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ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the effect of the use of two sperm selection
techniques for in vitro production of alpaca embryos. The ovaries and testis were collected from
the local slaughterhouse and transport to 37 ° C in saline solution (0.9%) supplemented with
gentamicin. Quality |, Il and Il oocytes were incubated in a maturation medium for 32 h at 38.5
° C and 5% O2 and 5% COa. For in vitro ferfilization, sperm from the epididymis were selected
using the Percoll gradient and Swim up technique. 18h after the oocytes were incubated with the
sperm, these were denuded from the cumulus cells and cultured in SOFaa culture medium for 7
days. Morula and blastocyst rate and their morphological quality are evaluated at day 7 of
culture. From a total of 370 ovaries, 1,137 oocytes were recovered, making an average of 3.6
oocytes / ovary. After the maturation and fertilization process and in vitro culture, the blastocyst
rate was 8.43 + 6.04% and 3.89 + 1.75%, for oocytes fertilized with sperm selected with Percoll
gradient and Swim up, respectively, not finding significant statistical differences (p> 0.05),
between the groups. In conclusion, the in vitro fertilization of alpaca oocytes with spermatozoa
selected with two selection techniques (percoll and swim up) did not significantly influence the
quantity and quality of morulae and blastocysts at day 7 of embryo culture.
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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo de investigacién fue evaluar el efecto del uso de dos técnicas
de seleccidén espermdtica en la produccién in vitro de embriones de alpaca. Los ovarios y testiculo
fueron colectados del matadero local, y trasladados a 37°C en solucién salina (0.9%)
suplementado con gentamicina. Los ovocitos de calidad |, Il y Il fueron incubados en medio de
maduracién por 32 h a 38.5 °C y 5% O2 y 5% COa2. Para la fecundacién in vitro, los
espermatozoides del epididimo fueron seleccionados mediante la técnica de gradiente de Percoll
y Swim up. 18h después de incubados los ovocitos con los espermatozoides, estos fueron
denudados de las células del cumulus y cultivados en medio de cultivo SOFaa durante 7 dias. Se
evalta la tasa de mérulas y blastocistos y su calidad morfolégica al dia 7 de cultivo. De un total
de 370 ovarios se recuperaron 1137 ovocitos, haciendo un promedio de 3,6 ovocitos/ovario.
Luego del proceso de maduracién y fecundacién y cultivo de in vitro, la tasa de blastocistos fue
de 8,43 + 6,04% y 3,89 * 1,75%, para ovocitos fecundados con espermatozoides seleccionados
con gradiente de Percoll y Swim up, respectivamente, no encontrdndose diferencias estadisticas
significativas (p>0.05), entre los grupos. En conclusion, la fecundacién in vitro de ovocitos de
alpaca con espermatozoides seleccionadas con dos técnicas de seleccién (percoll y swim up) no
influyen significativamente en la cantidad y calidad de mérulas y blastocistos al dia 7 de cultivo
embrionario.

Palabras claves: Alpaca, embrién, seleccién espermdtica, Percoll, Swim up.
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INTRODUCCION

La produccién in vitro de embriones (PIVE), representa una
alternativa productiva para el mejoramiento genético de los
Camélidos Sudamericanos domésticos y silvestres (CSA), esta
biotecnologia puede contribuir a la multiplicacién de animales
de alto valor genético. Debido a ello, se vienen desarrollando
diversas estrategias para incrementar la eficiencia de la
produccién in vitro de embriones. Sin embargo, estas adn los
procedimientos para camélidos sudamericanos no estdn
estandarizados (Mamani, 2015).

La PIVE realizada a partir de ovarios y testiculos de matadero
involucra cuatro procesos fundamentales, maduracién in vitro
de ovocitos (MIV), seleccidon y capacitacion espermdtica,
fecundacién in vitro (FIV) y cultivo in vitro de embriones (CIV);
estas cuatro etapas comprenden diversos procesos fisiolégicos
y reacciones bioquimicas, condicionando cada uno el éxito o el
fracaso del siguiente (Santa Cruz et al., 2014; Salgado et al.,
2013).

La seleccién de espermdtica es una parte del proceso que
requiere una eficiencia con el fin de garantizar una mayor
produccién de embriones (Huanca et al., 2014). En camélidos
sudamericanos se han descrito dos metodologias de seleccién
espermdticas, Swim-up (Huamdn et al,, 2011; Ayuque et al,
2013) y gradiente de densidad Percoll y el Androcoll®
(Machicado et al., 2009; Berland et al.,, 2010). Estas dos
técnicas son los mds comunes para seleccionar espermatozoides
en diferentes especies, incluidos los humanos.

