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I. INTRODUCCION

Los fdsiles encontrados indican que los ancestros de la familia Camelidae se
originaron en las grandes llanuras de Norteamérica hace 9-11 millones de afios y que
se extinguieron durante la edad del hielo. Al final del periodo Terciario, una rama de
ésta migro a Eurasia a través del Estrecho de Bering dando lugar al género Camelus,
que hoy podemos encontrar en Africa y Asia Central. La otra rama se desplazo a
América del Sur durante el Pleistoceno, dando lugar al genero Llama (Wheeler, 1995).
Asi, la familia de los camélidos quedo dividida en dos grupos: los del nuevo mundo vy
los del viejo mundo. En la actualidad, los camélidos del viejo mundo estdn
representados por el dromedario (Camelus dromedarius), que habita en los desiertos
de Asia y el norte de Africa, y el camello bactriano (Camelus bactrianus), que vive en
los desiertos de China y Mongolia (Novoa, 1970). Los camélidos del nuevo mundo,
conocidos también como camélidos sudamericanos, estan representados por cuatro
especies: la llama (Lama glama), la alpaca (Lama pacos), el guanaco (Lama guanicoe)
y la vicufa (Vicugna vicugna). De acuerdo con Wheeler (1995), las especies domesticas
alpaca y llama derivan de las especies silvestres vicufia y guanaco respectivamente, y

todas ellas tienen 37 pares de cromosomas (Taylor y col., 1968).

Las cuatro especies de camélidos pueden cruzarse entre si y los hibridos obtenidos
son fértiles (Gray, 1954). El cruce mas comun, que recibe la denominacién de huarizo,
procede de una llama macho y una hembra de alpaca y es bastante apreciado por las
caracteristicas de su velldn. El cruce de un macho de vicuna y una alpaca hembra se
denomina pacovicufia produce una fibra muy fina, pero su vellén es escaso y pierde

valor con la edad, al incrementarse el porcentaje de pelo.

Se conoce dos razas de alpacas, la Huacaya y la Suri, pero algunos autores
sefialan que tan solo se trata de dos fenotipos diferentes puesto que el apareamiento
de dos animales de raza Huacaya pueden producir un cierto porcentaje de animales

Suri y viceversa (Wheeler, 1995),

La poblacién total de camélidos sudamericanos se estima de forma aproximada en
6,8 millones de individuos y esta distribuida principalmente por Peru, Bolivia, Chile y
Argentina y en menor medida en Estados Unidos y Australia, aunque la poblacién
existente en estos dos Ultimos paises estd experimentando un notable crecimiento. El
Perl cuenta en la actualidad con 3.156.101 alpacas, que representa el 87% de la

poblacién mundial, y 1.189.657 llamas.
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Las llamas y las alpacas han jugado un importante papel en el desarrollo de la
civilizacién Inca, siendo utilizadas como medio de carga y transporte y para la
produccion de carne y fibra (Burton y col., 1969). En la actualidad la crianza de los
camélidos domésticos constituye una de las actividades de mayor importancia e
impacto en el desarrollo socio econémico de la poblacion alto andina del Perd. Estos
animales han adquirido a lo largo del tiempo una notable capacidad de adaptacion a las
dificiles condiciones medioambientales existentes en estos territorios. El habitat natural
de la alpaca son los ecosistemas andinos localizados entre los 3 800 y 5 000 metros
sobre el nivel del mar, cuyos pastos son muy pobres en nutrientes debido a las
condiciones del suelo y la erosidon. Las alpacas son capaces de alimentarse en estos
pastos, que, ademas, presentan un elevado contenido en taninos, toleran las bajas
temperaturas y las inclemencias meteorolégicas y son mas resistentes a las
infestaciones parasitarias que las vacas y ovejas. Bajo estas condiciones adversas
producen fibra de una calidad excepcional y proteinas de origen animal destinadas al
consumo humano, en zonas geograficas en las que no es viable la explotacién de otras
especies domésticas. La fibra producida por las alpacas es un producto muy apreciado
por la industria textil por su longitud, suavidad, brillo, resistencia y caracteristicas
termo-estaticas. No obstante, la ausencia de programas de mejora genética y los
esquemas de crianza tradicional, basados en apareamientos no programados, y la
elevada consanguinidad (30 a 45%) han provocado un deterioro de la calidad genética
de los animales, que se refleja en pérdidas en la cantidad y, sobre todo, en la calidad
de la fibra producida. Asi, en el 46 % de los animales el grosor de la fibra es de 33
micras, en el 45 % de los mismos el grosor medio es de 26 micras, y tan solo un 8%
producen una fibra con didmetro medio de 22 micras (Freyre, 2006). Esta situacién
obliga a poner en marcha de forma urgente un programa de mejora genética orientado
a seleccionar y multiplicar a los mejores animales desde un punto de vista productivo,
ejemplares con un diametro de fibra comprendido entre 18 a 21 micras, cuyo numero
es bastante reducido. Sin embargo, la baja eficiencia reproductiva de estos animales
limita considerablemente las posibilidades de difundir este material genético en el
conjunto de la poblacidn. Las alpacas tienen una tasa de gestacion muy baja debido a
la elevada mortalidad embrionaria que se produce durante los primeros 35 dias de
gestacion, un prolongado periodo de gestacidon (345+3 dias), una estacion reproductiva
muy corta (de enero-marzo) y a que no alcanzan un desarrollo corporal adecuado para
soportar su primera gestacion hasta los 2 anos de edad, lo que determina que su
primer parto se retrase hasta los 3 afios. Ademas, su vida productiva concluye a la
edad de 7 a 8 afios, por lo que tan solo producen un total de 4 a 5 crias durante la
misma. Por otra parte, existe una elevada incidencia de enfermedades infecciosas y

parasitarias, que provocan una elevada mortalidad en las crias, reduciendo el nimero
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de animales destinados a la reposicion y la velocidad de progreso genético. Finalmente,
los sistemas de manejo reproductivo aplicados en las comunidades alpaqueras se basan
en esquemas tradicionales, prescindiendo en muchos casos de la programacién de

apareamientos.

Esta situacidon obliga a desarrollar y aplicar tecnologias mas avanzadas para
acelerar la mejora calidad genética y solventar los factores limitantes que frenan el

avance técnico.

La inseminacion artificial, criopreservacion seminal y todas las técnicas
relacionadas con ellas han alcanzado un menor desarrollo en los camélidos que en el
resto de las especies domésticas. Ello es consecuencia de la existencia de numerosos
factores limitantes entre los que podemos destacar las dificultades para la recogida del
semen, su extremada viscosidad y la escasa concentracion espermatica. Por todo ello,
la inseminacion artificial con semen fresco tiene una difusion muy escasa y la utilizaciéon
de semen congelado se encuentra aun en fase de desarrollo, no existiendo posibilidades

de aplicacién a corto plazo.

La transferencia de embriones ha demostrado ser una poderosa herramienta en
los programas de Mejora Genética de muchas especies domésticas, bovinos, ovinos,
caprinos y porcinos, al permitir acortar los intervalos generacionales y facilitar la
diseminacion de las caracteristicas genéticas ligadas a la produccién. Sin embargo, el
grado de desarrollo alcanzado por ésta técnica en los camélidos domésticos es
notablemente inferior, ello es consecuencia de que la mayor parte de los trabajos en
los que se estudia la fisiologia reproductiva son relativamente recientes, por lo que los
conocimientos existentes son sensiblemente inferiores a las de otras especies de

rumiantes (bovinos, ovinos y caprinos).

El objetivo del presente estudio es contribuir al desarrollo de un procedimiento
para inducir ovulaciones multiples, unido a la transferencia de embriones en los
camélidos domésticos sudamericanos, para poder utilizarlo como una herramienta en la
mejora genética y en la recuperaciéon de tonalidades de color y de las diferentes
variedades. Ello permitird disponer de una herramienta eficaz para la obtencion de un
mayor nimero de embriones viables a partir de las hembras de mayor calidad genética
y tras su transferencia al resto de la poblacion de hembras, incrementar sensiblemente

el nimero de descendientes obtenidos a partir de las mismas.
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II. REVISION DE BIBLIOGRAFIA

1.- Importancia de los camélidos sudamericanos

1.1. Social

El Perd cuenta en la actualidad con un censo de 3.216.573 alpacas, 1.300.920
llamas y 188.327 vicufias, cuyas poblaciones estan distribuidas por la regién alto
andina en altitudes superiores los 4.000 metros sobre el nivel del mar. La crianza de
estas especies constituye la actividad principal de 350.000 familias campesinas de la
zona alto andina, ya que, en esta regidon, la agricultura es tan solo una actividad
complementaria. Sin embargo, estos ganaderos contintan utilizando sistemas de
manejo tradicionales, lo que dificulta la obtencion de unos resultados productivos
competitivos. Asi, a pesar de que el Perl alberga al 80% de la poblacion mundial de
alpacas, la repercusién en la economia peruana de los productos obtenidos a partir de
este camélido es muy poco significativa. No obstante, en los Ultimos afos se ha
producido un acelerado desarrollo de una industria textil artesanal, generada por
algunas ONGs y para satisfacer las demandas del turismo, que crea humerosos puestos

de trabajo al utilizar métodos artesanales para el hilado y tejido (Sumar, 2007).

El Peru es el principal productor de fibra de alpaca, generando el 80% de la oferta
mundial, seguido a gran distancia por Bolivia, con un 15%. El resto del mundo produce
tan solo el 5% restante, aunque en los Ultimos anos comienza a observarse una notable
expansién de la cria de alpacas y de la produccién de fibra en paises como Australia y
Estados Unidos. Australia cuenta ya con unas 200.000 alpacas y en los Estados Unidos
su numero alcanza una cifra de 28.000 ejemplares. Estos animales han demostrado ser
capaces de adaptarse a condiciones ambientales y sistemas de manejo muy diferentes

a las existentes en los territorios andinos y de alcanzar producciones elevadas.

1.2. Econdomica

Dentro de las distintas especies de camélidos, la alpaca es la de mayor
importancia econéomica debido a la calidad de su fibra, que es muy apreciada por la
industria textil. No obstante, la repercusion de los productos obtenidos a partir de este
camélido en la economia peruana es relativamente pequefa. Los productos
procedentes de las alpacas constituyen tan solo el 1,35 % de las exportaciones totales
del Perd, representando Unicamente el 5% de las exportaciones no tradicionales. Su

contribucion al Producto Bruto Interno (PBI) manufacturero ha sido cifrada entre el 2%
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y el 2,5% en los ultimos 10 afios (CITE Alpaca, 2006). Las exportaciones de fibra de
alpaca suponen para el pais unos ingresos anuales de divisas de 1.200.000 ddlares USA
(IPAC, 2005).

1.3. Técnica

Los primeros trabajos de investigacion en camélidos sudamericanos se iniciaron a
partir de la década del 60, las alternativas tecnoldgicas desarrolladas respondian
inicialmente a las necesidades de las grandes haciendas, posteriormente a las de las
empresas de propiedad social y finalmente a las necesidades de las comunidades
campesinas. Sin embargo, los sistemas de cria utilizados estdn basados
mayoritariamente en esquemas tradicionales y tan solo un 10 % de los ganaderos

emplea criterios técnicos.

Existen factores de otra indole que dificultan que esta actividad ganadera alcance
niveles competitivos. Entre ellos podemos destacar la ausencia de un Programa
Nacional de mejora genética y la escasa difusidn entre los criadores de las diferentes
alternativas tecnoldgicas. Ademas, a partir de 1984 se produjo la salida del pais de un
gran numero de ejemplares de alta calidad genética hacia USA, Australia, Nueva
Zelanda y otros paises del mundo. La venta de estos ejemplares fue consecuencia de
los elevados precios que alcanzaban, unida al bajo nivel de renta de sus anteriores

propietarios.

Todas estas circunstancias han provocado que mas del 70% de los ejemplares
presentes en el Perd produzcan una fibra de elevado grosor, siendo muy escasos los
reproductores de calidad, por lo que su precio no esta al alcance de la mayoria de los
criadores. ¢Que podemos hacer en estas circunstancias para aprovechar el potencial
genético de los machos y hembras de elevada calidad genética que aun nos quedan? La
mejora genética mediante la formacion de nucleos de reproductores y la realizacion de
pruebas de progenie requiere muchos anos de trabajo y estd limitada, entre otros
factores, por el largo intervalo generacional y la escasa capacidad reproductiva de la
hembra, ya que tan solo produce un maximo de 4-5 crias a lo largo de toda su vida
reproductiva (Novoa, 1999). Por lo tanto, es necesario recurrir a otras alternativas
como la induccién de ovulaciones multiples y la transferencia de embriones al objeto de
incrementar de forma rapida el nimero de machos y hembras de calidad genética
superior. Ello permitiria acelerar la propagacion de los animales seleccionados por sus

caracteristicas morfoldgicas y por la cantidad y calidad de su fibra.
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2.- Anatomia del aparato reproductor de la hembra

El tamano 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 (Sato y Montoya, 1990; Sumar, 1985). 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 3 y 5 mm (Elwishy, 1992). La presencia de foliculos maduros y, sobre todo,
de cuerpos lUteos le confiere al ovario un aspecto lobulado. Cada ovario esta rodeado
completamente por un largo pliegue del mesosalpinx con forma cénica denominado
bursa ovarii, cuya porcion apical forma un amplio orificio circular que comunica con la
fimbria del oviducto (Bravo, 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). Las funciones del
oviducto son diversas, destacando la captacion del ovocito proveniente del ovario, el
transporte y almacenamiento de los espermatozoides depositados en el Utero,
proporcionar el ambiente adecuado para que se produzca la fecundacién y el inicio del

desarrollo embrionario (Sato y Montoya, 1990).

El Gtero 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
organo se localiza en el interior de la pelvis (Sato y Montoya, 1990). El aparato genital
esta suspendido de las paredes abdominales y pélvicas por amplios ligamentos (Fowler,
1989). El cuerno uterino izquierdo es mas grande que el derecho desde la etapa fetal y
prepuberal (Tibary y Anouassi, 1997) y esta diferencia se acentia en las hembras
multiparas como consecuencia de que el 98% de las gestaciones tienen lugar en el
cuerno izquierdo (Fernandez-Baca y col, 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 Utero se incrementan durante
la fase folicular, manteniéndose relajado y homogéneo durante la fase luteinica (Tibary,
2001c).

