combinacion del ADN de ambos
progenitores. Después de la fecundacion, el cigoto comienza un proceso de division,
gue ocasiona un incremento del numero de células, que reciben la denominacion de
blastobmeros. Posteriormente se inicia un proceso de diferenciacion celular que
determinara la formacion de los diferentes drganos y tejidos de acuerdo a un patrén
establecido para dar lugar a un organismo final. Durante este proceso de diferenciacion
celular podemos diferenciar tres etapas: basculacion, gastrulacion y organogénesis. Al
concluir el desarrollo embrionario, el organismo resultante recibe el nombre de feto y

completara su desarrollo hasta el momento del parto (Andorno, 1993).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 Tipo y nivel de investigacion
El tipo de investigacion es experimental, prospectivo, analitico y longitudinal. El
nivel de investigacion es relacional. Los datos fueron recabados durante los meses de

febrero hasta mayo de 2015.

3.2 Materiales y equipos

3.2.1 Materiales de oficina y de campo

e Papel.

e Boligrafos.

e Tablero.

e Cuaderno de campo.
e Plumones.

e Sogas.

3.2.2 Materiales de experimentacion

a) Hormonas y medios

e Hormona gonadotropina coridnica equina (eCG) (Foligon ®).
e Acetato de buserelina (Conceptal ®).

e Cloprostenol sodico (Lutaprost ®).

e Suero albdmina bovina (BSA).

o Fosfato buffer salina (PBS).
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b) Instrumentos para la colecta de embriones

Catéter Foley doble via de 18 x 65 cm.

Filtros EM COM para colecta de embriones.
Filtros de 0.22 um para esterilizacion.

Tubos Falcon de 5, 10, 15, 20 y 50 ml.
Frascos Roux de 50, 100, 250, 500 y 1000 ml.
Probetas de 250, 500 y 1000 ml.

Placas petri pequefia mediana y grande.
Jeringas desechables de 1, 5, 10, 15y 20 ml.
Pipetas estériles de 5y 10 ml.

Pipetas Pasteur de vidrio.

3.2.3 Materiales de uso farmacoldgico

a) Tranquilizantes

Acepromacina maleato (Promazil ®).

b) Anestesia

Clorhidrato de lidocaina al 2%.

3.2.4 Equipos

Ecdgrafo.
Estereoscopio.

Estufa para esterilizacion.
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e Bafio Maria.

e Tanque de nitrégeno.

3.3 Poblacion y muestra

3.3.1 Zona de estudio

El trabajo se realizd en el Centro de Investigacion y Produccion Quimsachata de la
Estacion Experimental, ILLPA — INIA, Puno, ubicado en el distrito de Santa Lucia de la
provincia de Lampa de la region Puno, a 15°04'00" latitud sur y 70°78'00" longitud
oeste, a una altitud promedio de 4200 m y a 118 km de la ciudad de Puno, abarca una

extension territorial total de 6 281 has.

Figura 1. Mapa de ubicacion del anexo Quimsachata (INIA)-Puno

3.3.2 Muestra

Para la coleccion de embriones se selecciond una muestra por conveniencia de 16

alpacas hembras considerando sus antecedentes de fertilidad (partos anteriores en otras
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campafas), pesos promedios de 40 kg, historial reproductivo 6ptimo, y ademas se
comprob6 que el recto tuviera dimensiones que permitieran el paso de la mano con el
objeto de manipular facilmente el Gtero. Por otra parte, se seleccion6 8 reproductores
machos adultos de 4 a 8 afios de edad con buena condicién corporal, presencia de dos
testiculos en la bolsa escrotal y pene sin fimosis ni parafimosis. Todos los animales

estuvieron clinicamente sanos.

3.4 Método y disefio de investigacion

3.4.1 Etapa pre experimental

Los animales machos y hembras fueron alimentados ad libitum antes de la
experimentacion a base de pastos naturales de la zona, mas una suplementacion con

pacas de avena y alfalfa.

3.4.2 Induccidn de la superovulacion

Se explor6 los ovarios de las alpacas hembras con un ecégrafo SIUI, Modelo CTS-
385V / SSD-500, marca ALOKA, durante tres dias consecutivos, buscando foliculos en
crecimiento con un didmetro superior a 7 mm en el dia 0. Los animales observados
recibieron 1 ml de acetato de buserelina (0.0042 mg) con el proposito de inducir la
ovulacion, luego de 2 dias fueron explorados nuevamente para observar la ovulacion del
foliculo dominante. Después se aplico via intramuscular profunda una dosis de 650 Ul
(3.3 ml/animal) de la hormona gonadotropina corionica equina (eCG) para la
superovulaciéon. Al dia 6 post aplicaciéon, se les administr6 0.075 mg/animal de
cloprostenol sédico intramuscularmente para la destruccion de cualquier cuerpo lateo

presente, al dia 7 se le practicO monta natural con machos, al dia 13 se realiz6 una
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ecografia para observar cuerpos liteos presentes, al dia 14 se realiz6 el lavado y
recuperacion de embriones. Todos los datos recogidos durante este proceso fueron

anotados en una ficha individual (anexos) para cada una de las hembras donantes.

