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RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar la cantidad y calidad de ovocitos obtenidos por dos métodos de
ovarios de alpacas y Ilamas, se utilizaron 40 ovarios de alpacas y 40 de llamas. Para e método de
aspiracion folicular, se aspiraron foliculos de 2 mm de didmetro con aguja 20G x 1y en método
corte los ovarios fueron cortados en forma longitudinal y transversal con bisturi. Los ovocitos
fueron categorizados de acuerdo a las células del cumulus y apariencia citoplasmatica. El promedio
de ovocitos por ovario para métodos fue altamente significativo (P<0.01), siendo por aspiracion
folicular de 4.50+2.06 y 3.10+1.68 y por corte de 10.00+7.01 y 8.25+4.96 en alpacas y llamas,
respectivamente. El promedio de ovocitos por ovario fueron similares (P>0.05) para apacas de
7.25£5.81 y llamas de 5.67+4.49 y segun ubicacién topogréfica del ovario derecho e izquierdo
fueron 6.75+4.70, 7.75+6.84 y 6.45+5.02, 4.90+3.86 para alpacas y |lamas, respectivamente
(P>0.05). La tasa de recoleccién ovocitaria fue superior por corte (102.04% y 81.68%) que aspiracion
folicular (62.07% y 68.13%) para alpacas y llamas, respectivamente. En la evaluacion de ovocitos
fueron similares entre métodos (P>0.05). Los porcentajes de ovocitos aptos y no aptos para la
maduracién son similares (P>0.05) entre aspiracion folicular (71.11%, 28.89% y 69.35%, 30.65%)
y corte (61.00%, 39.00% y 64.85%, 35.15%) para alpacas y |lamas, respectivamente. En conclusion
la mayor cantidad de ovocitos recuperados fue por el método de corte que por aspiracion folicular
y con respecto a la calidad no se encontr6 el efecto del método sobre la categoria de los ovocitos.

EFFECT OF TWO METHODS OF COLLECTION ON THE QUANTITY AND QUALITY
OOCYTE OF ALPACAS (Vicugna pacos) AND LLAMAS (Lama glama) POST MORTEM

ABSTRACT

The aim of the study was to assess the quantity and quality of oocytes obtained by two methods
ovaries alpacas and llamas, alpacas ovaries 40 and 40 |lamas were used. For the method of oocyte
recovery follicles 2mm diameter needle 20G x 1 and cutting method in the ovaries were cut
longitudinally and transversely with a scalpel were aspirated. The oocytes were categorized according
to the cumulus cells and cytoplasmic appearance. The average of eggs per ovary to methods was
highly significant (p<0.01), being oocyte 4.50 + 2.06 and 3.10 + 1.68 and 10.00 + 7.01 cut and 8.25
+ 4.96 in adpacas and llamas, respectively. The average of eggs per ovary were similar (P> 0.05) for
alpacas 7.25 + 5.81 and flames of 5.67 + 4.49 and as topographical location of the right and left
ovary were 6.75 + 4.70, 7.75 £ 6.84 and 6.45 + 5.02, 4.90 + 3.86 for alpacas and llamas, respectively
(P> 0.05). Oacyte collection rate was higher shear (102.04% and 81.68%) than follicular aspiration
(62.07% and 68.13%) for alpacas and llamas, respectively. In evaluating oocytes were similar
between methods (P> 0.05). The percentages of oocytes fit and unfit for maturation are similar (P>
0.05) between oocyte (71.11%, 28.89% and 69.35%, 30.65%) and cut (61.00%, 39.00% and
64.85%, 35.15%) for alpacas and Ilamas, respectively. In conclusion as many oocytes were obtained
by the cutting method by follicular aspiration and quality regarding the effect of the method on the
category of oocytes we were not found.
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INTRODUCCION

L os camélidos sudamericanos, como laapacay la
[lama, son especies econdémicamente importantes
en las zonas atoandinas, principal mente por la
produccion desufibray carne. Sin embargo, existen
factores que afectan a la produccidn de estos
camélidos entre los que se puede sefidar la baja
eficiencia reproductiva como una importante
limitante (Andrade, 2007).