El cérvix es similar al de la vaca, contiene 2 6 3 pliegues anulares (Sato y Montoya

1990; Smith y col, 1994) y su longitud oscila entre los 2 y 5 cm. El grado de apertura o
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cierre estd sometido a regulacién endocrina, de manera que su luz se dilata durante el
celo para facilitar la copula, mientras que se estrecha durante la gestacidon para evitar
la contaminacion del Utero mientras se completa el desarrollo embrionario o fetal (Sato
y Montoya, 1990). El cérvix protruye en la vagina, formando dos sacos ciegos, uno dorsal

y otro ventral.

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 Utero ocasiona la desaparicion de los mencionados
pliegues. El himen, o sus restos, marcan la separacion entre la vagina y la vulva. La

longitud de la vulva es de unos 3 cm y el clitoris es muy pequeno (Bravo y col, 2000).

3. Fisiologia reproductiva en la hembra

3. 1. Pubertad

La mayor parte de las hembras alpaca 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 y col, 1972; Sumar, 1985). La aparicion de la pubertad estd supeditada a las
condiciones ambientales, especialmente a la situacion nutricional. Asi, la pubertad se
produce cuando el animal alcanza el 60% del 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 gestacién hasta los 2 afios de edad, lo que unido a la tasa de natalidad media
es aproximadamente del 50% en estos animales, determina que Unicamente la mitad
de los mismos produzca su primera cria a los 3 afios, mientras que el resto no lo hace
hasta los 4 anos de edad (Fernandez-Baca, 1974). Sin embargo, cuando las condiciones
nutricionales son adecuadas es posible lograr que las hembras inicien su primera
gestacién a los 12 meses de edad, obteniéndose una buena fertilidad (Fernandez-Baca,
1972; Novoa y col, 1972). Asi, se ha comprobado que cuando las hembras de un afo,
que presentan buen desarrollo corporal, se mantienen durante 3 dias consecutivos con
machos adultos (4 a 6 afios), es posible alcanzar porcentajes de fertilidad del 96.1%,

cifras similares a las obtenidas con hembras adultas (Condorena, 1977).

Las vicufias y los guanacos también producen su primera cria a los 3 afios de edad

(Raedeke, 1978) y en el Dromedario (Camelus dromedarius). Se describe también un
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patrén reproductivo similar, alcanzandose la madurez sexual en edades tardias 3 a 4

afos en las hembras y entre 4 y 7 afios los machos (Yagil y col, 1984).

3.2. Patrones reproductivos en las hembras adultas.

Los camélidos son especies de ovulacion inducida, por lo que una vez alcanzada la
madurez sexual su fisiologia ovarica esta condicionada por la existencia o no de cépula,
pudiendo encontrarse en tres situaciones fisioldgicas: 1) ausencia de monta y de
ovulacién; 2) monta y ovulacion sin que se inicie la gestacion; 3) gestacion (Vaughan y
Thibary, 2006).

3.2.1. Fisiologia ovarica de las hembras apareadas que no han ovulado.

La ecografia ovarica realizada en hembras adultas de las diferentes especies de
camélidos, llamas (Adams y col, 1989), alpacas (Vaughan y col, 2004b) y vicunas
(Aguero y col, 2001; Miragaya y col, 2004), indican que en ausencia de cépula los
animales muestran oleadas de crecimiento folicular de manera continua, de manera
similar a lo observado en otras especies doméstica. Pero, a diferencia de otras
especies, en ausencia de copula no se produce la ovulacién ni la formacién de un
cuerpo luteo, de tal forma que al final de la oleada de crecimiento se produce atresia
del foliculo dominante (Sumar, 2000). Por lo tanto, en los camélidos resulta mas
adecuado utilizar el modelo de crecimiento folicular en oleadas que el del ciclo estral.
Ademas, se ha comprobado la existencia de una correlacion negativa entre el nUmero
de foliculos antrales presentes en el ovario y el diametro que alcanza el foliculo de
mayor tamafio (Adams y col, 1989; 1990; Aguero y col, 2001, Miragaya y col, 2004;
Vaughan y col, 2004). El reclutamiento o emergencia de |la oleada se caracteriza por el
crecimiento de un grupo de foliculos antrales de 2 a 3 mm hasta alcanzar un diametro
de 4 a 5 mm. A partir de este momento se establece la seleccion, que permite que uno
de los foliculos continle creciendo, mientras que el resto sufre atresia (Adams y col,
1989). El foliculo dominante inhibe el crecimiento folicular en ambos ovarios,
probablemente, a través de la secrecion de inhibina (Tibary, 2001b; Tibary y Memon,
1999). Se ha comprobado la existencia de una correlacion positiva entre el tamafio del
foliculo dominante y las concentraciones plasmaticas de 17B-estradiol y urinarias de
sulfato de estrona, tanto en alpacas (Aba, 1995; Aba y Forsberg, 1995; Aba y col,
1995; Bravo y col, 1990b), como en llamas (Aba y col, 1995; Bravo, 1994; Bravo y col,
1990b; Chaves y col, 2002). La mayor concentracion de estradiol se alcanza cuando el
foliculo adquiere su diametro maximo, en las alpacas a los 8 dias del inicio de la oleada

de crecimiento (Vaughan, 2001a) y en las llamas a los 10-13 dias (Chaves y col, 2002).
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En ausencia de copula los niveles plasmaticos de progesterona son inferiores a 1 ng/ml
(Aba y col, 1995, Bravo y col, 1990b; 1995b; Ridland y col, 1992). No obstante, en
algunas ocasiones los foliculos hemorragicos anovulatorios pueden luteinizarse vy
producir progesterona en cantidades mas elevadas (Tibary, 2001b; Tibary y Memon,
1999).

La velocidad de crecimiento folicular varia en las diferentes especies de camélidos
siendo 0,5-0,8 mm/dia en llamas (Adams y col, 1989; 1990), 0,43 mm/dia en alpacas
(Vaughan y col, 2004) y 1,8 mm/dia en vicufias (Aguero y col, 2001; Miragaya y col,
2004). La evolucion folicular puede ser dividido en tres fases, fase de crecimiento, fase
de madurez, momento en el que se alcanza el didmetro de foliculo preovulatorio (7-
12 mm), y la fase de regresién, siendo la duracién media de cada una de ellas de 4 dias
en la alpaca (Bravo y Sumar, 1989). Los datos obtenidos en las llamas son muy
similares: fase de crecimiento 4,8 dias, fase de madurez 5,0 dias y fase de regresion 4
dias (Bravo y col, 1990a). No obstante el periodo de supervivencia del foliculo
dominante muestra grandes variaciones de unas oleadas a otras. En las llamas y las
alpacas no se ha demostrado la existencia de una asociacion temporal entre la
elevacién de los niveles de FSH y el inicio de la oleada de crecimiento folicular, tal y
como se ha descrito en los bovinos (Adams, 1999), por lo que es necesario realizar
nuevos estudios utilizando métodos mas sensibles para conocer mejor los mecanismos
gue regulan el reclutamiento en estas especies. Durante la lactacion el intervalo entre
oleadas de crecimiento folicular se reduce y también lo hace el didmetro maximo
alcanzado por el foliculo dominante, probablemente, sea una consecuencia del efecto

de los elevados niveles de prolactina (Adams y col, 2000).

Algunos autores observaron que los foliculos dominantes se distribuyen de forma
homogénea entre ambos ovarios (Adams y col, 1992; Bourke y col, 1992b; Bravo y col,
1990b; 1995a; 1995c, Bravo y Sumar, 1989; Fernandez-Baca y col, 1970b; San Martin
y col, 1968; Vaughan y col, 2003), pero otros indican que el nimero de foliculos
presentes en el ovario izquierdo es ligeramente superior al del derecho (Del Campo y
col, 1996). No obstante, no siempre se produce alternancia entre ambos ovarios de una
oleada a otra (Adams y col, 1990; Bourke y col, 1992b; Vaughan y col, 2004). La
presencia de un cuerpo lUteo en el ovario, sea de ciclo o de gestaciéon, no afecta al

numero de foliculos en crecimiento (Del Campo y col, 1996a).

Al cabo de 2 a 3 dias del inicio de la atresia del foliculo dominante se inicia una
nueva oleada de crecimiento folicular (Vaughan, 2001) y en ocasiones se puede

producir la coexistencia de dos foliculos dominantes, uno en crecimiento y otro en
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regresién (Adams y col, 1990). Desde el momento en el que se establece la seleccién el
crecimiento folicular estd regulado por la secrecién de LH, por ello, los cambios en la
concentracion de progesterona como consecuencia de la ovulacion o de la gestacién
reducen el intervalo entre oleadas y el tamafio maximo alcanzado por el foliculo
dominante (Adams y col, 1990). Sin embargo, en las hembras que no ovulan también
se produce la regresion del foliculo dominante, lo que podria indicar que en estas
especies existen mecanismos de regulacién intraovaricos capaces de controlar la vida

del foliculo dominante.

En los camélidos se ha descrito la presencia de foliculos quisticos (Bravo, 1997;
Sumar, 1983) y hemorragicos (Adams y col, 1991b; Tibary y Anouassi, 1997). Ambas
estructuras presentan numerosas similitudes y algunas diferencias, pero se desconocen

sus efectos sobre la funcidn reproductiva.

El intervalo entre la emergencia de dos oleadas de crecimiento folicular
consecutivas difiere en las distintas especies de camélidos siendo de 12 a 16 dias en
alpacas (Vaughan y col, 2004), 18 dias en llamas (Adams y col, 1990; Chavez y col,
2002) y 4 dias en vicunas (Aguero y col, 2001; Miragaya y col, 2004). No obstante,
Bravo y Sumar (1989) y Bravo y col (1990b) observaron que el intervalo entre la
presencia de dos foliculos dominantes sucesivos era de 11-12 dias tanto en alpacas,
como llamas. La duracién del intervalo entre dos oleadas podria variar con la
localizacién geografica, la estacidon del afio, la situacion fisioldgica de la hembra, el

método de examen y el nimero de animales incluidos en el disefio experimental.

El didmetro maximo alcanzado por el foliculo dominante es de 8 a 12 mm en las
alpacas (Bravo y Sumar 1989; Vaughan y col, 2004) y de 9 a 16 mm en llamas (Adams
y col, 1990). Esto podria explicar parcialmente las diferencias observadas entre ambas
especies en la duracién del intervalo entre dos oleadas consecutivas (Vaughan y col,
2004; Adams y col, 1990). No obstante, no explica el corto intervalo entre oleadas
observado en las vicufias (Miragaya y col, 2004), en las cuales el didametro maximo del

foliculo dominante, 6 a 11 mm, es muy similar al de las alpacas.

Cuando los foliculos anovulatorios alcanzan un elevado tamafio su persistencia se
prolonga, lo que podria indicar que se trata de foliculos quisticos o hemorragicos. Asi,
se ha comprobado que los foliculos quisticos, cuyo didmetro es superior a los 12 mm,
pueden mantenerse entre 17 y 31 dias (Bravo y col, 1993), y que los foliculos
hemorragicos, con un didmetro superior a los 13 mm, se mantienen en el ovario 25

dias o0 mas (Adams y col, 1991b).
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3.2.2. Fisiologia ovarica de las hembras apareadas que no han quedado

gestantes.

Los camélidos son especies de ovulacién inducida, por lo que, las hembras
necesitan estimulacion coital para que se produzca la ovulacion del foliculo dominante y
la formacion de un cuerpo lateo (England y col, 1969; Fernandez-Baca y col, 1970a;
Ledn y col, 1990; Rodriguez, 1959; San Martin y col, 1968). La elevacién de los niveles
de estradiol asociada al crecimiento folicular no es suficiente para provocar la descarga
preovulatoria de LH (Bravo y col, 1990b). Algunos estimulos fisicos, auditivos, olfatorios
o visuales pueden inducir la ovulaciéon, pero su efectividad es considerablemente
inferior a la de los estimulos coitales. En estas circunstancias se habla de ovulaciones
espontaneas, siendo su presentacion inferior al 5-10% y observandose

preferentemente durante el postparto (Fernandez-Baca y col, 1970; Bravo y col, 1989).

El primer incremento significativo de los niveles plasmaticos de LH se produce
entre 15 y 40 min después del inicio del coito, como consecuencia de un reflejo
neuroendocrino (Spies y col, 1997). Los estimulos neuronales que desencadenan dicho
reflejo se han relacionado con la estimulaciéon peniana del cérvix, los sonidos emitidos
por el macho y el contacto fisico (Bravo, 1994; Fernandez-Baca y col, 1970a) y
recientemente, con la presencia en el semen de un factor inductor de la ovulacion
(Adams y Ratto, 2001; Chen y col, 1985). En un estudio realizado por Ferndndez-Baca
y col (1970a) se demostréo que la coépula con machos enteros o vasectomizados
provocaba la ovulacion 77-82%, mientras que en los casos en los que se producia la

monta sin intromisidon el nimero de ovulaciones eran muy bajo.

El pico de LH se presenta a las 2 6 3 horas de la monta, retornando a niveles
basales al cabo de 7 a 12 horas de la misma (Aba, 1998; Aba y Forsberg, 1995; Aba y
col, 1995; 1999; Bravo y col, 1990a; 1991b; Bravo y col, 1992).

La descarga de LH como respuesta a la copula estd condicionada por el tamafio
del foliculo dominante (Bravo y col, 1991b). Cuando los foliculos tienen un diametro
entre 4 y 5 mm, la cantidad de LH secretada es muy inferior y no se produce la
ovulacidon. Esta situacion parece ser consecuencia de que los foliculos de pequeno
tamafio no son capaces de producir suficiente cantidad de estradiol para sensibilizar al
eje hipotalamo hipofisario (Bravo y col, 1991b). Sin embargo, Aba y Forsberg (1995a),
no encontraron ninguna correlacion entre los niveles plasmaticos de estradiol (rango 5
a 41 pmol/l) y la cantidad de LH liberada en respuesta a la administracion de GnRH

(0.2 ug/kg de peso vivo) en alpacas y llamas.
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Para que se produzca la ovulacidon como respuesta al coito es necesario que el
foliculo dominante tenga un didametro superior a los 6 mm y se encuentre en fase de
crecimiento (Adams y col, 1990), cuando el didametro folicular es menor o el foliculo se

encuentra en regresion, no se produce la ovulacion (Bravo y col, 1991).