Transferencia de embriones.

Para la transferencia de embriones se selecciond 19 llamas hembras receptoras
considerandose como requisito el registro de por lo menos un parto. Estos animales

fueron preparados de la misma forma que las alpacas.

3.4.3 Recuperacion, evaluacion y clasificacion de embriones

Paso 1. Aplicacion del tranquilizante y vaciado del contenido rectal

Se utilizd6 4 mg/animal de acepromacina maleato antes de su ingreso a la manga de
manejo. Luego se procedi6 a vaciar el contenido rectal, precisando la posicién,
dimensiones del Utero y la respuesta ovarica al tratamiento superovulatorio (nimero de

cuerpos lateos y presencia de foliculos).

Se aplico caudalmente 40 mg de lidocaina clorhidrato al 2% (anestesia epidural) con el
fin de contar con una buena relajacion del recto y finalmente se realiz6 la limpieza y

desinfeccion de la region perineal.

Paso 2. Colocacién del catéter y lavado del Utero

Se utiliz6 un mandril estéril y lubricado con BSA dentro del catéter Foley N°18 de dos
vias que fue introducido por el vestibulo separando los labios vaginales con la ayuda del
mandril. Para atravesar la cérvix esta fue fijada por el recto, y luego se empujo

suavemente el catéter en el sentido craneal hasta llegar aproximadamente a los cuernos
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uterinos (borde del ligamento intercornual), luego se libera el catéter del mandril
retirandolo parcialmente. Después de esta maniobra se procedid a inyectar aire al catéter

con una jeringa de 10 ml hasta inflar el globo de autorretencion.

Paso 3. Lavado de cuernos uterinos

El medio de lavado estuvo compuesto de PBS (10X) con 1% de BSA, penicilina y
estreptomicina, previamente calentado a una temperatura de 37 °C, el cual fue filtrado a

través de un filtro con un diametro de 70 um (EmCon, USA).

Los dos cuernos fueron lavados mediante una jeringa de 50 ml con el objetivo de
colectar embriones que pudieran estar suspendidos en el tracto uterino, para ser mas
eficiente se realiza un frotamiento suave del Utero a través del recto. Una vez culminado
el lavado de ambos cuernos uterinos, se procede a retirar el catéter primero aspirando el
aire del globo de autorretencién con sumo cuidado. El liquido recolectado por la sonda

Foley debe ser filtrado.

Pas6 4. Embriones seleccionados

Los embriones son transportados a una placa Petri de 3 mm o una placa de cuatro
pocillos Nunc, que contienen un medio enriquecido con suero fetal bovino. Todos los
embriones colectados fueron evaluados y clasificados por calidades segin el manual de
la Sociedad Internacional de Trasferencia de Embriones (Stringfellow y Sidel, 2000) en

la forma siguiente: grado 1: excelente; grado 2: buena; grado 3: regular.

Grado 1 (embriones excelentes y buenos). Son embriones esféricos, simétricos con
celulas de tamafio, color y texturas uniformes. Puede haber pequefias imperfecciones

como algunas blastdmeras sueltas, tamafio irregular o algunas vesiculas.
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Grado 2 (embriones regulares). Tienen problemas mas definidos incluyendo
blastdmeras sueltos, vesiculas o células degeneradas; estos embriones pueden ser

congelados pero se obtendran resultados bajos.

Grado 3 (embriones malos). Blastomeras sueltas, células degeneradas. Células de

distinto tamafio, color y textura, formas irregulares. Numerosas vesiculas.

Grado 4 (muertos o degenerados). Son embriones cuyas blastomeras se encuentran en
desorden y sueltas, hay muchas vesiculas. Pueden tener un aspecto granular como los
infertilizados y tener un crecimiento retardado con respecto a los otros embriones de la

colecta. No se congelan ni se transfieren en fresco.

Paso 5. Aplicacién de prostaglandina (PF2alfa) para la lute6lisis

Culminado el lavado de ambos cuernos uterinos, las alpacas recibieron 1 ml de PF2a

por via i.m. para inducir la luteolisis y reiniciar una nueva onda folicular.

3.4.4 Criopreservacion de embriones

Se utilizé 26 embriones para la vitrificacion. La calidad de embriones seleccionados
correspondié a excelente (grado 1), bueno (grado 11) y regular (grado I11), segun la
clasificacion de la Sociedad Internacional de Trasferencia de Embriones

(Stringfellow y Sidel, 2000). Los embriones una vez clasificados fueron vitrificados.