La técnica de Swim-up requiere motilidad progresiva de los
espermatozoides para su seleccién. Con esta técnica es posible
obtener un alto porcentaje de espermatozoides méviles y
morfolégicamente normales. Ademds, es un método de bajo
costo, de fdcil preparacién y no es necesario exponer los
espermatozoides a sustancias que puedan ser téxicas. Aunque,
la desventaja es que los eyaculados deben tener
espermatozoides de alta concentracién y buena motilidad.

El método de gradiente de densidad se basa en el uso de
centrifugacién y los espermatozoides méviles con mayor
densidad especifica pueden atravesar diferentes densidades
y llegar al fondo del tubo. Su principal ventaja es que se puede
utilizar con eyaculados de baja concentracién espermdtica y
de motilidad reducida. Aunque, la desventaja es el alto costo
y la dificultad de preparar gradientes de densidad (Santa
Cruz et al., 2016).

La estandarizacién de protocolos de fecundacién in vitro en
Camélidos Sudamericanos sugiere estudiar diferentes métodos
de selecciéon espermdtica que garanticen menor dafo
espermdtico principalmente a nivel de membrana, cromatina y
ADN nuclear y que posean buena motilidad y concentracién
del espermdtica, con el propésito de obtener mayor nimero de
embriones divididos después de la fecundacién in vitro. La
existencia de muy pocos reportes de produccién de embriones
in vitro a partir de espermatozoides de alpaca refrigerado. El
presente trabajo tiene como obijetivo el efecto del uso de dos
técnicas de seleccién espermdtica en la produccién in vitro de
embriones de alpaca.
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MATERIALES Y METODOS

Lugar de estudio

El presente trabajo de investigacion se desarrollé en el
Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva Animal de la
Estacién Experimental Agraria Canadn, Instituto Nacional de
Innovacién Agraria (INIA), ubicado en el distrito Andrés Avelino
Cdceres Dorregaray provincia de Huamanga Departamento
de Ayacucho, Peri, a una altitud de 2735 m.s.n.m.

Obtencion del material biolégico

Las ovarios y testiculos de alpacas fueron colectadas del
matadero Municipal de Pilpichaca, provincia de Huaytard,
Huancavelica, Perd. Los ovarios fueron transportados en
solucién fisiolégica (NaCl 0.9%) suplementado con gentamicina
(80 mg/L) en termo aséptico a 37° C, por un tiempo de 4 horas.

Recuperacion y seleccién de ovocitos

Los ovarios en el laboratorio se mantuvieron a 37° C en bafo
maria (Kossodo, YCW-010E) durante la aspiracién folicular.
Los foliculos de 2 a 7 mm de didmetro fueron aspirados y el
liquido folicular fue depositado en tubo cénico, para que
después de 15 min de sedimentacién, obtener el pellet de
ovocitos + células de comulus.

La seleccién de complejo ovocito-cumulus (COCs) se realizé con
ayuda de estereoscopio (Motic, modelo: SMZ-168) a 20 a
40X. Los COCS de calidad |, Il y Il fueron lavados en medio
de manipulacién y luego colocados en grupos (25 COcs/ poza)
medios de maduracién preincubadas en placas de 4 pozas (4
well) con 500 L, siguiendo las recomendaciones de Ratto et
al. (2005) (Figura 1B).

" T ¢ h
Figura 1. A) Sujecién de ovario de alpaca para la aspiracién
folicular con jeringa y B) Placas de 4 pozas conteniendo medio
de maduraciéon de 500 UL por poza.

Maduracién de ovocitos

Los COCS fueron incubados (Bionex, VS-9160GC) por 32h en
medio de maduracién formulado por: TCM-199, piruvato de
sodio (0,011 g/mL), 17-B estradiol (22,2 mg/mL), L-glutamina
(0,015 g/mL), FSH (0,5 mg/mL), LH (0,5 mg/mL), SFB (5%),
gentamicina (40 mg/ml), a una temperatura de 38.5 °C, en
5% O2y 5% CO2 y 90% de humedad relativa.

Recuperacién y seleccién de espermatozoides

La recuperacién de espermatozoides de testiculos de
matadero se realizé por microcorte de la cola del epididimo y
resuspendidos con dilutor comercial Andromed® al cual se
mantuvo a medio ambiente por 10 minutos y luego, llevados a
refrigeracién a 5° C durante de 32 horas hasta el momento de
la seleccién de espermatozoides realizado por dos técnicas de
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seleccion espermdtica (Santayana, 2011) previo a la
fecundacién in vitro.