La existencia de copulas repetidas en un intervalo de 6 a 24 h no determina un
incremento significativo en la amplitud de la descarga preovulatoria de LH (Bravo y col,
1992). Por ello, estos autores sugieren que el eje hipotalamo-hipofisario podria
manifestar un periodo refractario, que posiblemente seria consecuencia de la deplecion
de LH hipofisaria o de una disminuciéon en el nimero de receptores hipofisarios para la
GnRH. England y col (1969) observaron que el contenido hipofisario en LH era bajo a

los 4 dias del coito y que sus niveles se recuperaban a los 8 dias del mismo.

El intervalo entre la copula y la ovulacidn es aproximadamente de 30 h (rango de
24 a 48 h) en la alpaca y la llama (Adams y Ratto, 2001; Huanca y col, 2001; San
Martin y col, 1968). Adams y col (1990) observaron que el intervalo entre la copula y la
ovulacion es bastante constante en las llamas, de tal forma que el 96% de los animales
ovularon en el transcurso del segundo dia posterior al coito y solamente un 4% lo hizo
en el tercer dia. No se ha observado ninguna influencia del tamafio del foliculo
dominante en el intervalo cépula-ovulacién (Adams y col, 1990; Sumar y col, 1993a).
Sin embargo, se ha comprobado que la velocidad de crecimiento del foliculo dominante
desde la monta hasta la ovulacidon depende del tamafio del mismo. Cuando su didmetro
estaba comprendido entre 7 y 9 mm su crecimiento fue de 0,6 a 1 mm/dia, mientras
gue los foliculos con un didmetro entre 10 y 12 mm solamente crecian 0,2 mm/dia
(Adams y col, 1990).

Las ovulaciones tienen lugar en ambos ovarios con una frecuencia similar, a pesar
de que la mayor parte de las gestaciones se localicen en el cuerno izquierdo (Bravo y
col, 1993; 1995c; Fernandez-Baca y col, 1970a; 1973). Tampoco se ha podido
comprobar que el ovario de procedencia del ovocito tenga ningun efecto en la

probabilidad de que se produzca una gestacidén (Vaughan y col, 2003).

En estas especies las ovulaciones multiples son muy raras y su frecuencia esta
comprendida entre el 5y 15% (Bravo y col, 1993; Fernandez-Baca y col, 1970a). Sin
embargo, no se ha descrito la existencia de ningln nacimiento multiple en su habitat

natural (Fernandez Baca, 1974; San Martin y col, 1968; Fernandez- Baca y col, 1968).
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La descarga preovulatoria de LH altera la estructura y funcion del foliculo
preovulatorio antes de que se produzca la ovulacion, provocando la maduracién del
ovocito, la expansion de las células del cimulo y la ruptura de la pared folicular (Khatir
y col, 2004; 2005). Ademads, se produce un cambio en la secrecion de esteroides,
observandose un aumento de los niveles de estradiol tras la descarga de LH (Vivanco
1985), pasando de 100-200 pgr/ml a mas de 700 pgr/ml (Sumar, 1996), para

descender posteriormente a partir de las 18 horas de la cépula (Bravo y col, 1990a).

La ovulacion espontanea, definida como la ruptura del foliculo y formacién de un
cuerpo luteo en ausencia de un estimulo coital, es poco frecuente, aunque un estudio
realizado en alpacas sefala que se produce en el 3,5% de los foliculos mayores de 6
mm (Bravo y Sumar, 1989). Esta situacidn tiene lugar cuando existe contacto fisico con
machos o hembras, en situaciones en las que existe estrés asociado al manejo y
durante la manipulacion del tracto genital o la ecografia transrectal (Bourke y col,
1995a; Chaves y col, 2002; Ratto y col, 1997; Sumar, 1994). En algunos estudios en
los que se aplicd la laparoscopia, se observod la luteinizacion de los foliculos sin que
existiera ovulacion previa (Bravo y Sumar, 1989; Pollard y col, 1994; Tibary y Memon
1999)

3.2.3. Actividad Luteal

El cuerpo luteo se desarrolla en el ovario a los 5 dias de la cépula (2 a 4 dias
después de la ovulacién), localizdndose en el punto de ovulacion (Adams y col, 1989;
1990; 1991a; Sumar y Bravo, 1991), observandose una elevacién de los niveles de
progesterona entre 4 y 6 dias después del coito (Aba y col, 1995a; Sumar y Garcia,
1986). El cuerpo lUteo alcanza su tamano maximo (10 a 15 mm) entre 8 dias después
del coito, coincidiendo con los niveles maximos de progesterona (Aba y col, 1995a;
Adams y col, 1991a). A partir de los 4 dias de la ovulacién puede visualizarse el cuerpo
Iiteo con relativa facilidad utilizando ecografia transrectal y aparece como una
estructura de ecogenidad media con una zona central muy ecogénica. Algunos cuerpos
IUteos presentan una cavidad central, no ecogénica, repleta de liquido cuyo diametro
oscila entre 3 a 8 mm (Adams y col, 1991a). En ausencia de gestacidon la vida del
cuerpo lUteo es muy corta, 8 a 9 dias, al cabo de los cuales se inicia su regresion,
reduciéndose su diametro a la mitad a los 12 dias del coito, al tiempo que desciende la
secrecion de progesterona, alcanzando su nivel mas bajo en los dias 14 6 15 (Adams y
col, 1989; 1990; 1992b; Fernandez-Baca y col, 1970a; Sumar y Bravo, 1991; Sumar y
col, 1988a). Cuando no existe gestacion, las hembras vuelven a mostrar receptividad

sexual 12 a 14 dias después de la Ultima cépula.
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La actividad secretora del cuerpo IUteo de los camélidos puede determinarse a
través de los niveles plasmaticos de progesterona o los niveles urinarios de glucuronato
de pregnanodiol, ya que se ha comprobado que los cambios en las concentraciones de
ambas sustancias son paralelos a las variaciones en el tamano del cuerpo luteo (Bravo,
1994; 1991b; England y col, 1969; Fernandez-Baca y col, 1970a). Algunos autores
sefalan que la existencia de unos niveles plasmaticos de progesterona superiores
0,32 ng/ml (1 nmol/l) (Sumar y col, 1988) indican de la existencia de un cuerpo lUteo
funcional, mientras que otros establecen unos valores minimos de 2 ng/ml (6,4 nmol/l)
(Adams y col, 1991a).

Se ha descrito la existencia de fases luteales cortas, con una duracion de tan solo
4 dias, tanto en las llamas como en las alpacas (Sumar y col, 1988a). La aplicacion de
la ecografia ha permitido comprobar que los foliculos en regresion pueden
transformarse en foliculos anovulatorios luteinizados, caracterizados por una gran
cavidad central, cuya vida media aproximada es de 5 dias (Bravo y col, 1991a). Estos
autores sefialan que los foliculos en regresién han perdido la capacidad de secretar los
factores necesarios para que se produzca la ovulacion, pero son capaces de

luteinizarse.

La existencia de un cuerpo lUteo funcional no interrumpe las oleadas de
crecimiento folicular, de manera que a los pocos dias de la ovulaciéon se forma un nuevo
foliculo dominante (Adams y col, 1990). Sin embargo, la presencia de progesterona
reduce el crecimiento folicular, de tal manera que el nimero de foliculos que inician el
crecimiento y el didmetro alcanzado por el foliculo dominante son mas reducidos. Sin

embargo, el intervalo entre oleadas no sufre ninguna modificacién (Adams y col, 1990).

La regresion del cuerpo IUteo es consecuencia de la secrecién endometrial de
PGF,, que llega a la circulacién sistémica a través de las venas uterinas (Aba y col,
2000), no se ha aclarado aun la intervencion de la oxitocina en la luteolisis en los
camélidos. Un hecho curioso observado en los camélidos es que el cuerno uterino
izquierdo tiene un efecto luteolitico local y sistémico, mientras que el efecto luteolitico
del cuerno derecho solamente es local, por lo tanto, solo afecta al ovario derecho
(Fernandez-Baca y col, 1979). Esta diferencia en la actividad luteolitica ha sido
relacionada con la anatomia vascular del Utero, el oviducto y los ovarios, observandose
que en el 90% de las hembras la arteria uterina derecha es mas gruesa y presenta
ramificaciones que irrigan el cuerno izquierdo, mientras que la vena uterina izquierda
presenta un didametro superior. Ello ha llevado a sospechar de la existencia de

conexiones arteriovenosas que permiten al cuerno izquierdo influir sobre la actividad
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funcional del ovario derecho (Del Campo y col, 1996b).

Los cambios en la secrecion de PGF,, se han analizado determinado la
concentracion de sus metabolitos mas estables (PGFM, 3,14 dihidro-15-ceto-PGF,, o
15-ceto-dihidro-PGF,,) (Aba y col, 2000; Skidmore y col, 1996a; 1998). Las
concentraciones de PGFM permanecen en niveles basales (200 pmol/l) durante el inicio
de la fase luteal y comienzan a elevarse a los 7 dias del coito (Aba y col, 2000). Entre
los dias 8 y 12 aumenta la amplitud de los pulsos (800-1200 pmol/l en llamas y
600 pmol/l en alpacas) (Aba y col, 1995b; 2000; Sumar y col, 1988a).

No existen evidencias de la existencia de pseudo gestacion en los camélidos como
sucede en otras especies de ovulacion inducida (England y col, 1969; Fernandez-Baca y
col, 1970a; Adams y col, 1991a). Sin embargo, Adam y col (1989) observaron que
algunas llamas cubiertas presentaban elevadas concentraciones de progesterona en el
dia 60 a pesar de no estar gestantes, lo que fue atribuido a la existencia de un cuerpo

|Uteo persistente.

3.3. Comportamiento sexual

Los camélidos domésticos, alpacas y llamas, 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 y col, 1968). A medida que
avanza la estacién reproductiva la intensidad del estro, el nidmero de hembras
receptivas se reducen (England y col, 1971). La receptividad sexual no esta siempre
asociada con la presencia de un foliculo dominante (Sumar y col, 1993; Bravo y col,
1994).

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

Baca y col, 1970a; Novoa, 1970). Algunas hembras montan a otras que estan echadas,
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ejecutando movimientos pélvicos similares a los machos (San Martin y col, 1968;
Fernandez Baca y col, 1970b), pero dicho estimulo no es suficiente para inducir la
ovulacion (Ferndndez-Baca y col, 1970b). Cuando una hembra no receptiva es
perseguida por un macho, trata de escapar por todos los medios y se defiende

pateando y escupiendo (Fernandez-Baca y col, 1968; Raedeke y col, 1978).

Los camélidos son los Unicos ungulados que se aparean en decubito esternal. La
hembra adopta durante la cépula una actitud pasiva y en ocasiones se dispone en
decubito lateral (Sumar y Adams, 1997). El macho se coloca sobre la hembra vy sitlda
sus metatarsos lateralmente a los de la hembra (Novoa, 1970). Los machos muestran
su excitacion con temblores de las orejas, movimientos de la cola, dilatacién de los
orificios nasales y la emisidn de sonidos guturales denominados “orgling” (Novoa,
1970). Algunos autores consideran que estos sonidos intervienen en la descarga
preovulatoria de LH (Bravo, 1994; Guilbride y Moro, 1965).

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 y col, 1981). El movimiento del pene en el interior
del Utero provoca en el endometrio inflamacién, edema e hiperemia (Bravo y col,
1996a; Velasquez y col, 1999).

La duracion media de la copula suele ser de 20 a 30 minutos, aunque el rango es
muy amplio variando entre 5 y 65 min (England y col, 1971; Sumar, 1985; Fernandez
Baca, 1993). La duracion de la copula estd influida por diversos factores: nimero de
machos presentes de manera simultanea, edad de las hembras, jerarquia dentro del
rebafio, hora del dia, estacién del ano, etc. (Escobar, 1984; Knight y col, 1992; Pollard
y col, 1999; Vaughan, 2001).

No existe unanimidad en cuanto a la influencia de la duracién de la copula en el
desencadenamiento de la ovulacion. Asi, algunos autores indican que las copulas de 5
minutos de duracidon son efectivas para inducir la ovulacion (Pollard y col, 1991),
mientras que otros sefialan que deben superar los 12 min (Parraguez y col, 1997). No
existen signos externos indicativos del momento en que ocurre la eyaculacién (Novoa,
1991).

Durante los meses de febrero a marzo algunas alpacas contindan en celo después

de la copula aceptando nuevamente al macho hasta 24 h después. Es probable que las
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hembras que no ovulan, por presentar foliculos de reducido diametro, continden en celo
hasta desarrollar foliculos capaces de responder al estimulo inductor de la ovulaciéon y
algunas hembras que ovulan siguen manifestando receptividad sexual hasta que el
cuerpo lUteo inicia su actividad secretora (Fernandez Baca y col, 1970b), momento a

partir del cual desaparecen los signos de celo.

3.4. Estacionalidad reproductiva

Existen opiniones contradictorias en relacion a la existencia o no de estacionalidad
reproductiva en los camélidos sudamericanos, lo que podria indicar que su patrén
reproductivo esta influido tanto por las condiciones ambientales, como por las de
manejo a que son sometidos. En su habitad natural tienen un comportamiento
estacional, de tal manera, que los partos se producen entre enero y abril. Esta época
del afio coincide con las condiciones ambientales, 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 y col, 1968; Franklin, 1983; Sumar 1985). Sin
embargo, en el hemisferio norte las llamas y alpacas se reproducen a lo largo de todo
el afio (Schmidt 1973; Johnson, 1988) y en Nueva Zelanda se reproducen tanto en los
meses de primavera, como durante el otofio (Pollard y col, 1995). Algunos estudios
indican que la actividad sexual de los machos disminuye durante la primavera (Pollard
y col, 1995).