3.4.5 Protocolo de vitrificacion

Se utilizé un protocolo elaborado con base a lo descrito por Saito et al. (1994); Saito e
Imai (1997); Saito (2001). El protocolo considera 3 soluciones: (1) solucion de

calibracién (5 ml glicerol + 1.71 g sucrosa + 0.75 g xilosa + 20 ml suero fetal bovino +
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2ml gentamicina) a una temperatura de 28 °C donde se coloca el embrién por 5 min; (2)
solucién de vitrificacion (5 ml glicerol + 5 ml etilenglicol + 3.42 g sucrosa + 1.50 g
xilosa 20 ml suero fetal bovino + 2 ml de gentamicina), donde permanecen 5 min; (3)
solucion de enriquecimiento o mantenimiento (1.5 ml glicerol + 10 ml de etilenglicol +
5.13 g de sucrosa + 2.25 g xilosa + 20 ml suero fetal bovino + 1 ml de gentamicina),
donde permanecen por 1 minuto antes de ser colocados a las pajillas de 0.25 ml (1

embrion/pajilla), y ser sumergidos en nitrégeno liquido a -196°C.

Paso 1. Preparacion de medios

Se peso los crioprotectores sucrosa, xilosa, polietilenglicol; y se colocd en un matraz de

50 ml para cada solucion.

Tabla 3. Composicion de las soluciones vitrificantes

Sucrosa Xylosa PEG GL EG D-PBS
(1) 1.7115g 0.7507 g 05¢g 5ml - up to 50 ml
(2) 3.4230 1.5013 1.0 5 5ml up to 50 ml
(3) 5.1345 2.2520 1.5 15 10 up to 50 ml

PEG= polietilenglicol; GL=glicerol; EG=etilenglicol; D-PBS=soluciones salinas

tamponadas con sulfato de Dulbecc’o.

Se afadio 10 ml de D-PBS en cada matraz, luego se disolvié los azucares
completamente. Se afadio el glicerol y etilenglicol mezclandolos. Finalmente, la

solucion es ajustada a 50 ml con D-PBS.
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Pasé 2. Preparacion de componentes crioprotectores

Se peso la sucrosa y se disolvié en 20 ml de D-PBS. Después de disolver, se esterilizd
con un microfiltro. Después de mezclar bien todos los crioprotectores, se procedié a
esterilizar las soluciones con un microfiltro de 0.22 um en un matraz Erlenmeyer de 50

ml para cada solucion. Luego se llevo a una refrigeradora para conservar.

Paso 3. Vitrificacion de embriones

Estabilizacion

El embrion previamente depositado en un medio de mantenimiento (suero fetal bovino)
se transfirid a las soluciones vitrificantes, depositadas en pocillos de 35 mm. Primero, el
embridn es transferido a la solucion vitrificante 1 (VS1), luego a la 2 (VS2) y 3 (VS3),
en esta Ultima solucion el embrion flota en la superficie y esto se aprovecha para

absorberlo mediante una pajilla de conservacion de 0.25 ml.

Cargado de la pajilla

Antes de la estabilizacion, la pajilla es puesta en una platina termorreguladora a una
temperatura de 37 °C, luego fue preparada con una columna de 3 mm de solucién de
sucrosa en solucién de PBS separada por una pequefia burbuja de aire de otra columna
de 5 mm de la solucion VS3, separada a su vez por otra pequefia burbuja de aire de una

columna de 5 mm de la solucion de vitrificacion como se puede observar en la Figura 2.
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Algoddn PB5 20% F50C5

Sol. Vitrificacion Sellado Calor
Embrion
1 | O O & 0OC
| | ] | | | | | | |
3 mm 60-65 mm 2-3 mm 10 mm 2-3 mm

Figura 2. Cargado de embridn en pajilla mediante la técnica Open Pulled Straw (OPS)

Después de la estabilizacion del embrion, se deja 60 mm de PBS al 20 %, entre dos
burbujas de aire, como se puede apreciar en la Figura 2. Ya cargada la pajilla se le pone
un tapén de alcohol polivinilico o algodon en ambos lados codificandolo con un plumén

de colores.

Conservacion de pajillas con embrion en el tanque de nitrogeno liquido (NL)

La pajilla por el extremo del algodon es sumergido lentamente dentro del tanque de

nitrégeno liquido hasta congelarse a -196°C.

Paso 4. Descongelacion de embriones vitrificados

El embrién vitrificado se mantuvo en el tanque de nitrégeno durante tres meses,

luego fue retirado para su evaluacion.

Calentamiento

e Después que la pajilla fue retirada del nitrégeno liquido se expuso en el aire por
cinco segundos; luego se llevo al bafio Maria a una temperatura de 24.1 °C.

e Seguidamente se extrajo la pajilla del agua con suma delicadeza, cuando la

solucion de sucrosa se hubo descongelado.
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e Luego de cortar la pajilla en ambos extremos, la parte sellada se coloco en la
superficie del pocillo vacio para verter la solucion de sucrosa conteniendo el
embrion.

e La busqueda del embridn se realizd en un estereoscopio, removiendo la solucion
con sumo cuidado. Una vez encontrado el embrion este fue colocado en otra
placa que contenia un medio de mantenimiento (holding) con el fin de realizar el
lavado del embridn.

e En esta parte del procedimiento, los embriones localizados en el medio de
mantenimiento fuerén depositados en una placa pequefia conteniendo una solucién
de sucrosa 0.5 M durante cinco minutos.

e Ya pasado los cinco minutos los embriones fueron transferidos a otra placa con
solucion sucrosa 0.25 M + una solucién de D-PBS + suero fetal bovino, en el cual
se mantienen por otros cinco minutos, después de este tiempo los embriones fueron
evaluados y clasificados segun la Sociedad Internacional de Transferencia de

Embriones (Stringfellow y Sidel, 2000).

