ANEXO 1

FORMATO PARA LA PRESENTACION DE PROYECTOS DE INVESTIGACION
CON EL FINANCIAMIENTO DEL FEDU

1. Titulo del proyecto

COMPARACION DE DOS TIPOS PRODUCCION DE EMBRIONES DE ALPACAS EN LA
VITRIFICACION

2. Area de Investigacion

Area de investigacion Linea de Investigacion Disciplina OCDE
Reproduccion animal Criopreservacion de Ciencias Veterinarias
embriones

3. Duracién del proyecto (meses)

| 12 meses

4. Tipo de proyecto

Individual @)
Multidisciplinario @)
Director de tesis pregrado O
4. Datos de los integrantes del proyecto
Apellidos y Nombres Manuel Guido Pérez Durand
Uri Harold Pérez Guerra
Escuela Profesional Medicina Veterinaria y Zootecnia
Celular 947562135
992000419
Correo Electrénico magperez@unap.edu.pe
uperez@unap.edu.pe

I.  Titulo

COMPARACION DE DOS TIPOS PRODUCCION DE EMBRIONES DE ALPACAS EN
LA VITRIFICACION

Il.  Resumen del Proyecto de Tesis (Debe ser suficientemente informativo, presentando
-igual que un trabajo cientifico- una descripcion de los principales puntos que se
abordaran, objetivos, metodologia y resultados que se esperan)

El presente trabajo de investigacién tiene la finalidad de vitrificar embriones de
alpacas de produccién de superestimulacion del ovario con la aplicacién de una
hormona foliculo estimulante sintética y embriones de produccién Unica o
fisioldgica, en los embriones antes de vitrificar se evaluaran las caracteristicas
morfoldgicas y después de la desvitrificacion también se evaluaran la morfologia
y la re-expansion por el cultivo en medio especifico para camélidos. Para la
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vitrificacidon se emplearan concentraciones altas de glicerol-yetitengticol-ypara
la rehidratacién de los embriones se utilizardn un azlicar denominado la
galactosa. Los resultados del presente estudio servirian como un instrumento de
mejoramiento genético en esta especie aprovechando a las hembras de alto valor
genético, transfiriendo los embriones a receptoras de menor calidad.

[Il. Palabras claves:

Embriones, vitrificacion, descongelacién, evaluacién, viabilidad

IV. Justificacion del proyecto

En nuestro pais, la crianza de camélidos sudamericanos es la principal actividad
socioeconomica y es la Unica fuente de sustento econémico para muchas familias
alto andinas, pero que en la actualidad presentan deficientes indices de
productividad en la calidad de fibra y carne, el intervalo generacional y la
capacidad fisioldgica de una hembra que solo puede tener hasta 5 crias, durante
toda su vida reproductiva, por ello es importante mejorar el progreso genético
(Novoa, 1992). El uso de tecnologias reproductivas, como la criopreservacién de
embriones, podrian contribuirian al mejoramiento de estas especies e
incrementar los ingresos de la poblacién de esta zona del pais (Dobrinsky et al.,
2000).

Existen dos métodos de criopreservacion de embriones. Entre ellos esta el
método de congelacidn convencional, el que consiste en una congelacién lenta y
el método de vitrificacion la cual consiste en un enfriamiento muy rdpido en la
que ambos métodos pueden producir dafios en los embriones, pero el tipo y
grado de los dafios dependen probablemente del método de criopreservacion
empleado (Kaidi et al., 2001). En la vitrificacidon y es menos probable que ocurran
dafios relacionados a la formacidn de cristales de hielo, ademas los embriones
pueden ser criopreservados en menor tiempo la que busca generar una alta
viscosidad y una rapida solidificacion de las soluciones de vitrificacion (Vasquez,
2008).

Desarrollar protocolos de criopreservacion de embriones de alpacas, nos
permitira disponer de una herramienta que, aplicado adecuadamente en un
programa de mejoramiento genético, que contribuiria al mejoramiento y la
calidad de las alpacas y otros camélidos sudamericanos (Vasquez et al., 2011).