La fisiologia reproductiva de la alpaca esta supeditada al manejo que reciben los
animales. Asi, en los rebafos de las comunidades campesinas, en los que generalmente
se mantienen los machos y las hembras agrupados a lo largo de todo el afo, las
alpacas paren Unicamente entre los meses de enero y abril. En cambio, cuando no hay
asociacion permanente entre hembras y machos y se los junta periddicamente, los
apareamientos y la gestacidon ocurren en meses diferentes a los antes sefialados
(Fernandez-Baca y col, 1968; Fernandez-Baca y col, 1993; Novoa, 1991). El continuo
agrupamiento 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 y col, 1972b). Por el contrario, cuando existe completa separacion de machos y
hembras y solamente se permite la copula de forma esporadica (por ejemplo una vez al
mes) ambos sexos se mantienen sexualmente activos durante todo el afio (Sumar,
1985) vy los partos pueden producirse en cualquier época del mismo (San Martin y col,
1968; Huanaco y col, 1986; Laguna, 1986).
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La estacion del afio tiene muy poca influencia en la ovulacién, fertilidad vy
supervivencia embrionaria (Fernandez-Baca y col, 1972a), aunque en Nueva Zelanda
las alpacas demostraron menor receptividad sexual durante la primavera (Pollard y col,
1995) y en Norteamérica las llamas presentan menor fertilidad durante el verano
(Johnston, 1988).

No se conocen los mecanismos que regulan la estacionalidad sexual de las
hembras o la inhibicién de la 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).

La estacion influye también en la duracion de la gestacion y el peso de las crias en
el momento del nacimiento. Asi, en un estudio realizado con alpacas en Nueva Zelanda
se ha comprobado que la gestacion se alarga en primavera y se acorta en otono (Davis
y col, 1997). Ademas, las crias nacidas durante el otofio pesaban 1 kg mas que las

nacidas en primavera (Davis y col, 1997).

3.5. Influencia de la alimentacién en la reproduccion

Tal y como hemos sefialdo previamente, la edad al primer servicio estd
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).

3.6. Gestacion.

Los acontecimientos asociados con la maduracidon del ovocito, la capacitacién
espermatica, la reaccion acrosémica y la fecundacidon no han sido estudiados en los
camélidos de manera detallada, por lo que, se asume que son similares a los descritos

en otras especies domeésticas.

El desarrollo embrionario es muy rapido, de tal forma que a los 4 dias del coito

aparecen en el oviducto embriones de 4 a 8 células en el oviducto (Bravo y col, 1996a).
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Los embriones llegan al cuerno uterino a los 5-6 dias de la ovulaciéon en forma de
blastocistos en eclosidon o recién eclosionados (Del Campo y col, 1995a; McKinnon y
Tinson, 1992), comienzan a elongarse entre los dias 9 y 10 y se establece un estrecho

contacto entre el trofoblasto y el endometrio en el dia 12 de gestacién (Tibary, 2001a).

A pesar de que el porcentaje de ovocitos fecundados es muy elevado en estas
especies (70% a 80%), entre un 25 y un 50% de los embriones mueren durante los
primeros 30 dias de gestacién, sin que se conozca su causa (Fernandez-Baca y col,
1970a). Una de las probables razones de esta elevada mortalidad embrionaria es la
incapacidad del cuerno uterino derecho para soportar la gestacion. A pesar de que
ambos ovarios contribuyen de manera similar a la produccidon de ovocitos, muy pocos
de los embriones implantados en el cuerno derecho son capaces de sobrevivir al dia 30
de gestacion y ninguno consigue sobrevivir a partir del dia 87 (Fernandez-Baca y col,
1970b). En este mismo estudio se comprobo que el nimero de gestaciones originadas
por embriones procedentes del cuerno derecho, que migran al izquierdo y se implantan
en él es bastante reducido. No obstante, en un estudio posterior se observé que la
mitad de las gestaciones establecidas en el cuerno izquierdo estaban soportadas por un
cuerpo luteo localizado en el ovario derecho (Ferndndez-Baca y col, 1979). Esto podria
indicar que la mortalidad embrionaria afecta a los embriones procedentes de ambos
cuernos de manera similar. A pesar de que exista migracién del cuerno derecho al
izquierdo, la ausencia de un embrién en dicho cuerno podria contribuir a la regresién
del cuerpo lUteo, especialmente si la migracién se retrasa con respecto al momento del
reconocimiento maternal de la gestacién. Tampoco podemos descartar la existencia de
diferencias entre ambos cuernos en el mecanismo implicado de reconocimiento

maternal de la gestacidn.

Recientemente se ha descrito la anatomia macro y microscopica de la placenta de
la alpaca (Olivera y col, 2003). La implantacion parece iniciarse en el dia 14 post-
ovulaciéon comenzando en el cuerno izquierdo, para posteriormente extenderse al
derecho (Olivera y col, 2003) y las interdigitaciones entre las células epiteliales del
Utero y el trofoblasto embrionario se observan solamente en el cuerno uterino
izquierdo, en regiones préximas al embrién. Estas zonas han sido descritas en
dromedarios y permiten los primeros intercambios materno-fetales y el reconocimiento

maternal de la gestacion (Abd-Elnaeim y col, 1999; Skidmore y col, 1996).

Las interdigitaciones aumentan en profundidad y complejidad a medida que la
gestacidon avanza, facilitando el intercambio gaseoso entre la madre y el feto (Fowler y

Olander, 1990; Olivera y col, 2003). Las zonas de contacto entre el trofoblasto y el
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endometrio presentan una capa altamente glicosilada que podria jugar un papel
destacado en el proceso de adhesiéon (Abd-Elnaeim y col, 1999; Jones y col, 2000;
Jones y col, 2002). Existen evidencias de una intensa actividad biosintética y de
intercambio de gases y nutrientes en sentido bidireccional, pero no se ha demostrado la

existencia de areas especificas de intercambio (Oliveira y col, 2003).

El trofoblasto de las alpacas presenta células binucleadas y multinucleadas, cuyo
nimero se incrementa a medida que avanza la gestacion, aunque se desconoce su
funcién (Jones y col, 2002; Oliveira y col, 2003). Es posible que dichas células estén
relacionadas con la secrecion de citoquinas y factores de crecimiento necesarios para la
implantacién y placentacién. La placenta de los camélidos ha sido clasificada dentro de
la categoria de epiteliocorial y no presenta zonas especificas de fijacion (cotiledones)
como otras especies de rumiantes. El epitelio del cérion muestra numerosas
proyecciones semicirculares que se unen a sus correspondientes depresiones en la
mucosa uterina (Stevens y col, 1980; Fowler, 1989; Smith, 1985).

Durante la gestacién disminuye el tono uterino y aumenta la curvatura ventral de
los cuernos. Los camélidos son la Unica especie en la que existe una membrana fetal
extra, que deriva de la epidermis y recubre la totalidad de la superficie fetal fijandose a
las mucosas de la nariz, labios, ojos, ano, prepucio y vulva (Fowler y Olander, 1990).
La funcidon de esta membrana es desconocida, pero podria jugar un papel lubricante en
el momento del parto facilitando la salida del feto, debido a que en estas especies la

cantidad de fluidos es muy escasa.

3.6.1. Reconocimiento maternal de la gestacion.

Tal y como hemos senalado previamente, en los camélidos, el 98% de las
gestaciones se localizan en el cuerno uterino izquierdo, a pesar de que los cuerpos
Iiteos de gestacién se distribuyan de forma homogénea en ambos ovarios (Bravo y
Varela, 1993; Fernandez-Baca y col, 1973). Esta situacion indica la existencia de un
patrén diferencial en relacion con la luteolisis, lo que podria explicar que los embriones
que inician su vida en el cuerno derecho deban migrar al izquierdo para evitar la
luteolisis. Se desconoce la naturaleza de las sefales que intervienen en el
reconocimiento maternal de la gestacion en estas especies, pero deberan emitirse entre
los dias 9 y 13 de gestacion para contrarrestar el efecto luteolitico de la PGF2, Los
blastocistos de los rumiantes producen interferon-Tau que suprime la expresion génica

de los receptores para los estrogenos y la oxitocina en el epitelio uterino y evita la
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liberacion de prostaglandinas (Bazer y col, 1996). No obstante, Leaman y Roberts

(1992) no encontraron interferon-Tau en las llamas.

El estradiol es otro posible candidato para actuar como sefial en el reconocimiento
maternal de la gestacidon en llamas y alpacas. Asi en la especie porcina, el
reconocimiento maternal de la gestacion se produce entre los dias 11 y 12, cuando los
blastocistos comienzan a producir estrégenos y cambian de forma esférica a
filamentosa (Bazer y Thatcher, 1977; Bazer, 1992). Ademas, la administracion de
estrégenos entre los dias 11 y 15 del ciclo estral provoca un significativo alargamiento
de la vida del cuerpo IGteo (Geisert y col, 1982). Algunos estudios realizados en
dromedarios demuestran que los blastocistos presentan una elevada actividad
aromatasa y sintetizan grandes cantidades de estrona y estradiol entre los dias 10 y 33
(Skidmore y col, 1994). El principal estrégeno producido por los blastocistos de camello
fue el estradiol, en contraste con los blastocistos de la especie porcina y equina que
producen preferentemente estrona (Perry y col, 1973; Heap y col, 1982). En un estudio
reciente realizado por Powell y col (2007), se ha demostrado que los blastocistos de
lama producen cantidades crecientes de 170-estradiol entre los dias 7 y 15 de
gestacion, observandose un marcado incremento entre los dias 11 y 13, momento en el
que cambia la forma del blastocisto de oval a alargada. Esta actividad secretora
coincide con el momento de la luteolisis, por lo que, podria ser la primera sefial para el
reconocimiento maternal de la gestacién en las llamas y las alpacas, los blastocistos
que inician su desarrollo en el cuerno derecho deben migrar al izquierdo para continuar
su desarrollo. En la cerda (Pope y col, 1982b) y en la yegua (Ginther, 1984), se ha
demostrado que la produccidon de estrégenos por los blastocistos se incrementa durante
la migracién intrauterina. Ademas, el estradiol producido por los blastocistos de los
camélidos podria intervenir en la migracién del embrién al cuerno contralateral, al
provocar un incremento local de la contractilidad miometrial. Ademas, la administracion
en llamas de inyecciones diarias de 10 mg de benzoato de estradiol entre los dias 7 y
15, provoca un retraso en la luteolisis y el mantenimiento de la secrecidn de

progesterona (Powell y col, 2007).

3.6.2. Endocrinologia de la gestacion

Durante los primeros 8 dias de gestacion, el desarrollo del cuerpo lGteo y la
secrecion de progesterona son similares en las hembras gestantes y no gestantes.
Posteriormente entre los dias 8 y 12, se observa un ligero descenso temporal en los
niveles de progesterona, coincidiendo con el momento del reconocimiento maternal de

la gestacion (Aba y col, 1997; Aba y col, 1995a; Adams y col, 1991a; England y col,
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1969; Fernandez-Baca y col, 1970a; Sumar y col, 1993a). En esta especie, el cuerpo
|Gteo es necesario durante la totalidad de la gestaciéon (Sumar, 1988) y su eliminacién o
la administracion de PGF,, o de sus analogos provocan la interrupcion de la gestacion a
las 24-72 horas en cualquier etapa de la misma (Memon y Stevens, 1997; Smith y col,
2000; Sumar, 1988a). Por otra parte, la eliminacion del embridon determina que se

produzca la luteolisis al cabo de 4 y 7 dias (Adam y col, 1992a).

Los niveles de progesterona se mantienen por encima de los 2 ng/ml durante toda
la gestacion, presentando ligeras fluctuaciones (Bravo y col, 1996b; Ridland y col,
1992), para reducirse de forma ligera durante las dos ultimas semanas de gestacion y
de forma abrupta 24 horas antes del parto (Aba, 1998; Ledn y col, 1990). Sin
embargo, otros autores no observaron el descenso gradual durante los Ultimos 15 dias
de gestacidn, aunque sefialan la existencia de una brusca reduccion 72 horas antes del
parto (Raggi y col, 1999). En esta especie existen elevadas concentraciones de
circulantes de 20a-dihidroprogesterona, aunque se desconoce su significado fisioldgico

(Fernandez-Baca y col, 1970a).

Los elevados niveles de progesterona presente durante la gestacién provocan una
reduccion del namero de foliculos en crecimiento, de la velocidad del mismo y del
didmetro maximo alcanzado por el foliculo dominante (Adams y col, 1990). El examen
postmortem de los ovarios de las alpacas gestantes ha permitido observar la presencia
de foliculos anovulatorios, con un didmetro de 6 a 12 mm, hasta los 6 meses de
gestacion (Aba, 1995; Aba y col, 1997). A partir del séptimo mes solamente aparecen
foliculos cuyo didmetro no supera los 4 mm, lo que indica una inhibicién del crecimiento

folicular (Bravo y Varela, 1993).

Los niveles plasmaticos de estradiol son bajos al comienzo de la gestacién, se van
elevando progresivamente en el transcurso de la misma, alcanzan valores muy altos
durante el Gltimo mes y sufren un brusco descenso cuando se produce la disrupcién de
la unidad fetoplacentaria (Aba y col, 1995a; Aba y col, 1998; Aba y col, 1999). Estas
variaciones en los niveles de estradiol pueden ser los responsables de las
modificaciones en el patrén de crecimiento folicular, debido al retrocontrol negativo que
ejercen sobre la secrecion de FSH y podrian ser utilizados para monitorizar la viabilidad
fetal (Aba y col, 1998).
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3.6.3. Diagndstico de gestacion

La técnica mas comunmente utilizada por los ganaderos para el diagnédstico de
gestacién es el comportamiento de las hembras en presencia de un macho sexualmente
activo (Fernandez-Baca y col, 1974). Este método es un buen indicador, pero su
certeza no es absoluta. Algunas de las hembras que rechazan al macho no estan
gestantes, por haber sufrido mortalidad embrionaria y no haberse completado la
regresion del cuerpo luteo (Alarcén y col, 1990). Ademas, algunas hembras muy
sumisas aceptan la cépula a pesar de estar gestantes, especialmente cuando el macho

es muy agresivo (Bourke, 1998).

La monitorizacion de la concentracion de progesterona en la sangre, orina o leche
durante los 30 dias posteriores al apareamiento permite el diagnostico de gestacion,
pero es un método impreciso debido a que algunas hembras no gestantes pueden

presentar un cuerpo lGteo persistente (Adan y col, 1989)

La palpacion rectal ha sido utilizada por los Veterinarios para el diagndstico de
prefiez a partir de los 35 dias, sin embargo, se requiere mucha experiencia, por lo que
es recomendable retrasarla hasta los 45-50 dias (Alarcon y col, 1990). También puede
emplearse la palpacién abdominal, pero en este caso solamente es posible el
diagnodstico de gestacion durante el Gltimo tercio de la misma, pudiéndose lograr en
esta caso una exactitud del 95 - 100 % tanto en alpacas, como en llamas (Alarcon vy
col, 1990).