Tabla 4. Composicion quimica de la dilucion

Sol. stock  D-PBS SF ml Composicion
05M 4 0 1 Sucrosa  10.697 g
Sucrosa
0.25M 2 2 1 D-PBS  50ml
Sucrosa
D-PBS +
20% CS 0 4 1

Solucion stock para solucién sucrosa al 0.5 M
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3.5 Recoleccion de informacion

Toda la informacién recogida en cada una de las etapas del trabajo experimental fue
registrada en una ficha individual (anexos) para cada uno de los animales. Los datos
recolectados en forma resumida fueron: estructuras presentes en el ovario a la
exploracion ecogréafica, nimero de embriones totales recuperados, evaluados,

clasificados, vitrificados y desvitrificados, vueltos a evaluar y clasificar.

3.6 Procesamiento y analisis de datos

La posible asociacion entre calidad embrionaria a la vitrificacion y desvitrificacion,
ademas de la calidad del embrion entre la condicion de prefiez, fue analizada mediante
la prueba de independencia de Chi-cuadrado cuya formula es la siguiente (Navidi,
2006):

X?=Y (o0i — &i)?/ei
Donde X2 es el estadistico Chi-cuadrado, o; es la frecuencia observada en la i-ésima fila/

J-ésima columna, y e; es la frecuencia esperada en la i-ésima fila/j-ésima columna.

El tamafio de los embriones recuperados y desvitrificados se compar6 dentro de sus
diferentes calidades mediante el ANOVA de un solo factor. La notacion que expresa el
disefio empleado es:

Xj=p+oite;
Donde Xjj es la variable respuesta para la j-ésima observacion en el i-ésimo tratamiento,
w es la media general de la poblacion, ai es el i-ésimo efecto del tratamiento, que es la
diferencia entre la media del i-ésimo tratamiento y la media general de la poblacion, y &ij

es el error experimental (Navidi, 2006).

46

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Protocolo de vitrificacion de embriones para alpacas

Se aplico un protocolo de vitrificacion de embriones de bovinos, para alpacas con base a
lo descrito por Saito et al. (1994); Saito e Imai (1997) y Saito (2001), considerando tres
soluciones vitrificantes:

a) Solucidon de calibracion (5 ml glicerol + 1.71 g sucrosa + 0.75 g xilosa + 20 ml
suero fetal bovino + 2 ml gentamicina) a una temperatura de 28 °C dondo se
colocé los embriones por 5 min;

b) Solucion de vitrificacion (5 ml glicerol + 5 ml etilenglicol + 3.42 g sucrosa + 1.50 g
xilosa + 20 ml suero fetal bovino + 2 ml de gentamicina), donde los embriones
permanecieron 5 min;

¢) Solucion de enriquecimiento 0 mantenimiento (1.5 ml glicerol + 10 ml etilenglicol +
5.13 g sucrosa + 2.25 g xilosa + 20 ml suero fetal bovino + 1 ml gentamicina),
donde los embriones permanecieron por 1 minuto antes de ser colocados a las
pajillas de 0.25 ml (1 embrion / pajilla), y ser sumergidos en nitrégeno liquido a
-196°C.

Los procedimientos realizados fueron adaptados del protocolo recomendado para

vitrificar embriones bovinos (Saito, 2001). Los embriones tienen una elevada

sensibilidad a la criopreservacién, debido a sus caracteristicas morfolédgicas, que los
diferencian de otras estructuras, esta sensibilidad estd influida por el grado de

deshidratacion, especie, edad, calidad y estadio del embrion (Abdalla et al., 2012;

Morato et al., 2012). EI protocolo de vitrificacion de embriones para una especie en

concreto es dificil de adaptar a otra especie debido al tamafio del ovocito, pero es
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posible. De lo que se trata es que no se formen cristales intra y extracelularmente y esto
se logra con la vitrificacion (Martino et al., 1996; Shaw et al., 2000). Para elaborar el
protocolo se tuvo cuidado en considerar crioprotectores que disminuyan el punto
eutéctico de las soluciones y de esta forma lograr un embrion méas deshidratado y
sometido a un gradiente osmotico menor (Avila et al., 2006). Se incorpord soluciones
vitrificantes recomendadas para alpacas que incluyeran etilenglicol (EG) y glicerol
(Yanget al., 1992; Donnay et al., 1998; Lopez-Béjar y LoOpez-Gatius, 2002). Otros
componentes quimicos afiadidos fueron la xilosa que no penetra la célula y es
importante para extraer el agua libre intracelular mediante la presion osmotica;
asimismo, preserva la estructura de las membranas celulares y su funcionalidad (Saito et
al., 1997). Se afiadié también sucrosa que en combinacion con el EG es menos tdxico
dado su bajo peso molecular y velocidad de penetracion celular (Dochi et al., 1990;
Leeuw et al., 1994; Saha et al., 1996). La sucrosa previene la penetracion excesiva de
otros crioprotectores al embrion (Ali y Shelton, 1993; Saitoet al., 1994), y en
combinacidn con la xilosa son capaces de extraer el agua libre intracelular utilizando la
diferencia de presion osmotica sin penetrar la célula, encapsulando al embrién en una
matriz viscosa previniendo la cristalizacion intracelular durante la descongelacion
(Kuleshova et al., 1999), esto ocurre al reducir el choque osmotico (Liebermann et al.,
2002). Este aumento extremo de la viscosidad requiere velocidades de enfriamiento
muy rapidas (superiores a 2500 °C/min) o elevadas concentraciones de crioprotectores
(de 5a 7 M) (Shaw et al., 2000; Vajta, 2000), atravesando un rango de temperatura de
+15 a -5 °C a velocidades de enfriamiento muy rapidas (Zeron et al., 1999). La
utilizacion de los crioprotectores fue por etapas (stepwise), para disminuir su toxicidad y