Seleccién por gradiente de Percoll. Se preparé una columna de
percoll 45/90 en microtubo de 1.5 mlL. La formulacién de
Percoll 90 es a base de Sperm TALP 10X, NaHCO3 Lactato de
sodio, MgCl2 6H20 y CaCl2.2H20. Una muestra espermdtica
dilvida (200 ML) se colocé encima de la columna de percoll
45/90. Inmediatamente, se realizé la centrifugacién a 700 xg
por15 minutos. Se eliminé el sobrenadante, luego se adicioné
200 L de medio Sperm -TALP, para luego centrifugar a 350
xg por 6 minutos. Finalmente se realizé una segunda
centrifugaciéon a 350 xg por 6 minutos adicionando 100 UL de
medio de capacitacién (Sperm -TALP, piruvato de Na,
Albumina Sérica Bovina y gentamicina). El pellet obtenido fue
resuspendido con medio Fert-TALP suplementado con 6
mg/mLde BSA sin dcidos grasos y 10 mg/mL de heparina,
para tener una concentracién final de 1,0 x 10¢
espermatozoides/mL, siguiendo los protocolos de Ratto et al.
(2007) y Berland et al. (2011). Lo pellets con menos de 50%
de motilidad fueron eliminadas.

Seleccién por Swim up. Se prepard en un criovial conteniendo
200 YL de medio Sperm-TALP, al cual se adiciono 200 UL de
muestra de espermatozoides y se centrifugé a 350 xg por 6
minutos, se descarté el sobrenadante. El pellet se resuspendié
en 200 ul de medio Sperm-TALP y se volvié a centrifugar a
350 xg por 6 minutos, se eliminé el sobrenadante. El pellets se
volvié a resuspender con 50 ul de medio Fert-TALP, con ayuda
de una micropipeta fueron depositado a la base de un criovial
de 1.5 ml que contiene medio FIV, y se llevé a incubacién,
colocéndose en una posicion de 45° de inclinacién por 30
minutos y una temperatura de 38.5°C en incubadora (Bionex,
VS-9160GC), para que los espermatozoides motiles migren
hacia la superficie. Luego se recolecto 800 plL de la fraccién
superior de cada tubo Eppendorf y se colocaron en 2 mL de
Fert-TALP en un tubo cénico de 15 ml y se centrifugaron dos
veces a 1500 RPM durante 6 min). El pellet obtenido fue
resuspendido con medio Fert-TALP suplementado con 6 mg/mL
de BSA sin dcidos grasos y 10 mg/mL de heparina, para tener
una concentracién final de 1,0 x 10¢ espermatozoides/mL,
siguiendo los protocolos de Shamsuddin et al. (2014).

Fecundacién in vitro

Los espermatozoides seleccionados por técnica de gradiente
de Percoll y Swim up y los ovocitos fueron incubados y
cultivados por un tiempo de 18 h, siguiendo los protocolos
Huanca et al. (2014).

Cultivo in vitro

Finalizada las 18h de incubaciéon espermatozoides y ovocito,
los ovocitos fueron denudados de las células del cumulus por
pipeteo. Posteriormente, los presuntos cigotos fueron cultivados
en medio SOFaa a una atmésfera de 38.5°C, 5% O2y 5%
CO2 y 90% de humedad relativa, por un tiempo de siete dias,
para finalmente ser evaluados segun calidad de embriones (B
y Mapletoft, 2018) (Figura 2).

Figura 2. A) Microtubo con medio para seleccién de
espermatozoides por Swim up, B) Microtubo con columna de
percoll para la seleccién de espermatozoides por gradiente
de Percoll y C) Blastocisto protruido de alpaca a los 7 dias
post fecundacién.

Andlisis estadistico

Para la comparacién de las variables en el uso de técnicas de
seleccion de espermatozoides se utilizé la prueba de t de
student. La variable calidad embrionaria fue comparada de
las dos técnicas de seleccion con la prueba de Chi cuadrado.
Lo andlisis de los datos se realizé utilizando el paquete
Statistical Analysis Systems (SAS, v9.2).

RESULTADOS

De un total de 370 ovarios se recuperaron 1137 ovocitos,
haciendo un promedio de 3,6 ovocitos/ovario. Los COCs
evaluados y utilizados en FIV, estaban distribuidos en 46.08 t
8.93,41.34 £ 18.00 y 12.58 + 3.58% de categoria |, Il y IIl,
respectivamente.

Los espermatozoides recuperados del epididimo tenian una
concentracién de 92 x 106 espermatozoides/mL y una
motilidad de 60%. Sometido a las técnicas de seleccidon
espermdtica, la concentracién (102 x10¢/ml y 32 x106/ml) y
motilidad (70 y 70%) para gradiente de percoll y swim up,
respectivamente.