Actualmente se utiliza la ecografia transrectal, que permite diagnosticar la
gestacién con gran precision entre los dias 19 y 28 (Bourke y col, 1992a), aunque
algunos trabajos sefialan que es posible determinar la presencia de la vesicula
embrionaria a partir del dia 13 (Bravo y col, 1989). Nuestra experiencia nos permite
afirmar que es posible realizar el diagnostico sin mucho esfuerzo a partir de los 18 dias

de gestacion.
Debido a la elevada mortalidad embrionaria y fetal existente en esta especie, es

aconsejable confirmar que la gestacion se mantiene una vez superado el primer

trimestre.
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3.6.4. Duracion de la gestacion

La duracidon media de la gestacidén varia de unos autores a otros y ha sido cifrada
entre 325 y 361 dias para las alpacas (San Martin y col , 1968) y entre 331 y 361 dias
para las llamas (Sumar, 1988a). Este amplio rango es consecuencia de que la duracién
de la prefiez estd sujeta a factores estacionales (Vaughan, 2001a) e individuales
(Davis, 1999). Sin embargo, el nimero de partos y el sexo de la cria no parecen influir

en la duracién de la gestacion (Sumar, 1985).

3.6.5. Gemelaridad

Cuando los camélidos se encuentran en su ambiente natural los partos multiples
son muy raros (Adams, 1997; Fowler, 1990; Sumar, 1985). En un estudio realizado por
San Martin y col (1968) en la estacion experimental de La Raya, en el que se analizaron
12.000 partos, no se observd ningun parto multiple. Sin embargo, esta situacién podria
ser consecuencia de la alimentacion y el manejo, puesto que, en Norteamérica se ha
documentado la existencia de partos dobles tanto en Ilamas como en alpacas (Adams,
1997; Fowler, 1990).

Dado que en los camélidos sudamericanos existe un cierto porcentaje de
ovulaciones dobles, es probable que exista algin mecanismo para reducir el nimero de
fetos. Ademads, se ha observado que en muchas gestaciones simples existen varios

cuerpos luteos en los ovarios (Fernandez Baca y col, 1970).

3.7. Parto

Al concluir el periodo de la gestacién la hembra se separa del rebafio, orina con
frecuencia y muestra signos de intranquilidad acostandose y levantandose de manera
repetida. El periodo de dilatacién dura de 2 a 6 h, el de expulsién del feto de 30 a 60
min y la expulsién de la placenta se produce al cabo de 1 a 2 horas (Bourke, 1998;
Fowler, 1989). El neonato pesa entre 7 y 8 kg en el momento de su nacimiento. La
mayor parte de los partos se producen en presentacién anterior y las distocias son poco
frecuentes 2-5% y suelen ser consecuencia de anomalias en la presentacion o posicion
del feto (Brown, 2000).

El momento del parto parece estar regulado por el fotoperiodo, de tal forma que
en su habitat natural la mayoria de los partos se producen entre las 7 y las 14 horas,

con un pico a las 9 horas (Sumar, 1983; Sumar, 1985). Esto podria indicar la existencia
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de un mecanismo de adaptacién, ya que al producirse la mayor parte de los partos en
las primeras horas de la mafiana, las crias nacen en las horas en las que la temperatura
ambiental es mas elevada. Ademas, algunos autores han comprobado que cuando las
condiciones son desfavorables, los camélidos pueden retrasar el momento del parto
(Reiner y col, 1987; Sumar y col, 1978).

3.8. Puerperio

La involucion uterina es muy rapida en los camélidos debido a la existencia de una
placenta difusa, completdandose en los 15 a 20 dias posteriores al parto y, en
condiciones normales, nunca se observa descarga uterina durante este proceso (Sumar
y col, 1972). A las 24 horas del parto se ha producido ya una considerable reduccion
del volumen uterino y 10 dias después el peso del Utero tan solo es el doble de un

utero completamente involucionado (Sumar y col, 1972).

Algunas hembras presentan comportamiento de celo a las 24 horas del parto,
pero la actividad ovarica no se reinicia hasta 5 a 7 dias después del mismo (Aba y col,
1998; Sumar y col, 1972) y a partir de los 10 dias la mayoria de las hembras aceptan
al macho y son capaces de ovular con normalidad (Bravo y col, 1991a). No obstante, al
analizar las oleadas de crecimiento folicular, podemos comprobar que el nidmero de
foliculos y el didmetro alcanzado por el foliculo dominante, aumentan de forma

progresiva al avanzar el puerperio (Bravo y col, 1995a).

La tasa de concepcién aumenta a medida que avanza el postparto, por lo que es
aconsejable retrasar la primera monta hasta los 15-20 dias del mismo (Sumar y col,
1972). En un estudio realizado en llamas se comprobd que las tasas de gestacidon
obtenidas cuando la primera monta se realizdé en los dias 10, 20 y 30 del postparto
fueron 21, 61 y 61% respectivamente (Bravo y col, 1994). La posible explicacién de
estas diferencias habria que buscarla en el ambiente uterino, ya que a los 10 dias del
postparto el Utero todavia no ha completado su proceso de involucién (Bravo y col,
1994).

En el momento del parto los niveles de progesterona descienden a niveles
basales, mientras que los de cortisol sufren un ligero incremento asociado al parto
(Novoa, 1991). Los niveles de estrogenos permanecen elevados en el momento del
parto y durante el postparto temprano (Bravo y col, 1995a), lo que podria explicar la
receptividad sexual observada en algunas hembras a las 24 horas del parto (San Martin

y col, 1968; Sumar y col, 1972). Posteriormente se produce un descenso en la
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concentracion plasmatica de estradiol, para volver a elevarse en el momento en el que

se reinicia la actividad ovarica (Bravo y col, 1991b).

4. Control de la funcionalidad ovarica

4.1. Control del la dinamica de crecimiento folicular

Los camélidos sudamericanos se caracterizan por ser especies de ovulacion
inducida, siendo necesario que se produzca la copula para que tenga lugar la descarga
de LH desencadenante de la ovulacion. Por ello, en ausencia del estimulo
desencadenante de la ovulacion, se producen sucesivas oleadas de crecimiento
folicular, maduraciéon y regresiéon (Vaughan y Tibary, 2006). La sincronizacién de las

oleadas de crecimiento folicular se realiza con tres objetivos:

1. Asegurar la presencia de un foliculo preovulatorio en el momento de la monta

o de la inseminacion artificial.

2. Asegurarnos de que un tratamiento superovulatorio se inicia durante el
comienzo de una oleada de crecimiento folicular y en ausencia de un foliculo

dominante.

3. Sincronizar el ciclo de la hembra donante y las receptoras en un programa de

transferencia de embriones.

La progesterona y los progestdgenos han demostrado ser bastante eficaces en el
control y sincronizacién de las oleadas de crecimiento folicular en diferentes especies
(Lauderdale y Zimbelman, 1974). La progesterona secretada durante una fase luteal o
durante la gestacién altera la dinamica de crecimiento folicular, reduciendo el tamafio
alcanzado por el foliculo dominante y acortando la duracion de la oleada en las llamas
(Adams y col, 1990). Diversos autores han investigado la posibilidad de inducir y
sincronizar el inicio de una oleada de crecimiento folicular utilizando progesterona o

progestagenos, bien solos o combinados con estrégenos.

La administraciéon de 50 mg diarios de progesterona durante 13 dias consecutivos,
altera la dinamica de crecimiento folicular y provoca el inicio de una nueva oleada a los
7 dias de finalizar el tratamiento (Alberio y Aller 1996). Otros autores han comprobado
que la administracién conjunta de 25 mg de progesterona y 1 mg de 17 [O-estradiol

provocan un efecto similar, apareciendo un nuevo foliculo dominante a los 7,7+ 0,5
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dias de la conclusién del tratamiento (Ratto y col, 2003). La aplicacion de dispositivos
intravaginales impregnados con 0,33 g de progesterona (CIDR) durante 7 dias provocé
la supresion del crecimiento folicular por encima de los 7 mm vy la aparicion de una
nueva oleada de crecimiento folicular a los 5,0 = 1,0 dias de la finalizacion del
tratamiento (Chaves y col, 2002). Mientras que el tratamiento durante 9 dias con
esponjas intravaginales impregnadas con diferentes cantidades de acetato de
medroxiprogesterona produjo resultados variables (Aba y col, 1999; Ferrer y col,
1999).

Solamente existe un estudio en el que se haya utilizado Unicamente estradiol para
el control de la dindmica de crecimiento folicular en alpacas (D’Occhio y col, 1997). La
administracion de una dosis de 0,5 o 2 mg indujo regresion del foliculo dominante y
una nueva oleada de crecimiento folicular con el desarrollo de un nuevo foliculo

preovulatorio al cabo de 10 a 12 dias del tratamiento.

Otro método utilizado para la sincronizacién de las oleadas de crecimiento folicular
se basa en la induccion de la ovulacion del foliculo dominante administrando LH, lo que
permite el desarrollo de un nuevo foliculo dominante al cabo de 5,2 + 0,5 dias de
tratamiento (Ratto y col, 2003).

Recientemente, se ha comprobado que la ablacién de los foliculos cuyo didmetro
supera los 5 mm permite sincronizar las oleadas de crecimiento folicular. Esta técnica
se basa en la eliminacion del efecto inhibidor del foliculo dominante, por lo que su
eliminacién permite la emergencia de una nueva oleada de crecimiento folicular y el
desarrollo de un nuevo foliculo dominante al cabo de 5,0 + 0,5 dias (Ratto y col, 2003).
No obstante, este método es invasivo, puede provocar hemorragias y no resulta de facil

aplicacion en condiciones de campo.

4.2. Induccion de la ovulacion

Para inducir la ovulacion en las alpacas y las llamas se recurre a la administracion
de hormonas con actividad de LH. La mas comUnmente utilizada es la Gonodatropina
Coriénica humana hGC, a unas dosis que varian desde 10 a 1 600 U.I. En el caso de las
alpacas son suficientes 750 UI de hCG para inducir ovulacién en la mayor parte de los
animales (San Martin y col, 1968; Fernandez-Baca y col, 1970a; Ladrix, 1992; Bourke
y col, 1995a). Existen algunos estudios en los que se ha comprobado que la
administracion de GnRH, es eficaz para provocar la liberacion enddégena de LH (San

Martin y col, 1968; England y col, 1969; Fernandez Baca y col, 1970a; Adan y col,
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1989; Bourke y col, 1992b; 1995a; Bravo y col, 1992). Sin embargo, para que esta
hormona sea capaz de inducir la ovulacién es necesario utilizar concentraciones
superiores a los 1000 pg (Bravo y col, 1992, Ladrix y col, 1992; Huanca y col, 2001).
Cuando se emplean analogos sintéticos de la GnRH, como la buserelina, las dosis
necesarias para inducir la ovulacién son notablemente inferiores (8 ug) (Bourke y col,
1992b; 1995a). La ovulacion se produce generalmente a las 26 h de la inyeccion de
hCG (San Martin y col, 1968; Novoa, 1970) y a las 28 h de la aplicacién de GnRH
(Bourke y col, 1992b).

La estacion del afio influye significativamente en la respuesta a los productos
administrados. Asi, durante el mes de enero se puede provocar la ovulacion con dosis
reducidas de hCG (250-500 UI), mientras que durante los meses de abril y mayo es
necesario emplear concentraciones superiores (England y Foote, 1969). No obstante,
para conseguir que se produzca la ovulacion entre el 90 y el 100% de los animales es

necesario utilizar dosis comprendidas entre las 500 y 750 UI (Adams y col, 1989).

La respuesta a la GnRH, estd condicionada por los niveles enddgenos de
estrégenos y el grado de desarrollo del foliculo dominante. Por ello algunos autores son
capaces de inducir la ovulacién con 750 ug de GnRH (Correa y col, 1997), mientras que
otros indican que son necesarios 1000 pg (Bravo y col, 1992). Para que se produzca la
ovulacion en las alpacas y las llamas, el foliculo dominante debera haber alcanzado un
didmetro superior a los 7 mm y estar en fase de crecimiento. Cuando los foliculos son
de menor tamafio no se produce la ovulacién vy si el foliculo dominante esta en fase de

regresiéon se produce la luteinizacidon del mismo (Bravo y col, 1991).

La estimulacion mecanica de la vagina y el cérvix no induce la ovulacién en los
camellos, los dromedarios y las alpacas (Bravo y col, 2000), sin embargo, cuando se
deposita semen entero en la porcion anterior de la vagina se produce la ovulacion
(Chen y col, 1985). Posteriormente se ha comprobado que la inyeccién intramuscular
de plasma seminal provoca la ovulacion en llamas y alpacas (Sumar y col, 1986;
Adams y col, 2001). Ello ha llevado a la identificacién de una proteina, denominada

factor inductor de la ovulacidon, presente en el semen de los camélidos

5. Saper estimulacion ovarica

La super estimulacion ovarica consiste en inducir el crecimiento, maduracion y

ovulacién de un gran numero de foliculos de manera simultanea. Sin embargo, los
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camélidos presentan algunas diferencias fisioldégicas respecto a otras especies

domésticas ha 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.

Para que los tratamientos hormonales de estimulacidn ovarica consigan los
objetivos marcados es necesario iniciarlos durante una fase luteal y en ausencia de un
foliculo dominante (Bourke y col, 1995; Monniaux y col, 1983). En un estudio realizado
por Velasquez y col (1999), se evalud el efecto de la eCG durante la fase folicular y
luteinica, comprobandose que la efectividad era mayor cuando se aplicaba en la
segunda etapa del ciclo. Asi, al aplicar la hormona durante la fase folicular se
obtuvieron 8,2+2,3 cuerpos l(teos, mientras que al hacerlo durante la fase luteal el
numero medio de cuerpos luteos fue de 17,8+8,3. Los tratamientos super ovulatorios
se basan en la administracion de gonadotropinas (gonadotropina coridnica equina -
eCG- o de hormona foliculo estimulante —-FSH-) tras la sincronizacién de la oleada de
crecimiento folicular durante una fase luteal natural (obtenida mediante la induccién de
la ovulacién) o una fase luteal artificial (mediante la administracién exdgena de
progesterona). Para garantizar la ausencia de un foliculo dominante se recurre a la

exploracion ecografica del ovario o a la eliminacién del mismo.