mantener sus propiedades osmoticas y crioprotectoras (Vajta, 2000).
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La xilosa es un crioprotector no permeable, que deshidrata al embrion, reduce la
probabilidad de formaciéon de hielo intracelular, concentra macromoléculas en el
citoplasma y facilita la vitrificacion intracelular, previniendo la penetracion excesiva de

otros crioprotectores al embridn (Albarracin, 2005).

4.2 Calidad de embriones de alpaca estimuladas con eCG, recolectados y

desvitrificados

4.2.1 Calidad de embriones recolectados

Los embriones recuperados fueron clasificados como excelentes (30.77%), buenos
(46.15%) vy regulares (23.08%) con un tamafio de 467.50, 410.00 y 400.00 pm,
respectivamente. Al comparar los tamafios de los embriones recolectados de las
diferentes calidades no existio diferencia significativa (p>0.05), los altos coeficentes de
variabilidad se deben al escaso nimero de embriones evaluados (Tabla 5). Estos

embriones después de la evaluacion fueron vitrificados.

Tabla 5. Tamafio de embriones recuperados clasificados segtn su calidad

Calidad de n Prom. + DS cVv
Minimo Méaximo
embriones (%) (mm) (%)
Excelente 8 (30.77%) 467.50 + 164.9 35.27 280 680
Bueno 12 (46.15%) 410.00 + 163.0 39.76 240 800
Regular 6 (23.08%) 400.00 +208.2 52.05 220 800

n=numero de embriones; DS= desviacion estandar; CVV= Coeficiente de variabilidad.

Cervantes (2011) recuperd a nivel de cuerno uterino, un 81.4% (35/43) entre embriones
buenos y excelentes y un 100% (12/12) del oviducto, cifra superior a lo logrado por

nosotros (76.9%). Esta diferencia podria deberse a que Cervantes (2011) recolectd los
49

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



embriones, utilizando el método denominado circuito abierto con flujo discontinuo de
14 alpacas faenadas. Esta apreciacion se corrobora por lo indicado por Vasquez et al.
(2007), quienes mediante el lavado uterino recuperaron 9 embriones de alpaca, 7
(77.78%) de calidad buena y 2 (22.22%) de calidad regular. Asi mismo, Vasquez
(2011), al evaluar 23 embriones recolectados de llamas superovuladas, encontré que el
69.6% fueron de calidad excelente y 30.4% de calidad buena. En todos los casos
analizados resulta de suma importancia el protocolo utilizado, Quispe (2015) por

ejemplo, solamente pudo recolectar un embrién de 15 alpacas superovuladas con eCG.

4.2.2 Calidad de embriones desvitrificados

Los embriones desvitrificados fueron clasificados como excelentes (20%), buenos
(44%) y regulares (36%) con un tamafio de 448.00, 438.18 y 342.00 pum,
respectivamente. Al comparar los tamafios de los embriones desvitrificados de las
diferentes calidades no existio diferencia significativa (p>0.05), los altos coeficentes de

variabilidad se deben al escaso nimero de embriones evaluados (Tabla 6).

Tabla 6. Tamarfio de embriones desvitrificados clasificados segun su calidad

Calidad de n Prom. £ DS CV
Minimo Maximo
embriones (%) (mm) (%)
Excelente 5 (20.00%) 448.00 + 209.09 46.67 200 680
Bueno 11 (44.00%) 438.18 + 149.79 34.18 200 660
Regular 10 (36.00%) 342.00 +153.03 4475 220 700

n=nlmero de embriones; DS= desviacién estandar; CVV= Coeficiente de variabilidad.