En las diversas especies domésticas se emplean
biotecnol ogiasreproductivasparamejorar losindices
reproductivos y productivos. En camélidos
sudamericanos los estudios sobre biotecnologia
reproductiva son limitados (Novoa, 1991). Sin
embargo, al igual que en el resto de especies
domésticas, la coleccidon de ovocitos para la
maduracion in vitro, lafecundacion in vitroy la
transferencia de embriones podrian apoyar los
programas de mejoramiento y aprovechar al
méximo & potencial genético del animal (Wood and
Wildt, 1997). Ental sentido, laobtencién deovarios
provenientes de alpacas y Ilamas hembras
beneficiadas en el camal es una fuente importante
paralarecuperacion de complejos ovocito-cimulo
(COCys), facilitando gran disponibilidad de ovocitos
a bajo costo, los que podrian ser madurados,
fertilizados y cultivados in vitro hasta estados
avanzados del desarrollo embrionario (Del Campo
et al., 1992; Del Campo et al., 1994; Ratto et al.,
1999; Ruiz et al., 2007). Es asi que los primeros
embriones de Ilama fueron producidos in vitro
utilizando COCs colectados por puncion de ovarios
obtenidos en el camal (Del Campo et al., 1994) y
del mismo modo en alpacas (Ruiz et al., 2007).

Larazdn del presente trabajo deinvestigacion fue
aportar mayor conocimiento en la eficiencia del
método de recoleccidn y categorizacion de ovocitos
provenientes de ovarios de alpacas y llamas, que
posteriormente servira como tecnologia para
maduracion, fertilizacioninvitroy transferenciade
embriones respectivamente, 1o que permitira
recuperar animaesvaliosos. Por [otanto, € objetivo
fue determinar la cantidad, rendimiento y calidad
de ovocitos colectados de ovarios de apacas y
Ilamas post mértem, aplicando el método de
aspiracionfolicular y corte.

MATERIALES Y METODOS
Lugar experimental

El trabajo de investigacion se realizé en el
Laboratorio de Reproduccién de la Facultad de
MedicinaVeterinariay Zootecnia, que se encuentra
en la ciudad universitaria de la Universidad
Nacional del Altiplano—Puno.

M etodologia
Material experimental y recoleccion de ovarios

Se utilizaron 40 ovarios de alpacasy 40 dellamas,
distribuidosen dos grupos (métodos) de 20 ovarios
para cada especie, dentro de cada grupo se tuvo
dos sub grupos (derecho eizquierdo) de 10 ovarios
gue fueron obtenidosinmediatamente despuésdel
beneficiode animd enel camal municipal del distrito
de Nufioa de la provincia de Melgar. Los ovarios
fueron colectados en bolsas de polietileno que
contenian solucion salina (0.9% NaCL) a 35°C
dentro de un termo, que fue transportado al
laboratorio por 5 a6 h.

En laboratorio, se observaron lapresenciade cuerpo
[Gteoy €l nimero de foliculos mayoresa2 mm de
diametro que son visiblesenlasuperficie del ovario,
las cuales fueron registrados en la planilla.
Posteriormente los ovarios se lavaron tres veces
con soluciénfisiolégicaa35°C.

Recoleccion de ovocitos por aspiracion

Los ovocitos fueron aspirados de los foliculos
visibles (mayores a 2 mm de diametro) de la
superficie ovarica con ayudade unaaguja de 20G
x 1 adosado aunajeringade5 mL en donde contenia
1 mL de Tampon Fosfato Salino (PBS), & contenido
de laaspiracion fue vertida a una placa petri (10 x
36 mm) y mantenido a35°C sobrelaplatinatérmica
por 5 min parala sedimentacion delos ovocitos.

Unavez sedimentado losovocitosenla placapetri
(10 x 36 mm) se procedio a la busqueda de los
ovocitos con el estereoscopio a25X en el cual con
ayuda de la pipeta capilar unida aunajeringa de
tuberculina se aspiraron los ovocitos para luego
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trasladarlos a otra placa petri (10 x 36 mm) que
contenia 2 mL de PBS para su posterior eval uacion.