Por lo tanto, el presente estudio pretende comparar embriones de produccién de
ovulacién unica y de superovulacién aplicando el método de vitrificacion y su
posterior evaluacidon a desvitrificacion sobre la sobrevivencia y que
posteriormente podria transferido a receptoras.

V. Antecedentes del proyecto

En Sudamérica la aplicacion de la vitrificacion de embriones de llamas realizé investigadores
argentinos, los embriones procedian de hembras superovuladas y los protocolos de
vitrificacion fueron adecuados de otras especies como el de vacunos, reportaron que
posterior a la transferencia de los embriones desvitrificados la tasa de prefiez fue del 33%
(Aller et al., 2002).

La cripreservacion de embriones de camélidos se inicio en el Peru después de 13 afios que
realizaron los investigadores argentinos, evaluando los métodos de criopreservacion
(convencional y vitrificacion) de embriones de llamas donde los embriones procedieron de
hembras con ovarios superestimulados y que evaluaron en forma in vitro e in vivo logrando
gestaciones del 16% para embriones vitrificados y el 0% para embriones de congelacién
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en embriones de alpacas con crioprotectores a base de etilenglicol y dimetilsulfoxide,
logrando la sobrevivencia a la descongelacion de 100% y 66% respectivamente para ambos
crioprotectores y la transferencia reportaron de prefiez el 58% y 37% a los 30 dias post
ecografia y a los 60 dias post ecografia solo permanecieron el 10% de gestaciones.

Recientemente en un reporte indican haber logrado el nacimiento de una cria alpaca
producto de la vitrificacién, donde los investigadores reportan el nacimiento de una cria
viva después haber transferido tres embriones vitrificados a tres hembras receptoras (Lutz
et al., 2020).

En camellos en los ultimos 3 afios ha progresado la técnica de vitrificacion de embriones,
aplicando protocolos especificos para embriones de camellos y donde reportan resultados
halagadores que se pueden aplicar en en embriones de camélidos sudamericanos (alpacas
y llamas), debido a que son animales del mismo genero y la diferencia es la especie. Entre
los resultados indican que después de transferir los embriones desvitrificados a receptoras
reportan gestaciones de 46%, 48% y 50% después de realizar el diagnhostico de gestacion a
los 60 dias post transferencia (Herrid et al., 2017; Skidmore et al., 2020; Skidmore et al.,
2021).

VI. Hipdtesis del

HO:

Que los embriones de alpacas de produccidn de la estimulacién del ovario y los embriones
de produccién de ovulacién Unica toleran a los crio protectores de la vitrificacion en forma
similar, logrando la supervivencia posterior a desvitrificacion (descongelacidn).

VII. Objetivo general

Determinar la proporcion de la viabilidad de los embriones de alpacas de produccién de la
estimulacién ovarica y ovulacién Unica al efecto de la vitrificacion

VIII. Objetivos especificos

1. Determinar el % de viabilidad de los embriones de producciéon de estimulacion
ovdrica al efecto de la vitrificacidn con las pruebas de tamafio del embrién antes y
después de la de la vitrificacion (morfologia) y la sobrevivencia al cultivo.

2. Determinar el % de viabilidad de los embriones de produccién de ovulacidén unica al
efecto de la vitrificacion con las pruebas de tamarfio del embridn antes y después de
la de la vitrificacién (morfologia) y la sobrevivencia al cultivo.

IX. Metodologia de investigacion

ANIMALES

Se utilizaran 24 hembras alpacas de la raza Suri como donadoras de embriones, adultas que
por lo menos hayan tenido una experiencia de parto, que las hembras seran evaluadas
ginecolégicamente que no tengan ningln tipo de anormalidades en el tracto genital, si
secreciones aparentes a infecciones uterinas.
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PRODUCCION DE EMBRIONES
En las hembras se revisardn los ovarios utilizando un ecdgrafo, para determinar el estatus
del ovario y especialmente se encontraran los foliculos dominantes tomando sus medidas
respectivas.