Véasquez (2008), desvitrifico 5 (41.67%) embriones de calidad excelente y 7 (58.33%)

de calidad buena utilizando una solucién de sucrosa 0.25 M durante 5 minutos y luego
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sucrosa 0.12 M también por 5 minutos. En la presente investigacion logramos
desvitrificar 5 (20.00%) de excelente calidad y 11(44.00%) de buena calidad, muy
probablemente debido a las diferentes concentraciones de los crioprotectores (0.25 M
sucrosa por 5min y 0.5 M sucrosa por 5 min). Vasquez et al. (2007), desvitrificd 7
(87.5%) de buena calidad y 1 (12.5%) calidad regular, nuevamente se aprecia que varian
las tasas en relacion a los valores observables en la Tabla 6. Es notorio que los
componentes quimicos utilizados son determinantes para el éxito de la desvitrificacion,
es asi, que Paredes (2014), utilizando etilenglicol y dimetilsulfoxido como
crioprotectores logra desvitrificar 10 embriones (41.6%) de calidad excelente, 4 (16.7%)

calidad buena y 5 (20.8%) de calidad regular.

Tabla 7. Asociacion entre calidad embrionaria a la vitrificacion y desvitrificacion

Calidad del embridn

desvitrificado Total , X
Excelente  Bueno Regular (p<0.05)
Calidad  Excelente 4 4 0 8
del  Bueno 1 7 4 12 0.001
embrién
vitrificado Regular 0 0 6 6
Total 5 11 10 26

En la Tabla 7 se puede observar que existe asociacion estadistica (p<0.01) entre la
calidad embrionaria a la vitrificacion y desvitrificacion, esto quiere decir que es muy
importante cuidar la condicién del embrion desde la recuperacion hasta efectuar la

transferencia.
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4.3 Tasa de viabilidad de embriones de alpaca

En la Tabla 8 se observa que Unicamente los embriones de calidad excelente, logran que
se produzca la prefiez, sin embargo, solo llega la misma al 60%. Existe asociacion

estadistica entre la calidad del embridn desvitrificado y la condicion de prefiez (p<0.01).

Tabla 8. Asociacion entre calidad del embrion y la condicion de prefiez.

Condicion de prefiez
lograda con el
embrién

descongelado « (p<0.05)
Si (P) No (V) Total %
Recuento Recuento
Calidad del  Excelente 3 2 5 60.0
embrion Bueno 0 11 11 0.0 0.001
descongelado Regular 0 10 10 0.0
Total 3 23 26 115

P: prefiada; V: vacia
Véasquez et al. (2007), obtienen un resultado no satisfactorio en la transferencia
embrionaria a alpacas receptoras. Ninguna alpaca quedd prefiada a pesar que se utilizo
embriones de calidad excelente. En el caso nuestro obtuvimos 3/5 (60%) de animales
prefiados (Tabla 8). Como mencionamos anteriormente esta diferencia podria deberse a
las diferentes concentraciones y calidades de los crioprotectores utilizados. De la
revision se puede abstraer que solo con embriones de calidad excelente se puede obtener
tasas aceptables de prefiez (Abe et al., 2002). Otro trabajo es el de Paredes (2014), quien
obtuvo una tasa de prefiez de 58.3% (7/12) con embriones excelentes viables post
desvitrificacion con etilenglicol y 37.5% (3/8) para los post-descongelados usando

dimetilsulféxido.
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V. CONCLUSIONES

El protocolo de vitrificacion de embriones de alpacas (Vicugna pacos) disefiado con
base al protocolo de vitrificacion de embriones de bovinos (Bos taurus) obtenidos por

superovulacién, mediante la hormona gonadotropina coridnica equina (eCG), es viable.

El éxito del proceso de vitrificacion depende de la calidad de embriones de alpaca
recolectados, unicamente deberian de considerarse los embriones de calidad excelente,
ya que durante el proceso de vitrificacion y desvitrificacion los embriones tienden a

perder calidad.

La viabilidad de los embriones de alpaca desvitrificados y transferidos a llamas en el
C.I.LP. Quimsachata del Instituto Nacional de Innovacion Agraria (INIA), solo fue
posible con aquellos clasificados como de calidad excelente, llegando a una tasa de

prefiez del 60%.
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VI. RECOMENDACIONES

Las instituciones de educacion universitaria y otras dedicadas a la investigacion
deberian de profundizar el conocimiento sobre los procesos de vitrificacion de

embriones en alpacas.

Es aconsejable que en todos los trabajos de congelamiento de embriones, los
investigadores pongan especial cuidado, brindar una adecuada alimentacion a los

animales y de esta forma se tenga éxito en la transferencia de embriones.

Trabajar en el area de biotecnologia de la reproduccion, exige que los investigadores y
técnicos de campo tengan un buen conocimiento de todo el procedimiento de
vitrificacién para disminuir el riesgo de alterar cualquier paso y fracasar en la

vitrificacion y desvitrificacion del embrion.
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ANEXOS
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UNIVERSIDAD NACIONAL MICAELA BASTIDAS DE APURIMAC

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIAY ZOOTECNIA

Tabla 9. Ficha para el acopio de datos

Calidad del embrién recolectado

Nro. de arete | Excelente | Bueno | Regular | Malo

Calidad de embrién desvitrificado

Nro. de arete | Excelente | Bueno | Regular | Malo
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UNIVERSIDAD NACIONAL MICAELA BASTIDAS DE APURIMAC

FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIAY ZOOTECNIA

Tabla 10. Ficha de registro de informacién a nivel de campo

Arete:.......oooiiiiiiin.. Raza:......................
Colors....ooviiiiiii, ObS.iviiiiiiia,
Dia Ovario derecho Ovario izquierdo Observacion
L0 0T G 10 1) 1 =T
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Dia 6

Lavado y
Empadre recuperacion de
embriones

eCG Ecografia
+ PF2alfa

650 Ul

Figura 3. Protocolo de tratamiento hormonal

Figura 4. Seleccion, dosificacion y aplicacion de medicamentos en alpacas
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Figura 6. Empadre y ecografia de alpacas hembras
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Figura 8. Anestesia epidural, vaciado de heces y ecografia de la alpaca
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Figura 10. Filtracion y observacion del embrion
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Figura 12. Bafio Maria a 24.1 °C y observacion del embrion descongelado
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Figura 13. Personal de apoyo del proyecto
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Nitrogeno Ligquido

(3

Figura 14. Pasos para la vitrificacion del embrion en el tanque de nitrogeno

1* Corte oy

| /

Pocillo

Figura 15. Pasos para la desvitrificacion de embriones
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Tabla 11. Pruebas de Chi-cuadrado de Pearson para determinar la asociaciéon de la

calidad del embrién recolectado vitrificado y desvitrificado

Calidad del embrién
desvitrificado

) ., Chi cuadrado 18.279
Calidad del embrién
e Gl 4
vitrificado )
Sig. 0.001

Tabla 12. Pruebas de Chi-cuadrado de Pearson para determinar la asociacion de la

calidad del embrion desvitrificado y la condicion de prefiez.

Calidad del embrién
desvitrificado

Chi cuadrado 14.243
Prefiez (si/no) Gl 2
Sig. 0.001

Tabla 13. Tamafio de foliculos, segin ubicacion del ovario en alpacas antes del

tratamiento

Ubicacion n % + DS CV Minimo Maximo
del ovario ( mm) (%)

Derecho 14 8.8+29 32.96 8 13
Izquierdo 17 86+1.38 20.93 6 12
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Tabla 14. Tamafio de cuerpos lGteos, segun ubicacidn del ovario, antes del tratamiento

hormonal en alpacas.

Ubicacion n % + DS Cv Minimo Maximo
del ovario ( mm) (%)

Derecho 14 10.2+21 20.58 8 14
Izquierdo 17 101+1.9 18.81 7 13

Tabla 15. Evaluacion de la respuesta ovarica al tratamiento con hormona coridnica

equina (eCG), segun ubicacion del ovario en alpacas.

Ubicacion n % + DS CV Minimo Maximo
del ovario (%)

Derecho 29 4.00+1.3 32.5 2 8
Izquierdo 30 473+25 52.8 5 12

Tabla 16. Tamafio de foliculos ovaricos, en alpacas al usar la hormona coridnica equina

(eCG).

Ubicacion n % + DS CV Minimo Maximo
del ovario (mm) (%)

Derecho 29 6.8+2.3 33.82 4 12.6
Izquierdo 30 72+15 20.83 5 11.0
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Tabla 17. NUmero de cuerpos luteos ovaricos en alpacas al usar hormona coriénica

equina (eCG).

Ubicacion n % + DS CV Minimo Maximo
del ovario (%)

Derecho 27 400+1.0 25 1 8
Izquierdo 28 521+1.72 33 1 9

Tabla 18. Tamafio de cuerpos luteos considerandose ambos ovarios en alpacas al usar

la hormona coridnica equina (eCG).

Lado de n X +DS CV % Minimo Maximo
ovario (mm)

Derecho 27 9.0+£295 32.78 5.8 17
Izquierdo 28 9.5 £3.33 35.05 5.7 20

Tabla 19. Tamafio de foliculos considerandose ambos ovarios en llamas para la

transferencia

Lado de n X + DS CV% Minimo Maximo

ovario (mm)

Derecho 6 10.8+1.8 16.67 9 14

Izquierdo 20 10.0+25 25 7 14
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Tabla 20. Tamafio de cuerpos luteos considerandose ambos ovarios en Ilamas para la

transferencia.

Lado de n % + DS CV% Minimo Maximo

ovario (mm)

Derecho 6 115+1.62 14.01 11 14

Izquierdo 20 11.7+1.70 14.53 9 15
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itrification Method

?

2001.02

Ry M.Sailo, NLBC

(7) Composition of the Vitrification Solution

Glycerol  Ethylene Glycol Sucrose Xylose *PEG(w/v)
(1) 10% . 0.1M 0.1M 1%
@) 10 10% 02 -2 2
3) 20 20 0.3 0.3 3

*PEG: Poly Ethylene Glycol (M.W.=8,000)
Basic solution is Dulbecco’s PBS.