Recoleccién de ovocitos por corte

El ovario fue colocado a una placa petri de vidrio
(14 x 93 mm) que contenia2 mL de Tampon Fosfato
Salino (PBS), pararealizar €l corte del ovario fue
fijado con una pinzahemostéticacurvay los cortes
seredlizaron enformalongitudina y transversal con
un bisturi, realizando cortes a2 mm de distancia
aproximadamente, posteriormente se procedio a
retirar |os trozos del ovario cortado con ayuda de
unapinzarealizando antesun previolavado con PBS
y mantenido a 35°C sobrela platinatérmica.

El contenido delaplacapetri (14 x 93 mm) donde
serealizd €l corte, fue vertidaaotraplacapetri (12
X 56 mm) dejando en reposo por 10 min a 35°C
sobrelaplatinatérmicaparasu posterior busgueda
de los ovocitos con el estereoscopio a 25X en €
cua con ayuda de la pipeta capilar unida a una
jeringa detuberculinase aspiraron los ovocitospara
luego trasladarlosaotra placapetri (10 x 36 mm)
que contenia 2 mL de PBS para su posterior
evaluacion.

Evaluacion de ovocitos

Laplacapetri (10x 36 mm) conlosovacitosfueron
expuestos al microscopio a 400X en el cual se
categorizo deacuerdo a nimero de capasdecéulas
del cumulus y la apariencia del citoplasma y la
categorizacion empleada fue de acuerdo a
recomendacion por Lonergan et al. (1991).

Categoria I correspondié a un ovocito con
células del cumulus con nimero de capas
multiples (mayor a 4) y compactas, con
citoplasma homogéneo y transparente.
Categoria II contenia capas multiples del
cumulus (de 1 a 3) y un citoplasma
homogéneo con zonas periféricas oscuras.
Categoria III se caracterizd por poseer un
cumulus desnudado y un citoplasmairregular
CON ZONas 0SCUras.

Categoria IV tenia un cumulus con células
expandidas y un citoplasma irregular con
Zonas oscuras.

Disefio estadistico

Los datos fueron analizados por un andlisis de
varianza (ANVA) conducido como Disefio
Completamente a Azar bajo un arreglo factorial
de 2 x 2 x 2 para la cantidad de ovocitos y para
calidad mediante lapruebade Ji-cuadrado.

RESULTADOS

Determinacion de la cantidad de ovocitos
colectados por dos métodos de ovarios de
alpacasy llamas.

L os promedios de ovocitos por ovario colectados
de alpacasy llamas utilizando dos métodos de
coleccion ovocitaria, cuyo promedio son: 7.25 +
5.81y 5.67 + 4.49, respectivamente no mostraron
diferencia estadistica (P > 0.05) entre ambas
especiesdomésticas, tal como semuestraen latabla

1.Tabla 1. Numero promedio de ovocitos por ovario en alpacasy |lamas.

ALPACAS LLAMAS
N° de ovarios 40 40
N° de ovocitos X+D.S/ovario 7.25+5.81 5.67+4.49

Seglin laubicacion topograficadel ovario (derecho e lzquierdo) por 1os dos métodos de coleccidn ovocitaria
no mostraron diferencia estadisticaentre ambos ovarios, |os promedios de ovocitos en a pacas fueron: 6.75
+ 4.70 parael ovario derechoy 7.75 + 6.84 parael ovario izquierdo. Por otrolado enllamas fue de 6.45
5.02 para €l ovario derechoy 4.90 + 3.86 parael ovario izquierdo, se muestraen latabla 2.
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Tabla 2. Numero promedio de ovocitos por ovario, segin ubicacién topogréfica del ovario en alpacasy
llamas.