En las hembras que tuviesen el foliculo dominante por encima de los 7 mm se les realizara
la aspiracién folicular o ablacién, con la finalidad de sincronizar el crecimiento de la onda
folicular siguiente (Ratto et al., 2011) y todo el protocolo de superovulacion.

A los 2 dias posteriores se iniciara la aplicaciéon de FSHr (hormona foliculo estimulante
recombinante) en dosis de 200 mg divididas en 5 dosis decrecientes en 5 dias, aplicando la
inyeccién intramuscular solo en las mafanas.

El dia 6 o 7 se realizard una evaluacién ecografica para determinar el tamafio y numero de
foliculos crecidos, donde como requisito los foliculos deben tener un tamafio de 7 mm.

En las hembras que cumplan el requisito se les hard montar con macho entero y al dia
siguiente se les repetira una nueva monta.

El lavado uterino para recuperar los embriones se realizard a los 8 dias post monta, con
ayuda de una sonda de Foley Nro. 16 se introducira en Utero de las hembras y para lavar se
utilizara el medio de lavado de PBS-D, en cada lavado se utilizaran 15 a 25 ml de medio
dependiendo del tamafio del tracto genital de la hembra.

Los embriones recuperados se mantendran a temperatura de cuarto y un medio de
mantenimiento PBS-D enriquecido con el 5% de suero de alpaca. En los embriones
colectados se evaluaran la categoria, tamafo y los que cumplan con los requisitos de las
caracteristicas se vitrificaran.

Para la produccién de embriones de ovulacién Unica o fisiolégica a las hembras de la misma
forma se les realizara la sincronizacion de la onda folicular, esperando el crecimiento del
foliculo dominante y el tratamiento de monta, coleccion y evaluacidon de embriones serd la
misma forma como para las hembras que se trataron para estimular los ovarios o
superovularlos.

VITRIFICACION

Para la vitrificacion los medios se prepararan de acuerdo a las recomendaciones como indica
Herrid et al. (2017)

Medio de mantenimiento

Se preparara la solucién salina fosfatada sin la adicion cloruros de calcio y magnesio (PBS-
D) y se le adicionard 0.3 mM de piruvato de sodio, 3.3 mM de glucosa, 50 ug de
gentamicina/mLy 20% de suero fetal (v/v).

Solucién de vitrificacion

Se prepararan 3 soluciones de acuerdo a la recomendacién de Herrid et al., (2017).
Solucién de vitrificacion 1 (SV1): sera compuesto de 1.4 M glicerol.

Solucién de vitrificacion 2 (SV2): 1.4 M glicerol + 3.6 M etilenglicol.

Solucién de vitrificacion 3 (SV3): 3.4 M glicerol + 4.6 M etilenglicol.

Solucion de desvitrificacion (calentamiento)
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Se preparara de lasiguiente manera:
Solucidn de desvitrificaciéon 1 (SD1): 0.5 M de galactosa.
solucidn de desvitrificacion 2 (SD2): 0.25 M de galactosa.

Proceso de vitrificacion
La vitrificacidn se ejecutard de acuerdo al protocolo designado a em embriones colectado a
los 8 dias post monta en pajillas abiertas llenada (Vajta et al., 1998).

Los embriones seleccionados a vitrificar serdn lavados en 50 ulL del medio de
mantenimiento, luego seran tratados secuencialmente con 500 uL en SV1 y SV2 en 5
minutos en cada solucién. Luego los embriones seran expuestos en 2 gotas de SV3 por 20 a
30 segundos todo a temperatura de cuarto (25°C) siendo luego cargada en la pajilla abierta
e inmediamente introducido dentro el nitrégeno liquido y almacenados hasta su evaluacién.

Desvitrificacion (calentamiento).