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 se acelera, lo que provoca que algunos de los ovocitos
liberados muestren diversos grados de inmadurez nuclear o citopldsmica que pueden
repercutir negativamente en la fecundacion y al desarrollo embrionario (Sirard y col,
1992). Estos factores, asi como el efecto de los tratamientos sobre el transporte de

gametos, no han sido evaluados en los camélidos sudamericanos.

5.1. Saper estimulacién ovarica durante una fase luteal natural

La induccion de la ovulacion del foliculo dominante y la formacion de un cuerpo
[iteo se consigue mediante la administracién de hCG o de analogos de la GnRH
(buserelina o deslorelina). A los 7 dias de la induccion de la ovulacién se administré una

inyeccion intramuscular de 1 000 UI de eCG y posteriormente se provoco la lisis del

-34 -



Revisidn bibliografica

cuerpo luteo, mediante la administracién de un analogo de la PGF,, en el dia 9. Cuando
los foliculos alcanzaron un didametro de 9 mm se inyectaron 750 IU de hCG para
provocar la ovulacion (Bourke y col, 1992a; Bourke y col, 1995a). El nimero de
embriones obtenidos utilizando este tratamiento en llamas fue muy variable y se

situaba en un rango comprendido entre 0 y 6.

5.2. Super estimulacion ovarica durante una fase luteal artificial

Cuando se utiliza este procedimiento, el tratamiento de estimulacion ovarica se
inicié durante una fase luteal artificial o al final de la misma, provocada mediante la
administracion diaria de progesterona durante 7 a 13 dias (Alberio y Aller, 1996), un
implante subcutaneo de progestageno (3 mg de norgestomet) (Bourke y col, 1992b;
1995a), el uso de un dispositivo intravaginal (CIDR) (Chaves y col, 1998, 2002), o la
insercion intravaginal de esponjas impregnadas de acetato de medroxiprogesterona
(Aba y col, 1999).

La utilizacién de implantes subcutédneos de norgestomet durante un periodo de 7
dias (Bourke y col, 1992b; 1995a), combinada con una dosis de 1 000 UI de eCG en
una uUnica aplicacion, administrada en el dia 5 permitia obtener una buena respuesta
ovarica (6,1 foliculos de media con un rango de 0-13). Sin embargo, el nimero de
embriones recuperados fue bajo (1,3 embriones por donante, rango de 0-4). Cuando
se aplicd este mismo protocolo utilizando un CIDR' la respuesta ovarica fue similar, pero
mejord el nimero de embriones recuperados (2,0 embriones por llama con un rango de
1 a 3) (Bourke y col, 1992b). La utilizacion de este mismo protocolo seguido de 500 UI
de eCG o 50 mg de pFSH (durante 4 dias en dosis decrecientes) provoco el crecimiento
de 5,94+1,71 foliculos y permitié obtener 1,9+2,7 embriones por donante (Agliero y
col, 2001). Los trabajos de investigacién realizados demuestran que la insercién de un
dispositivo intravaginal en cualquier etapa del ciclo inhibe el desarrollo folicular, lo que
se pone de manifiesto por la ausencia de foliculos con un didmetro superior a los 6 mm

a los 5 dias de la insercién del dispositivo (Chaves y col, 2002).

Otro protocolo de tratamiento utilizado fue la administracion de una inyeccién de
benzoato de estradiol, seguida de la aplicacion de un CIDR durante 8 dias, al final de
este periodo se administraron 1 200 UI de eCG obteniéndose respuesta ovarica en un
80% de las hembras tratadas. El numero medio de foliculos, cuerpos lUteos vy
embriones recuperados fue de 4,2+1,9, 2,1+1,4 vy 1,8+ 2,0, respectivamente,
considerando Unicamente las hembras que respondieron al tratamiento (Aller y col,
2002b).
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En alpacas, se ha comprobado que la administracion de 1 000 UI de eCG al final
de un tratamiento con CIDR produjo mayor respuesta ovarica, determinada en base al
numero de cuerpos lUteos, que el tratamiento en fase folicular (Velasquez y Novoa,
1999). Ademas, las hembras tratadas con eCG sin realizar un tratamiento previo con

progesterona, presentaron una mayor incidencia de foliculos quisticos.

En las vicunas, se ha logrado la estimulacién ovarica mediante la administracion
de 700 UI de eCG en ausencia de foliculos dominantes (determinada mediante
ecografia) o en animales tratados previamente durante 5 dias con CIDR (Aba y col,
2005). La respuesta ovarica (numero de foliculos y de cuerpos lGteos) por hembra
tratada fue de 22,75 £ 4,26. A pesar de que las diferencias observadas entre amos
grupos no fueron estadisticamente significativas, el nimero de foliculos fue mayor en
los animales tratados con CIDR. En esta misma especie se ha utilizado, también un
tratamiento combinado de esponjas de acetato de medroxiprogesterona (60 mg), con
una inyeccion de benzoato de estradiol, antes de la administracion de 750 UI de eCG.
La respuesta ovarica total (foliculos y cuerpos lUteos) determinada a los 7 dias de la
ovulacion fue de 6,7 £ 2,9 (Aller y col, 2002a).

5.3. Super estimulacion ovarica aplicada durante la fase de receptividad

sexual

Los tratamientos de superestimulacion ovarica se han llevado a cabo, también, en
llamas y alpacas durante la fase folicular, iniciando la administracién de hormonas
cuando las hembras presentaban comportamiento de celo durante varios dias
consecutivos (Correa y col, 1997; Ratto y col, 1997, Veladsquez y Novoa, 1999; Huanca
y col, 1999).

Correa y col (1997) compararon los resultados obtenidos al administrar pFSH (220
mg en dosis decrecientes), eCG (500 UI) o la combinacion de eCG y pFSH (500 UI y
156 mg). Los mayores porcentajes de ovulacién se obtuvieron en los animales tratados
con pFSH en dosis decrecientes (7,3 £ 3,1), mientras que en los animales tratados con
eCG sola o combinada con pFSH se observaron numerosos foliculos con un diametro
superior a los 10 mm en el momento del lavado del Utero. Estos resultados
demostraban que se puede lograr una respuesta ovarica satisfactoria administrando el
tratamiento hormonal durante el estro conductual y que FSH resulta mas eficaz que la
eCG para inducir la superovulacién (Correa y col, 1997). Por su parte, Ratto y col,
(1997) utilizaron multiples dosis de pFSH (un total de 200 mg repartidos en 5 dias),

observando que retrasando la monta con respecto al final del tratamiento hasta las 36
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horas se produce un incremento de la respuesta ovarica (nUmero medio de cuerpos
lateos 13,8+ 2,7), pero el numero de embriones recuperados no se veia incrementado.
El incremento de la dosis de gonadotropinas produce mayor respuesta ovarica, pero no
permite incrementar el nimero de embriones recuperados, lo que sugiere la existencia

de interferencias en el transporte de los gametos.

En un estudio realizado en alpacas por Huanca y col (1999), se aplicaron dos
protocolos de tratamiento, iniciando ambos durante la etapa de receptividad sexual. El
primero de ellos (T1) consistiéo en administrar 750 UI de hCG el dia 0, seguido de 300
UI de eCG durante tres dias consecutivos (d8, d9, d10), finalmente se inyectaron 750
UI de hCG en el dia 11, para inducir la ovulacion. El segundo tratamiento (T2) consistid
en administrar 300 UI eCG durante tres dias consecutivos (d8, d9, d10). En ambos
grupos se practicaron dos montas con machos fértiles. A los 7 dias se evalud la
respuesta ovarica, pudiéndose observar que el nimero de cuerpos luteos en los ovarios
derecho e izquierdo era mayor en el grupo T1 (4,1+1,7 y 3,6+£2,1) que en el T2
(2,0+£2,2 y 1,6+1,7 respectivamente). Por el contrario, el nimero de foliculos con un
didmetro superior a 10 mm fue inferior en el T1 (2,3+1,9 y 1,7+1,5) que en el T2
(4,4+2,5 y 3,8+3,1), de tal forma que el primero de los tratamientos permitié obtener

una mejor respuesta ovulatoria en las alpacas.

Otro protocolo aplicado en alpacas durante la época de receptividad sexual
consistid en administrar 250 UI de eCG y una pequefia dosis de pFSH (dosis total 8,75
mg) en cantidades de decrecientes mediante inyeccion en la submucosa vulvar,
obteniendo 4,75 embriones por hembra tratada (Palomino, 1986). La utilizaciéon de esta
ruta de administracion dificulta la comparacién de estos resultados con los obtenidos en

otros estudios.

La respuesta de las alpacas a un tratamiento superovulatorio aplicado durante el
periodo del celo es mayor cuando los animales han desarrollado un cuerpo liteo en el
ciclo anterior (Leyva y col, 1999a). Este hecho podria indicar que la progesterona
endogena aumenta la sensibilidad del eje hipotalamo-hipofisiario, favoreciendo Ia

secrecion de gonadotropinas (Leyva y col, 1999).

5.4. Supresion mecanica del foliculo dominante previo al tratamiento

hormonal.

Existen algunos estudios en los que se ha realizado una doble eliminacién del

foliculo dominante, con un intervalo de 12 dias, mediante compresion transrectal antes
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del inicio del tratamiento con oFSH (Ovagen), administrando dos inyecciones diarias
durante 3 dias en concentraciones decrecientes (1,76, 1,32 y 0,88 mg) (Sansinena y
col, 2003). Este procedimiento permitié obtener una elevada cantidad de ovocitos
maduros mediante laparotomia o aspiracién trasvaginal guiada por ecografia, para ser
utilizados en la transferencia nuclear (Sansinena y col, 2003) o para la inyeccion

intracitoplasmatica (Sansinena y col, 2007).

Los resultados anteriormente expuestos indican que la respuesta a los
tratamientos sUper estimulatorios es extremadamente variable. Ello podria ser debido a
las diferencias en la naturaleza y dosis de las gonadotropinas utilizadas, en la via de
administracion, en la etapa de la oleada folicular en el momento de iniciar el
tratamiento, en la duracién del tratamiento y a factores fisiolégicos individuales. El
tratamiento previo con progesterona permite obtener una mejor respuesta,

independientemente del momento del inicio del tratamiento.

Diversos estudios indican que la utilizacion de dosis elevadas de eCG provoca un
incremento de la incidencia de quistes foliculares (Bravo y col, 1995c). También se ha
comprobado que la combinacién de eCG (500 IU) con pFSH (50 mg) provoca una
disminucién de la expresion del celo, situacién que podria ser debida a la existencia de
ovulaciones asincrénicas o a la luteinizacién prematura de algunos foliculos en el

transcurso del tratamiento (Agiero y col, 2001).

6.- Hormonas utilizadas para inducir superovulacion en los camélidos.

Los protocolos de estimulacidon ovarica utilizados en camélidos se basan en la
administracién de la Hormona Foliculo Estimulante (FSH) o de la Gonadotropina

Coridnica Equina (eCG).

6.1. FHS

La FSH es una hormona glucoproteica cuyo peso molecular es de 37.300 Daltons
(Grimek y col, 1979). Esta compuesta por dos subunidades, una subunidad a que es
estructuralmente similar a la LH y una subunidad B responsable de su actividad
biolégica especifica. Ademads, tiene un componente caracteristico de carbohidratos
constituido por azucares neutros, hexosaminas y un bajo contenido en acido sialico.
Este Ultimo aspecto sprovoca que su vida media sea muy corto, aproximadamente de
110 minutos (Moor y col, 1984), lo que obliga a realizar aplicaciones repetidas para

conseguir una buena estimulacion ovarica.
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Esta hormona es sintetizada por las células basoéfilas de la region central de la
adenohipofisis y su principal funcidon en la hembra, es inducir el crecimiento folicular
estimulando la proliferacion de las células de la granulosa de foliculos antrales
(Monniaux y col, 1983), las cuales presentan receptores especificos para esta hormona.
La FSH, por si sola, no estimula la secrecion de estrégenos en el ovario, sino que para

ello necesita de la presencia de LH (Hafez y Hafez, 2002)

En las hembras de los camelidos los niveles basales de FSH han sido establecidos
en valores préximos a los 5 ng/ml. No obstante, en algunas etapas del ciclo alcanza

valores de 15-20 ng/ml manteniéndose durante 5-6 dias (Bravo y col, 1988).

6.2. eCG

Esta hormona fue descubierta por Cole y Hart en 1930 al comprobar que la
administracion de suero de yegua gestante a un grupo de ratas estimulaba el
crecimiento folicular e incrementaba la tasa de ovulacidn, estableciendo asi la base del
tratamiento superovulatorio. Esta hormona es una glucoproteina presente en grandes
cantidades en el suero de yegua entre los dias 46 y 130 de gestacién y presenta en una
misma molécula actividades biolégicas propias de la FSH y de la LH (Papkoff, 1978;
Gonzalez-Mencio y col, 1978). Los preparados comerciales se obtienen a partir de la
purificacion del suero recogido a yeguas gestantes y su posterior liofilizaciéon. Su
potencia se expresa en unidades internacionales, siendo la actividad gonadotrofica
especifica de 1 UI igual a 0,25 mg de una preparaciéon estdandar mantenida por la

Organizacion Mundial de la Salud.

La molécula estd compuesta por dos subunidades una a y otra B. 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 &acido sialico de la molécula de eCG le
confiere una larga vida media, que supera ampliamente a las de la FSH y la LH. Su vida
media se cifra en torno a las 40 horas, aunque puede llegar a persistir hasta 10 dias
(Schams y col, 1978). Esto permite inducir la respuesta superovulatoria con una Unica
administracion, habiéndose demostrado que las administraciones multiples no mejoran

la tasa de ovulacion (Hafez y col, 2002).