ALPACAS LLAMAS
DERECHO IZQUIERDO DERECHO IZQUIERDO
N° de ovarios 20 20 20 20
N? de ovocitos
X=D.S/ovario 6.75+4.70 7.75+ 6.84 6.45+£5.02 4,90 £ 3.86

L os promedios de ovocitos por ovario obtenidos por dos métodos de coleccidn, cuyos promedios en al pacas
por el método de aspiracion folicular fue de: 4.50 £ 2.06 y por €l método de corte fue de 10.00 + 7.01.
Mientras que en|lamas|os promedios de ovocitospor ovario fue 3.10 + 1.68y 8.25 + 4.96 paralos método de
aspiracion folicular y corte, respectivamente tal como se muestra en latabla 3.

Tabla 3. NUmero promedio de ovocitos por ovario, colectados por |os métodos de cortey aspiracion folicular
en apacasy llamas.

ALPACAS LLAMAS
ASPIRACION CORTE ASPIRACION CORTE
N° de ovarios 20 20 20 20
N° de ovocitos
X=£D.S/ovario

4.50+2.06° 10.00+7.012 3.10+1.68 8.25+£4.962

L os resultados obtenidos se analizaron por un andisis de varianza (ANVA) gue mostraron unadiferencia
atamente significativa (P d» 0.01) y alaprueba de Duncan el método de corte fue superior a método de
aspiracion folicular tanto en alpacas y |lamas.

Determinacion de la tasa de recolecciéon de ovocitos, colectados por dos métodos de ovarios de
alpacasy llamas

La tasa de recoleccion de ovocitos indica que hay una diferencia estadistica entre métodos en apacas y
[lamas (tabla 4).

Tabla 4. Tasa de recoleccion ovocitariapor dos métodos de coleccion en apacasy |lamas (%).

ALPACAS LLAMAS
ASPIRACION CORTE ASPIRACION CORTE

N° de foliculos 145 196 91 202
N° de ovocitos

90 200 62 165

recuperados
Tasa de coleceion
62.07° 102.04= 68.13% 81.682

ovocitaria (%)
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En apacas, por el método de corte se obtuvo 102.04%, resultado superior que el método de aspiracion
folicular 62.07%. Asimismo, en llamasfue mejor el método de corte (81.68%) que el método de aspiracion

folicular (68.13%).

Determinacion de la calidad de ovocitos colectados por dos métodos de ovarios de alpacas y

[lamas.

L os porcentgjes de ovocitos recuperados en a pacas por dos métodos de coleccion, fueron evaluados de

acuerdo alacalidad morfol 6gica (tabla5).

Tabla 5. Categorizaci 6n de ovocitos segun lacalidad morfol 6gica, obtenidos por dos métodos de coleccion

en apacasy llamas (%).

ESPECIES
i ALPACAS LLAMAS
CATEGORIA ] _
METODOS METODOS TOTAL
, TOTAL ,
ASPIRACION  CORTE ASPIRACION CORTE
I 36 40.00% 60 30.00% 96 23 37.10% 45 2727% 68
II 28 31.11% 62 31.00% 90 20 3226% 62 37.58% 82
III 8 8.89% 47 23.50% 55 10 16.13% 25 15.15% 35
v 18 20.00% 31 15.50% 49 9 14.52% 33 20.00% 42
TOTAL 90 100% 200 100% 290 62 100% 165 100% 227
En alpacas, |os porcentajes de ovocitos para las 15.15% y 20.00% paralas categorias|, I1, 11 y 1V,

categorias |, I, 11l y IV obtenidos por el método
de aspiracién folicular fueron 40.00%, 31.11%,
8.89% y 20.00% respectivamente y por € método
de corte se obtuvieron 30.00%, 31.00%, 23.50%
y 15.50% para las categorias I, II, Il y IV
respectivamente, segun lapruebade Ji —cuadrado
no mostraron diferencia estadistica (P > 0.05) los
métodos de coleccién sobre las categorias de
ovocitos. Mientras en llamas, los porcentajes de
ovocitosparalascategoriasl, I, [11 y IV obtenidos
por e método deaspiracionfolicular fueron 37.10%,
32.26%, 16.13% y 14.52%, respectivamentey por
el método de corte se obtuvieron 27.27%, 37.58%,
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respectivamente y segiin lapruebade Ji —cuadrado
no mostraron diferencia estadistica (P > 0.05) los
métodos de colecciéon sobre las categorias de
ovocitos.