La pajilla sacada conteniendo el embrién del nitrégeno liquido se mantendrd por 3
segundos en el medio ambiente y luego sumergirlo inmediatamente dentro 1 mL del SDV 1
dentro una placa de 4 pozos a 37°C y los embriones seran incubados por 1 minuto,
secuencialmente los embriones seran transferidos a 1 mL de SD2 a 24°C por 5 minutos y
finalmente el embridn sera trasladado a 1 mL de medio de mantenimiento otros 5 minutos.
Después de la desvitrificacion los embriones seradn re-evaluados.

Cultivo

Los embriones desvitrificados serdn cultivados en un medio de cultivo especifico para
camélidos, dentro una incubadora de CO, por 5 dias (evaluando su desarrollo a las 2, 24,
48, 72 y 96 horas) evaluando su sobrevivencia y desarrollo (embriones normales, sin lisis y
arrugamientos o viendo el citoplasma su normalidad).

Estadistico
Los datos obtenidos como proporciones se someteran a una prueba de homogeneidad y
luego a una prueba de chi-cuadrado.
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XI. Uso de los resultados y contribuciones del proyecto

El uso de los resultados del presente estudio serviria para aprovechar los embriones de los
animales de alta genética y que posteriormente pueden ser transferidos transferidos a
receptoras de menor calidad asi de esta manera incrementando incrementado la
produccion en esta especie y en favor de sus criadores.

XIl. Impactos esperados

i. Impactos en Ciencia y Tecnologia

Generar una biotecnologia en camélidos sudamericanos, pudiendo de esta manera
preservar la especie en bancos de germoplasma

ii. Impactos econémicos

Logrando con esta biotecnologia descendencia de animales de alta produccién en
cuanto a fibra, finura y color.

iii. Impactos sociales

Con la tenencia de esta cria via esta biotecnologia los productores podrian vender
su animales vivos o productos en precios elevados que redundaria en bienestar
econdmico y social de las familias que crian estas alpacas.

iv. Impactos ambientales

Durante su proceso de esta biotecnologia se utilizan componentes bioldgicos que
degradan facilmente en el ambiente por lo tanto no se contaminaria el medio
ambiente.

XIll. Recursos necesarios

INFRAESTRUCTURA
Laboratorio

Corrales de aparto

Corrales individuales
EQUIPO

Tanque de nitrégeno liquido
Microscopio estereoscopio
Calentador para microscopio




MEDIOS
PBS-D
FSHp
GnRH

Glicerol
Etilenglicol
Galactosa
Antibidticos
Pajillas

Cuaderno

Sonda de foley
Filtro encom

Prostaglandinas
Medio de cultivo

Placas petry diferentes pozos
Camara fotografica

Conos de plastico
Lapiceros indelebles

Nitrégeno liquido

XIV. Localizacion del proyecto

El trabajo de investigacion se llevara a cabo en el megalaboratorio del Centro de
Investigacion y Produccién de Chuquibamabilla, perteneciente a la facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia, Universidad Nacional del Altiplano. El CIP Chuquibamabilla esta
ubicado a 3879 msnm, encontrandose a una distancia de 159 km carretera Puno-Cusco.

XV. Cronograma de actividades

HEIHREE E[F[M TAnml\G/}lStrJes JIATS[O]N
Ejecucién del proyecto X| X X
Cultivo in vitro de los embriones vitrificados X
Recopilacién de Literatura y tabulaciéon de datos X| X| X| X
Redaccién y entrega de informe X| X| X
XVI. Presupuesto
Descripcion Unidad de medida | Costo Unitario | Cantidad Costo total (S/.)

(Sl.)

PBS-D litro 30.00 5 150.00
FSHp frasco 300.00 10 3000.00
Glicerol frasco 50.00 500 ml 50.00
Etilenglicol frasco 50.00 500 ml 50.00
Nitrogen liquido | kilo 15 10 kilos 150.00
Sonda de foley | Unidad 35.00 10 sondas 350.00
Filtros emcom Unidad 35.00 10 filtros 350.00
Pajillas Bolsa de 5 2.00 10 bolsas 100.00
Placas petry Bolsa de 6 5.00 10.00 bolsas 300.00
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