A7 dias en cultivo, la tasa de blastocistos fue de 8,43 * 6,04%
y 389 t 1,75%, para ovocitos fecundados con
espermatozoides seleccionados con gradiente de Percoll y
Swim up, respectivamente, no encontrdndose diferencias
estadisticas significativas (p>0.05), entre los grupos.

Tabla 1. Porcentaje de mérulas y blastocistos obtenidos al dia
7 de cultivo in vitro con espermatozoides seleccionados con
gradiente de percoll y swim up en alpaca (Vicugna pacos).

Percoll Swim up
Estado de n Mediax DE,% n Mediax DE, %
Desarrollo
Ovocitos 499 361
Mérulas 64 15.8016.86° 44 11.54%5.79¢
(D7)
Blastocistos 44 8.4316.04¢ 12 3.89£1.75«
(D7)
Dia 7 108 21.60+13.89= 56 14.79+7.04«
(mérulas +

blastocistos)

a-bletras diferentes entre columnas representan diferencias
significativas (p<0,05).
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El andlisis estadistico de la calidad morfolégica de las mérulas
y blastocistos producidos in vitro al dia 7 en cultivo, muestra
que no existe diferencia estadistica (p>0.05) en los dos grupos
a la prueba de Chi cuadrado (ver tabla 2 y 3).

Tabla 2. Calidad de mérulas, segin técnica de seleccién
espermdtica en alpacas.

Percoll Swim up
Categoria n % n %
Excelente 14 21.88 12 27.27
Buena 33 51.56 25 56.82
Regular 13 20.31 4 9.09
Malo 4 6.25 3 6.82

Tabla 3. Calidad de blastocistos, segun técnica de seleccién
espermadtica.

Percoll Swim up
Categoria n % n %
Excelente 17 38.64 3 25.00
Buena 16 36.36 8 66.67
Regular 8 18.18 1 8.33
Malo 3 6.82 0 0.00
DISCUSIONES

En el presente trabajo de investigacion, la tasa de blastocistos
fue de 8,43 £ 6,04% y 3,89 * 1,75%, para ovocitos
fecundados con espermatozoides seleccionados con gradiente
de Percoll y Swim up, respectivamente(p>0.05). Resultados
similares reporta Ruiz et al. (2017), utilizando espermatozoides
de dos técnicas de seleccién de espermatozoides (Swim-up y
gradiente de Percoll) no encontraron influencia en la tasa de
blastocistos. Ademds, Mamani (2015) evaluando dos métodos
de seleccién espermdtica (swim-up y washing) no encontraron
efecto en la tasa de fecundacién (35.17 y 36.82%),
respectivamente. Nuestros resultados son superiores a los
reportados por Gamarra et al. (2008), quienes reportaron 8%
de mérulas e inferiores a 86% de mérulas reportados por
Huamdén et al. (2011).

Santa Cruz et al. (2016) al comparar las dos técnicas de
seleccion (Androcoll, Percoll y Swim-up) obtuvo una mejor
motilidad progresiva y funcionalidad de membrana con ambos
coloides, en comparacién con Swim-up. Asimismo, Conde et al.
(2008), Morrell et al. (2009), Ruiz et al. (2010) y Trasorras et
al. (2017) observaron un aumento de la motilidad progresiva
en muestras seleccionadas con Androcoll y percoll

La mayoria de los estudios de fecundacién in vitro realizados
en llamas y alpacas se han realizado utilizando
espermatozoides epididimarios y procesados por gradientes
de Percoll 45/90 o Androcoll (Del Campo et al., 1994; Ratto
et al., 2007; Berland et al., 2011; Trasorras et al., 2012). En
este estudio, el método de selecciéon de espermatozoides de
alpaca no afecté la tasa de desarrollo a blastocistos. Siendo
similar a los resultados reportados en bovinos por Parrish et al.
(1995) y Seidel et al. (1995)

El método de seleccién de espermatozoides, Swim-up y Percoll,
proporcionan poblaciones de espermatozoides
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morfolégicamente normales con una alta motilidad progresiva
que puede desempefiar un papel importante en la produccién
de embriones in vitro. Para Mendoza et al. (2008) la técnica
de seleccién espermatica “swim-up” presenta varias ventajas,
reduce el tiempo y el nimero de centrifugaciones y minimiza el
dafio a los espermatozoides.

CONCLUSION

La fecundacién in vitro de ovocitos de alpaca
espermatozoides seleccionadas con dos técnicas de seleccidn
(percoll y swim up) no influyen significativamente en la
cantidad y calidad de mérulas y blastocistos al dia 7 de cultivo

embrionario.
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