Las principales ventajas de la utilizacion de eCG en los tratamientos
superovulatorios son su bajo costo y que una Unica administraciéon permite obtener
buena respuesta ovarica. Sin embargo, esta prolongada vida media provoca también

algunos inconvenientes ya que continla estimulando el crecimiento folicular después de

-390 -



Revisidn bibliografica

producirse la ovulacidon lo que provoca la existencia de elevadas concentraciones de
estradiol durante la fase luteal, alterando la migracién y el desarrollo embrionario y
modificando el ambiente uterino (Roche e Ireland, 1984). Por el contrario, cuando se
aplica FSH los foliculos presentes en el ovario después de la ovulacion son muy escasos
(Lauria y col, 1982).

Existen diversos estudios en los que se ha comparado el efecto de ambas
gonadotropinas en la estimulacién ovarica de los camélidos domésticos, obteniéndose
resultados variables. Algunos trabajos realizados en llamas indican 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 y col,
2005). Sin embargo, otros autores sefialan que el tratamiento con pFSH permite
obtener mejores resultados que la eCG cuando se evallan el nimero de foliculos que

crecen y el nimero de cuerpos luteos formados tras la ovulacion (Correa y col, 1997).

El efecto de estas hormonas podria estar condicionado por la especie. Asi, en un
trabajo en el que se compara la respuesta de las alpacas y las llamas sometidas a la
estimulaciéon ovarica con eCG, iniciando el tratamiento durante la emergencia de las
ondas de crecimiento folicular, se comprueba que en las llamas se produjo el desarrollo
de 12,8%+1,4 foliculos y 8,1 + 1,0 cuerpos lUteos, mientras que en las alpacas
solamente se desarrollaron 7,5+ 1,2 foliculos y 5,9 + 1,3 cuerpos lUteos (Huanca y col,
2006).

La dosis de eCG mas adecuada para conseguir la superovulacién en las alpacas ha
sido establecida entre 500 y 750 UI, seguida de 750 UI de hCG para inducir la
ovulacion (Novoa y col, 1999). El empleo de dosis superiores determina un
considerable incremento de la frecuencia de aparicién de foliculos quisticos (Bravo y
col, 1995c).

7. Transferencia de embriones.

Los primeros datos relativos a la recogida de embriones en una alpaca
superestimulada utilizando el lavado retrogrado del oviducto se remontan a 1968
(Novoa y Sumar, 1968). Algunos afos mas tarde se publicd el nacimiento de la primera
cria de alpaca obtenida mediante transferencia de embriones (Sumar y Franco, 1974).
Estos investigadores utilizaron procedimientos quirdrgicos tanto para la obtencion de
los embriones, como para su posterior transferencia a las receptoras. Posteriormente se

desarrollaron metodos no quirdrgicos para la recogida y transferencia de embriones que
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fueron inicialmente aplicados en llamas permitiendo el nacimiento de una cria viva tras

326 dias de gestacion (Wilson Wiepz y Chapman, 1985).

En todos los programas de transferencia de embriones el grado de sincronia entre
el ciclo de la donante y las receptoras condiciona la supervivencia embrionaria. En la
mayor parte de los experimentos de transferencia llevados a cabo, las receptoras son
tratadas con hCG o un analogo de la GnRH (buserelina) para sincronizar su ovulacion
con la de la donante (Wiepz y Chapman, 1985; Bourke y col, 1992b; 1995a; Palomino
Martorell, 1996a; Aller y col, 2002b). No se ha obtenido ninguna gestacion utilizando
un implante de progesterona combinado con la administracion de buserelina (Bourke y
col, 1992b). Posteriormente, es necesario verificar que se ha producido la ovulacion
empleando la ecografia y se procede a la recogida de los embriones 6 a 8 dias después

de la ovulacién (Bourke y col, 1995b).

La técnica no quirlrgica utilizada en camélidos para la recuperacion de los
embriones es similar a la descrita en vacuno y consiste en lavar los cuernos uterinos
con PBS de Dulbecco’s (Huanca y col, 2004). Los resultados en cuanto a porcentajes de
recuperacion en base al niumero de cuerpos lUteos presentes en el ovario han sido
descritos recientemente por Huanca y col (2006) siendo de 4,8 = 0,9 (66,1%) en
llamas y de 1,6%+0,3 (23,6 %) en alpacas. Algunos autores han realizado la recogida de
embriones en hembras no superovuladas obteniendo una tasa de recuperacion de 79%
(Taylor y col, 2001).

Existen grandes variaciones en la respuesta de las donantes a los tratamientos de
inducciéon de ovulaciones multiples y en la cantidad y calidad de los embriones
recuperados (Del Campo y col, 1995). La mayor parte de los embriones recuperados se
encuentran en fase de blastocisto eclosionado y su didmetro medio es de 527,1 £168,0
pum en llamas y de 534 + 151, 4 ym en alpacas (Del Campo y col, 2002). El 35% de
embriones recolectados en las llamas eran de tamafno pequefio (<450 pm de
diametro), el 40% de tamafio mediano (451 a 650 pm) y un 24% de un tamafo grande
(> 651 pym) esta distribucion fue similar en las alpacas (Del Campo y col, 2002).
(Bourke y col, 1992b) sefialan que Unicamente es posible obtener mdérulas cuando se

realiza el lavado del oviducto 3 dias después de la inseminacion.

Con respecto a las tasas de gestacion conseguidas tras la transferencia de
embriones, los resultados son muy variables, siendo mas abundantes los trabajos
realizados con llamas que los que utilizan alpacas. Los valores obtenidas oscilan entre
el 0 (Aller y col, 2002b; Bourke y col, 1992b) y el 50% (Bourke y col, 1995b). Los
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resultados obtenidos recientemente por Huanca y col (2006) sefialan una tasa de

gestacion del 68,9 % en llamas y del 30,0 % en alpacas.

Todos los embriones se implantan en el cuerno uterino izquierdo
independientemente del lugar en que se realice la transferencia y en ninguna de las
receptoras a las que se transfirieron dos embriones se produjo una gestacion gemelar
(Bourke y col, 1995b).

8.- Influencia del tratamiento superovulatorio en la posterior fertilidad de la

hembra donante

Las hembras donantes recuperan rapidamente la normalidad de su aparato
genital, ya que la ecografia permite comprobar que el aspecto del Utero es normal a las
3 semanas del lavado y con un Unico servicio se logro una tasa de gestacion del 40 %
(Huanca y col, 2006). En un estudio realizado por Franco y col (2001) con 10 alpacas
de fertilidad comprobada sometidas a superovulacion y posterior recuperacion de
embriones utilizando un procedimiento quirdrgico se pudo comprobar que el 70% de los
animales quedaron gestantes en un breve periodo. Estas observaciones nos permiten
afirmar que el tratamiento superovulatorio, el manejo y el lavado uterino tienen escasa
influencia en la fertilidad de las donantes, pudiendo ser utilizadas como reproductoras a

partir de la tercera semana.

9. Criopreservacion de embriones.

Se han realizado algunos intentos para criopreservar embriones de camélidos
domésticos con resultados variables. Palasz y col (2000) analizaron el efecto de la
exposicion de los embriones de llama de 13 dias a diferentes crioprotectores
penetrantes para determinar su toxicidad. Los embriones fueron sometidos durante 15
min a soluciones con un 10% de etilenglicol, propilenglicol o glicerol. Posteriormente
elimind el crioprotector con una soluciéon de sacarosa 0,5 M y finalmente se cultivaron
durante 24 horas. Los resultados obtenidos indicaron los mayores porcentajes de
supervivencia se lograban utilizando etilenglicol (95%) o propilenglicol (94%), mientras
que la supervivencia de los embriones sometidos a glicerol era significativamente
menor (75%), en un experimento posterior, en el que se realizé la congelacion de los
embriones, pudieron comprobar que todos los embriones congelados en etilenglicol se
re-expandian durante el cultivo, mientras que no lo hizo ninguno de los embriones

congelados con propilenglicol (Palasz y col, 2000). Por ello, estos autores recomiendan
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la utilizacion de etilenglicol como crioprotector para realizar la congelacion de los

embriones de estas especies.

La vitrificacion ha sido realizada con éxito para la criopreservacion embrionaria en
las diferentes especies animales y ofrece grandes ventajas debido a la simplicidad del
método ya que evita la cristalizacidon del agua. Este procedimiento implica la utilizacién
de elevadas concentraciones de crioprotectores penetrantes y elevadas velocidades de
enfriamiento, lo que permite el incremento de la viscosidad de la solucidon hasta
conseguir un estado sélido sin la formacién de hielo. Sin embargo, existen muy pocos

datos de vitrificacion de embriones de los camélidos sudamericanos.

Lattanzi y col (2002) analizaron la respuesta de los embriones de Illama a dos
métodos de criopreservacién: vitrificacion y congelacién lenta. En el primero de los
métodos los blastocistos eclosionados fueron expuestos a un medio de equilibrado (TCM
199, 15% etilenglicol, 20% de FCSy 50 pg/ml de gentamicina) a temperatura
ambiente y posteriormente al medio de vitrificacion (TCM 199, 30% de etilenglicol, +
20% de FCS + 1M de sacarosa), finalmente fueron introducidos en capilares de vidrio
de 20 Ol y sumergidos en nitrogeno liquido en menos de 1 min. El método de
congelacién lenta se llevd a cabo mediante la exposicién de los embriones a una
solucién que contenia 1,5 M de etilenglicol y 20% de FCS, se introdujeron en pajuelas
de 0,25 cc y fueron congelados de acuerdo al procedimiento convencional. La viabilidad
de los embriones se determiné mediante el cultivo durante 48 h en SOFaa + BSA. Los
porcentajes de supervivencia fueron similares para ambos procedimientos, siendo las
tasas de reexpansion para los vitrificados y los congelados de 54% y 57%

respectivamente.

Recientemente se ha intentado la vitrificacién de embriones de llama utilizando el
método OPS (von Baer y col, 2002). Los embriones fueron expuestos en una etapa o en
dos etapas a la solucion de vitrificacion utilizando etilenglicol como crioprotector y
posteriormente sumergidos en nitrogeno liquido. Tras el recalentamiento de los
embriones y su posterior cultivo no se observaron diferencias en el porcentaje de
reexpansion en funcion del método utilizado. Tampoco existian claras diferencias
morfoldgicas entre los embriones morfologicas entre los embriones vitrificados y los no
vitrificados, Sin embargo, no se consiguieron gestaciones. La baja supervivencia a la
criopreservacion ha sido atribuida al elevado contenido en lipidos de los embriones de
estas especies (Brogliatti y col, 2000; von Baer y col, 2002), que los hacen muy

diferentes de los de otras especies domésticas.
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En un trabajo realizado por Aller y col (2002b) se vitrificaron embriones de llama
y posteriormente fueron transferidos a hembras receptoras. Se realizd la transferencia
de un total de 8 embriones vitrificados y 12 embriones frescos a 10 llamas (2
embriones a cada hembra). Las tasas de gestacidon logradas fueron del 50% (2/4) para
los embriones vitrificados y 33,3% (2/6) para los frescos, sin que en ningln caso se
produjera una gestacion gemelar. Estos resultados demuestran que la vitrificacion

puede ser un método util para la criopreservacion de embriones de los camélidos.
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Objetivos

3. OBIJETIVO

3.1. Objetivo general

Contribuir en el desarrollo de la transferencia de embriones en alpacas para
poder aplicarla como una herramienta en los programas de mejora genética y en
la recuperacién de las distintas variedades y tonalidades de color de esta

especie.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Evaluar la respuesta ovarica a los tratamientos con hormona foliculo estimulante
(FSH) y con Gonadotropina Coridnica equina (eCG) administrados durante una
fase luteal natural, en presencia de lactacion y en ausencia de la misma.
Evaluar la influencia de la respuesta ovarica sobre el porcentaje de recuperacion
de embriones y las caracteristicas de los mismo, aplicando un método de

recogida no quirargico y realizando el lavado uterino a los 7 dias de la copula.

Determinar el porcentaje de gestaciones logrado mediante la transferencia de

embriones producidos a hembras receptoras de la misma especie.

Evaluar los efectos de la estimulacidon ovarica y el lavado del Gtero sobre la

posterior eficiencia reproductiva de hembras utilizadas como donantes.
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Material y métodos

4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Area en que se realiz6 el estudio

El trabajo se realizo en el afio 2007 entre los meses de enero y marzo
(estacidon de lluvias) en las instalaciones del Centro de Investigacion y Produccion
Quimsachata - Estacion Experimental ILLPA Puno - Instituto Nacional de
Investigacién Agraria — Perd, situado a 4.200 msnm, en la Provincia de Lampa y

distrito de Santa Lucia, departamento de Puno (Peru).

4.2. Animales

Donantes

Hemos seleccionado un total de 45 hembras con un rango de edades comprendido
entre los 3 y 6 afios en base a sus antecedentes de fertilidad, una parte de las mismas
tuvieron una cria durante la campafia anterior (hembras no lactantes) y otra parte
habian parido en la presente campana (hembras lactantes). En estas Ultimas se respeto
un periodo minimo de descanso postparto de 15 dias. Asi, los dos grupos de animales
quedaron constituidos por 13 hembras no lactantes y 32 lactantes. Todos los animales
fueron evaluados mediante ecografia utilizando un equipo ALOKA SSD 500 Modo B,
equipado con dos transductores lineales rectales, uno de 5 y otro de 7,5 MHz. La
exploracion ecografica de los animales nos permiti6 comprobar la existencia de
actividad ovarica y descartar la presencia de anormalidades en su tracto reproductivo.
Otro criterio utilizado para seleccionar los animales fue la posibilidad de introducir la
mano del operador por via rectal con posibilidades de manipular el tracto genital con

comodidad.

Las hembras seleccionadas fueron alimentadas con pastos naturales en zonas
aledafias al Centro Experimental y recibieron un suplemento alimenticio a base de heno
de avena. Todas ellas presentaban una condicion corporal entre 3 y 4 considerando una

escalade 0 a 5.

Para provocar una fase luteal inducida previa a la superovulacién, los animales se
agruparon en base a la presencia de foliculos en crecimiento con un didmetro igual o
superior a los 7 mm y éstos fueron tratados con 4 [Ig de buserelina (Conceptal,
Intervet internacional Boxmer, Holanda), con la finalidad de inducir la ovulacion vy la

posterior formacién de un cuerpo luteo funcional.
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Receptoras

El nimero de hembras seleccionadas como receptoras fue de 40 y su edad estaba
comprendida entre 4 y 8 afios. Todos los animales habian tenido como minimo un
descanso posparto de 15 dias. Ademas, se comprobd que las dimensiones de su recto

permitieran el paso de la mano para manipular el Utero con relativa facilidad.