Los porcentgjes de ovocitos considerados aptos
(categorias| y I1) y no aptos (categorias Il y 1V)
para la maduracion (Leibfried et al., 1989;
Lonergan et al. 1991; Ratto et al., 2005; Huanca
et al., 2007), obtenidos por dos métodos de
coleccion ovocitariade ovariosde alpacasy llamas
se muestra en latabla 6.
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Tabla 6. Porcentaje de ovocitos aptosy no aptos parala maduracién en alpacasy |lamas (%).

ALPACAS LLAMAS
CALIDAD
ASPIRACION CORTE ASPIRACION CORTE
Aptos 64 71.11% 122 61.00% 43 69.35% 107 64.85%
No aptos 26 28.89% 78 39.00% 19 30.65% 58 35.15%
TOTAL 90 100% 200 100% 62 100% 165 100%

L os porcentajesobtenidos en apacas por e método
deaspiracidonfolicular fuede: 71.11% deovocitos
aptos, 28.89% de ovocitos no aptos 'y por €l
método de corte 61.00% de ovocitos aptos, 39.00%
de ovocitos no aptos. Mientras que en llamas los
promedios de ovocitos por ovario fue 69.35%,
30.65% Yy 64.85%, 35.15% de ovocitosaptosy no
aptos para madurar por los métodos de aspiracién
folicular y corte, respectivamente.

DISCUSION

Los resultados encontrados con respecto a
promedio de ovaocitos por ovario colectados de
apacas y llamas, la diferencia numérica podria
deberse a que el intervalo de dos oleadas de
crecimiento folicular consecutivas son diferentes
en las distintas especies de camélidos tal como
reporta Vaughan et al. (2004) de 12 a 16 diasen
adpacas y Adams et al. (1990) reporta de 18 dias
enllamas, también podriavariar conlalocalizacién
geografica, la estaciéon del afio, la situacion
fisiol6gicadelahembratal como indicaAdams et
al. (1990).

Los resultados encontrados respecto a promedio
de ovocitos en alpacas y llamas entre ambos
ovarios no mostraron diferencia estadisticadebido
a que el desarrollo de la onda folicular se da de
maneraalternaentrelos dos ovariosen un85% de
casos tal como indican Fernandez-Baca (1993),
Bravo y Sumar (1989). Mientras la diferencia
numéricaentre ambos ovarios de |as dos especies
podriadebersealoindicado por Adamset al. (1990)
y Vaughan et al. (2004) a que no siempre se

produce alternancia entre ambos ovarios de una
oleada a otra.

Los resultados obtenidos respecto al namero
promedio de ovocitos por ovario parael método de
aspiracion folicular en alpacas es superior
comparado con lo reportado por Huanca et al.
(2007) quefuede 3.5 ovacitos por ovario. Mientras
gue en llamas por aspiracién folicular guiada por
ultrasonografia esinferior a resultado obtenido
por Berland et al. (2011) con 4.91 ovacitos por
ovario.

La superioridad de los resultados en alpacas
comparado alosobtenidos por Huancaet al. (2007)
se debe probablemente ala estacién del afio, la
situacion fisiol 6gica de la hembra (Adams et al.,
1990). Sin embargo en [lamas esta superioridad del
resultado de Berland et al. (2011) esdebido ala
administracién de hormonas (FSH y eCG) que
estimulan un mayor nimero dedesarrollo folicul ar.

Losresultados obtenidos del nimero promedio de
ovocitos por ovario para los dos métodos son
similares alos comparados con los reportes de
Wani et al. (2000) en ovinoscon9.5+0.40 y 6.8
+ 0.30, deWang et al. (2007) en bovinoscon 9.6 +
0.4 y deHernandez et al. (2010) con 5.8 + 0.3,
7.03+334 y 458 +1.05 para el método de
corte y aspiracion folicular, respectivamente. Asi
mismo, el método de corte muestra superioridad
a comparacion a método de aspiracion folicular
paralaobtencion de mayor cantidad de ovocitosen
el presente estudio, tal como reportan en bovinos
Gonzales et al. (1992), Seneda et al. (2001) y
Velarde et al. (2005).
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Lasuperioridad del método de corte en coleccion
de ovocitos por ovario frente al método de
aspiracion folicular se podria explicar tal como
indica Hamano and Kuwayama (1993) que por €l
método de corte se recuperan ovocitos provenientes
defoliculos menores de 2 mm de diametro que estan
enel interior del ovario.