‘2) Preparation of the solutions

1) Vitrification Solution

Sucrose ‘Xylose PEG GL EG E-PBS
6)) 1.7115g  0.7507g  05g 5 ml - upto S0ml ¥ A
2) 3.4230 1.5013 1.0 5 S5mi | up to 50 mi 1%
@‘ 3) 5.1345 2.2520 1.5 10 NG up to f50 ml

@ Measure Sucrose, Xylose and PEG, and put them into 50-mi measuring flask 7 each

solution.

® Adc about 20 ml of D-PBS to ‘each flask, and dissolve the cugars and PEG completely.

@ Add Glycerol and Ethylene Glycol. Glycerol is \es?ecizzl}lysticky and the final solution
is aivo sticky because of the high concentration, - Thercforé, you can neither blow out no-
rinse away the glycerol inside the pip’ct(é. Attaching the plastic pipette to the flask’s
neck and slow spontaneous dropping are recommended. Then, mix the sbiul%on well.

@ Fina'ly the solution’s volume is adjusted to 50 mil with D-PBS,

® Afer mixed well, sterilize the solutions with 0.22 1 micron-filter.

® The prepared solutions can be preserved in a refrigerater or a freezer, L.ong-'wf;:sc.ved
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solution should be mixed well before use.

2) Sucrose solution for dilution . ' ; )

Stock Solution (for 0.5 M Sucrase Solution)

Sucrose 10.697 g
D-PBS up to 50 ml

@ After dissolved, sterilize with micron-filter. “This solution can be preserved in a

refrigerator or a freezer.
@ Just before use, prepare as below

Stock D-PBS Calf
Solution Serum
0.5 M Sucrose 4 ; 0 Iml = A
* 0.25 M Sucrose 2 2 [N
D-PBS+20% CS 0 4 1
(Storage Medium)

@ After mixed, sterilize with micron-filter.

(3) Vitrification Procedures
1) Equilibration
(Temperature) Room Temperature 22 -28 °C

Too high temperature is not recommended, because of the excessive permeation of the

cryoprotectants.

2) Equilibration Steps

VS(1) = VS@2) = VS(3) = LN2
5 min. 5 min. 1 min. (including loading and heat-scaling)
@ Embryo is transferred from VS(1), VS(2) then to VS(3) keeping the time interva).

(@ Immediately after transferred to VS(3), embryo should be loaded into 0.25 ml straw that had

Generated by CamScanner from intsig.com
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: i transfer.
been prepared as below. The embryo must be in LN2 after one minute of the

; . i ishes 0
@ These equilibration steps can be carried out with the solutions that are put 1n 35( mm d

in larger dishes in the form of the drop.

@ The final step, from VS(2) to (3), and the loading are the most important. The embryo floats
on the surface of the final solution, VS(3). The embryo should be transferred with very little
volume of V§(2). Then the embryo is loaded to the straw from the surface of VS(3). As

the time is limited, this step needs some skill.

3) Loading to the straw

Before the completion of the equilibration, the straw should be prcegared as below.

s o Rop FS©

B

10 60-65 2-3 mm

(After the loading)
B0

3 60-65 23 10 3.3 mm

B

Cotton Plug Sucrose Vitrification embryo Heat
Solution Solution ‘ Sealing

* After the loading, the straw’s end should be heat-sealed.

* The air column is about 5 mm length.

qwgﬁcwao’n
'»«7(}( Lok poluesopes (Suensa, ?&SQ
J, w7cqﬁ£> Llipf'\7,¢.u //Lalw, hasTo ryo'?(iyo Lo mioq

—0 . .
\/5‘5> a ! ot biec
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4) Plunging to LN2
Afler loading and heat scaled, the straw is slowly immcrsed into LN2 described as below.

Make sure that the sucrose solution become white (frozen), while the vitrification solution

stays transparent.

(1) Dip the straw from cotton

plug side,.and hold the straw

(2) Aller the sucrose
for 5-10 sec. Only small part .

solution began to freeze,

of the sucrose solution should

. dip the straw slowly into
be under LN2 at the time,

LN2, (3) Plunge the whole.
straw into LN2,

(4) Dilution of Cryoprotectants
Using the loading method above, the vitrified embryo can be transferred with one-step straw
method, which means the dilution of cryoprotectants inside the straw.  But we have not yet tried

transfer using this method.  The dilution method outside straw is as follows.

1) Warming .
@ After the straw was taken out from LN2, hold it in the air 5-6 sec., then put it in 20°C

water. )
@ Take out the straw from the water when the sucrose solution has melt, and cut the straw at
the uppermost air column (cotton-plug side is downwards).

@ Attaching the cut edge to the surface of a empty dish, cut the straw again at the air column

between cotton-plug and sucrose solution column.  All solutions will be expelled to the

empty dish and the vitrified embryo is automatically mixed with the sucrose solution.

@) Search the embryo under a stereo-microscope shaking and mixing the solution,
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tAfler Warmed |

(Empty Disih)

2) Dilution steps
Immediately afler the embryo discovered, it should be transferred to 0.5 M aucrone solution,

then to 0.25 M solutjon as follows,

0.5M Sucrose =  (L.25M Sucrose = Storage Medium
Solution Solution (D-PBS+20% CS )

(5 min.) (5 min.)
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