L os resultados encontrados respecto a la tasa de
recol eccidn ovocitariaparael método deaspiracion
folicular, son inferiores alo descrito por Huanca
et al. (2007) en alpacas que fue 68.6%. Mientras
en llamas por aspiracion folicular guiada por
ultrasonografia son similares a los resultados de
Berland et al. (2011) con 68.56%.

Losresultados obtenidosen el presente estudio son
similaresaloreportado por Hernandez et al. (2010)
quienes obtuvieron 76.77% y 63.85% para €l
método de corte y aspiracion folicular
respectivamente en bovinos. Mientras los
resultados encontrados para el método de
aspiracionfolicular del presentetrabajo, essuperior
alo descrito por Nowshari (2005) quien obtuvo
una tasa de recuperacion de 42.74% en camellos.

Lainferioridad del resultado obtenido en el presente
trabajo frente a Huanca et al. (2007) vy la
superioridad frente a Nowshari (2005) se debe
probablemente a la habilidad y experiencia del
investigador.

L osresultados obtenidos paralacalidad de ovocitos
en apacas y llamas por categoria en € presente
trabajo son diferentesalo descrito por Wang et al.
(2007) quienesindican que paraobtener ovocitos
de categorial esmaseficienteel método de corte
(44.1%) en comparacién con el método de
aspiracion folicular (21.1%). Sin embargo parala
obtencion deovocitosde categoriall losresultados
sonlocontrario quefuede: 20.5%Yy 41.4% parael
método de corte y aspiracion folicular
respectivamente en la especie bovina, estas
diferencias pueden ser debidoala diferenciaentre
especies, factor medio ambiental, tiempo y
temperaturadetransporte del ovario desdeel lugar
derecoleccion de ovariosal laboratorio.
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Estos resultados obtenidos para porcentaje de
ovocitos en alpacas y llamas para € método de
aspiracion folicular son similares alo reportado
por Nowshari (2005) quien obtuvo 76.63%, 23,3%
de ovocitos aptos y ho aptos para madurar
respectivamente en camellos.

Asi los reportes obtenidos por Hernandez et al.
(2010) con porcentajes parecidosalos obtenidos
del presente trabajo con 76.77%, 23.23% vy
63.85%, 31.15% de ovocitos aptosy no aptos
para aspiracion folicular y corte respectivamente
en bovinos. También se muestra similar los
porcentgjes obtenidos en ovinos por Wani et al.
(2000) quefue 64.4%Yy 54.3% de ovocitos debuena
calidad o aptos para madurar la maduracion por €
método de aspiracion folicular y por corte
respectivamente.

Huanca et al. (2007) reporta en apacas 54% de
ovocitos aptos (I y II) y 46% de ovocitos no
aptos (Il y 1V) para el método de aspiracion
folicular que son proporciones poco variables entre
calidades aptos y no aptos para la maduracion,
mientras los resultados en el presente trabajo
tienen una alta proporcién entre calidades. Estas
diferencias pueden variar por el tiempo de
transporte delosovariosdel lugar derecolecciona
laboratorio para su respectivo proceso.

CONCLUSIONES

El nimero de ovocitosrecuperadosfue superior por
e método de corte (10.00 + 7.01y 8.25 + 4.96)
comparando con el método de aspiracion folicular
(450+2.06y 3.10+ 1.68) paraapacasy llamas
respectivamente.

La tasa de recuperacion de ovocitos es mas
eficiente por el método de corte en comparacién a
método de aspiracionfolicular.

En cuanto alacalidad, no se encontr6 el efecto de
métodos de coleccion (aspiracionfolicular o corte)
sobre la categoria de los ovocitos tanto en al pacas
como en l[lamas.
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