Todos los animales presentaban actividad ovarica y su condicion corporal estaba
comprendida entre 3 y 4. Las condiciones de alimentacidon y manejo fueron similares a

las descritas previamente para las hembras donantes.
4.3. Tratamientos de superovulacion
Las hembras lactantes y no lactantes fueron divididas al azar en dos grupos (Tabla

1) y cada uno de ellos sometidos a diferentes tratamientos hormonales siguiendo los

protocolos descritos en el Esquema 1.

Grupo Hormona
n FSH ECG
No lactantes | 13 5 8
Lactantes 32 17 15
Total 45 22 23

Tabla 1. Distribucion de las hembras donantes en funcidon de su situacion

fisiolégica y la hormona utilizada para el tratamiento.

Las hormonas utilizadas en los diferentes tratamientos fueron las siguientes:

FSH (Folltropin V, Bioniche Animal Health, Belleville, Ontario —-Canada), que fue
administrada por via intramuscular profunda en dosis decreciente (52, 48, 40, 32, 28
mg NIH) a intervalos de 12 horas durante 5 dias hasta alcanzar una dosis total de 200

mg por animal.

Gonadotropina Coridnica Equina (eCG) (Folligon, Intervet internacional, Holanda),

administrada por via intramuscular profunda en una dosis Unica de 750 UI por animal.

Acetato de buserelina (Conceptal, Intervet internacional, Holanda) se

administraron 4 ug por animal.
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Como prostanoide se utilizé Tiaprost (Illeren, Intervet internacional, Alemania),

inyectando 0,15 mg por animal.

Independientemente de la hormona utilizada, antes de iniciar los tratamientos se
realizd la exploracién ecografica del ovario durante tres dias consecutivos, con la
finalidad de verificar la presencia de foliculos en crecimiento con un diametro superior a
los 7 mm. Los animales que cumplian dicha condicion recibieron 4 ug de buserelina
para inducir la ovulacién y fueron explorados 2 dias mas tarde para verificar la
ovulacion del foliculo dominante, en cuyo caso se inicid6 el tratamiento con las
correspondientes hormonas (FSH o eCG) de acuerdo con la pauta de administracion

descrita en el Esquema 1.

Al cabo de 7 dias del inicio del tratamiento experimental se realizd6 una nueva
evaluacion ecografica del ovario para cuantificar el niUmero y caracteristicas de las
estructuras presentes en el mismo (foliculos y cuerpos lUteos) y posteriormente se
realizaron montas controladas junto con la administracion de 4 ug de buserelina para

inducir la ovulacién de los foliculos que crecieron en respuesta a los tratamientos.

Seis dias mas tarde se evalud nuevamente la situacién ovarica al objeto de

determinar el nimero y las caracteristicas de las estructuras presentes en el mismo.

Todos los datos recogidos durante este proceso fueron anotados en una ficha

individual para cada una de las hembras donantes.

4.4. Recuperacion de los embriones

La recuperacion de los embriones se realizé por un procedimiento no quirdrgico a
los 7 dias de efectuarse la monta en todas las hembras que presentaban 2 é mas
cuerpos lateos en sus ovarios. Antes de iniciar la operacidon se administré a cada animal
0,3 g de acepromacina (Promazil, Laboratorios Sanivet) para su tranquilizacion, se
inmovilizé el animal en una manga de sujecion disefiada a tal efecto, se procedié a la
eliminacién del contenido rectal y se aplicaron 3 ml de clorhidrato de lidocaina al 2%
(Lidocaina, Laboratorios Over) para conseguir la anestesia epidural caudal. Finalmente

se realizo la limpieza y desinfeccion de la regién perineal.

Cada uno de los cuernos uterinos fue lavado por separado mediante un catéter de
Foley de 18 mm de diametro, al ser el que mejor se adaptaba a las dimensiones del

tracto genital de la alpaca. Para facilitar la introduccion del catéter a través del cérvix
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nos ayudamos de un fiador, que fue retirado parcialmente una vez alcanzado el
correspondiente cuerno uterino. Una vez situado el catéter en el tercio anterior de uno
de los cuernos se procedid al inflado del baléon con 15 ml de aire y finalmente se retiro

el fiador.

El lavado se realizd con PBS de Dulbecco (Sigma Aldrich, USA) suplementado con
un 1% de Albdmina Sérica Bovina (BSA fraccién V, Sigma Aldrich, USA), previamente

calentado a una temperatura de 37° C.

Cada uno de los cuernos fue lavado con 200 ml de medio inyectando cantidades
variables con una jeringa de 50 ml. El medio de lavado fue filtrado a través de un filtro
EmCon con un didametro de poro de 70 um (EmCon, USA), para reducir su volumen
hasta 20-30 cc y observado a 40X a través de un estereoscopio Nikon para proceder a

la busqueda de los embriones.

Una vez concluido el lavado de uno de los cuernos se repiti6 el mismo

procedimiento en el otro cuerno.

Los embriones recuperados fueron transferidos al medio de manejo (PBS+3% de
BSA) mantenido a una temperatura de 37 °C. Todos los embriones recuperados fueron
evaluados y clasificados de acuerdo con los establecidos por la IETS (1998),

estableciéndose las siguientes categorias:

1. Embriones Excelentes. Se encuentran en uno de los estados de desarrollo
esperados (blastocisto o blastocisto eclosionado), no muestran anomalias morfolédgicas
aparentes, son esféricos y simétricos y sus células son uniformes en cuanto a color,

tamafo y textura.

2. Embriones Buenos y Regulares. Se encuentran en uno de los estados de
desarrollo esperados, presentan muy pocos defectos morfoldogicos como algin
blastémero expulsado de la masa principal, forma ligeramente irregular o contienen

alguna vesicula.

3. Embriones Malos: Se encuentran en uno de los estados de desarrollo
esperado pero presentan defectos importantes, aunque no sean determinantes para su
viabilidad posterior. Incluye aquellos embriones con numerosos blastdmeros separados
de la masa celular principal, presencia de nucleos picnoticos, etc, pero siempre con una

masa celular aparentemente viable.
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4. Embriones Degenerados y Retardados: Embriones con amplia degeneracién
celular y/o con un estado de desarrollo seriamente retardado, sin presentar una masa
principal viable.

Criterios utilizados para determinar la calidad de los embriones

Excelentes Buenos
Regulares Malos

Apoyandonos en esta clasificacion y con el fin de simplificar la interpretacion de

los resultados, se ha utilizado la siguiente terminologia:

- Embriones totales: En esta categoria hemos incluido todas las estructuras recogidas.

- Moérulas
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- Blastocistos excelentes: Incluye aquellos blastocistos eclosionados que mostraban

unos bordes bien delimitados y no presentaban defectos morfoldgicos.

- Blastocistos Buenos: Incluye aquellos blastocistos eclosionados que presentan bordes

con ligeras irregularidades, que no son muy manifiestas

- Blastocistos Regulares: Incluye aquellos blastocistos eclosionados cuyos bordes eran

irregulares y aparecian arrugados.

- Blastocistos degenerados: Incluye aquellos blastocistos eclosionados con bordes muy

irregulares y que contenian células picnéticas.

Finalmente se procedié a determinar las dimensiones de los embriones utilizando

un ocular calibrado en um.

4.5. Transferencia de embriones.

Hemos utilizado como receptoras alpacas adultas, cuyas caracteristicas han sido
previamente descritas. El ciclo ovarico de estas hembras fue sincronizado con el de las
donantes mediante la administracion de un analogo de la GnRH (buserelina) para

sincronizar su ovulacion con la de las donantes.

Los embriones seleccionados para su transferencia fueron lavados en tres
ocasiones con PBS suplementado con un 10% de BSA a 37° C. A cada una de las
receptoras se le transfirid un embrion utilizando un método no quirdrgico empleando un
catéter de transferencia disefiado para la especie bovina (All stainless steel, 19250
Minitub, Alemania). Todas las transferencias se realizaron en el tercio anterior del

cuerno uterino izquierdo, independientemente de la localizacién del cuerpo lGteo.

A los 20 dias de la transferencia se realiz6 el diagnostico de gestacion mediante el
empleo de ecografia trasrectal, considerando como signo de gestacién la presencia de
una vesicula embrionaria.

4.6. Evaluacion de la fertilidad de las hembras donantes.
Las hembras utilizadas como donantes fueron sometidas a seguimiento ecografico

a intervalos semanales durante un periodo de 30 dias, al objeto de evaluar su actividad
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ovarica. Durante estas intervenciones se determind el nUmero de foliculos presentes en

cada ovario y las caracteristicas de los mismos.

Al concluir este periodo fueron sometidas a montas controladas y 20 dias mas

tarde se procedio al diagndstico de gestacién mediante ecografia transrectal.

4.7. Registro de informacion.

Toda la informacién recogida en cada una de las etapas del trabajo experimental
fue anotada en una ficha individual para cada uno de los animales. Los datos recogidos
fueron nimero y dimensiones de las estructuras presentes en el ovario en cada una de
las exploraciones ecograficas, nimero de embriones totales obtenidos, nimero de
embriones correspondientes a cada una de las categorias establecidas y dimensiones

de los mismos.

En el caso de las receptoras se recogieron los resultados correspondientes al

diagndstico de gestacion.

4.8. Analisis estadistico.

La influencia de los diferentes tratamientos hormonales y de la situacion fisioldgica
de los animales en la respuesta ovarica (niUmero de foliculos correspondientes a cada
categoria, numero de cuerpos lGteos, dimensiones de las diferentes estructuras, etc)
fueron evaluados mediante el Analisis de la varianza (ANOVA) en el caso de los valores
paramétricos y mediante la Chi cuadrado en el caso de los porcentuales, utilizando para
ello el programa SPSS (SPSS Inc. Chicago, USA). Los valores que se muestran en las
diferentes tablas aparecen expresados como mediasxerror estandar y se considero que

las diferencias observadas eran estadisticamente significativas cuando P<0,05.
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1.- EVALUACION DE LA RESPUESTA OVARICA A LOS TRATAMIENTOS CON
HORMONA FOLICULO ESTIMULANTE (FSH) Y GONADOTROPINA CORIONICA
EQUINA (eCG), ADMINISTRADOS EN UNA FASE LUTEAL NATURAL, DURANTE
LA LACTACION Y EN AUSENCIA DE LA MISMA.

EXPERIMENTO 1.1: Respuesta ovarica al tratamiento con FSH y (eCG) en

hembras lactantes y no lactantes.

El nimero medio de foliculos preovulatorios, considerados como tales los que
mostraban un didmetro comprendido entre 7 y 13 mm, observados en las hembras
sometidas al tratamiento de estimulacion ovarica fue de 8,98+6,84, con un rango
comprendido entre 0 a 27 foliculos, de acuerdo con la distribucion reflejada en el
Grafico 1. Como se puede apreciar en el mismo, solamente hubo una hembra que no
mostraba ningun foliculo perteneciente a esta categoria y otra que Unicamente
presentaba un foliculo. Por otra parte, en dos de las hembras tratadas se observaron
27 foliculos preovulatorios. Estos cuatro animales fueron excluidos del analisis
posterior, las dos primeras al considerar que no habian respondido al tratamiento y las
dos Ultimas por la posibilidad de que se hubieran producido errores de apreciacién

durante el recuento ecografico.

Frecuencia

01 2 3 4 5 6 9 10111213 14 16 17 18 19 20 21 27

Nimero de foliculos preovulatorios

Grafico 1: Distribucidon de los porcentajes de foliculos con un didmetro comprendido

entre 7 y 13 mm en la totalidad de las hembras utilizadas en el estudio.
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Tras la eliminacion de los animales anteriormente indicados, el valor medio
obtenido para el numero de foliculos preovulatorios fue de 8,54 = 5,54 (rango de 2 a
21).

La exploracion ecografica del ovario nos permitié comprobar que el 56,1 % de los
animales (23/41) presentaba un cuerpo liteo a los 7 dias del inicio del experimento,
mientras que en el 43,9% (18/41) se habia completado ya la luteolisis como respuesta
a las prostaglandinas administradas. Sin embargo, al comparar la respuesta ovarica de
ambos grupos de animales se pudo comprobar que era bastante similar, no existiendo

diferencias estadisticamente significativas.

N°Fol<7Zmm N°Folde7ai13 mm N°Fol >13mm

Cuerpo lateo

Presente 23 4,78+0,79 8,82+1,17 0,73+0,31

Ausente 18 4,33+0,89 8,16+1,32 0,66+0,35

Tabla 2: Respuesta ovarica en los animales en funcién de la presencia o ausencia de

cuerpo luteo (medias estimadas * error estandar).

Al analizar los datos mediante Chi cuadrado (p>0,05) pudimos comprobar que ni
la condicién de los animales (lactantes, no lactantes), ni la hormona utilizada (FSH,
eCG) mostraban una influencia estadisticamente significativa sobre la presencia o

ausencia de cuerpo lUteo a los 7 dias del inicio del tratamiento experimental.

Los valores obtenidos al evaluar la respuesta ovarica de los animales aparecen
recogidos en la Tabla 3. El andlisis de los mismos nos permiti6 comprobar que
Unicamente la hormona utilizada tenia un efecto estadisticamente significativo
(p<0,05),

hormona*condicion.

sin apreciarse ningun efecto de la condicion o de la interaccién

N° Fol >13mm ‘

Condicion Hormona n N° Fol < 7 mm N° Folde 7a 13 mm
Lactantes eCG 13 3,92+1,01° 9,76+1,51° 1,53+0,40
FSH 17 5,65+0,89° 8,35+1,32 ° 0,29+0,34
Total 30 4,78+0,67 9,06+1,00 0,91%0,26
No lactantes eCG 7 2,42+1,38° 9,71+2,06° 0,42+0,54
FSH 4 6,00+1,83° 3,25+2,72 P 0,25+0,72
Total 11 4,21+1,15 6,48+1,71 0,33+0,45
Total eCG 20 3,17+0,86 ¢ 9,74+1,27 ® 0,98+0,33
FSH 21 5,82+1,02 ° 5,80+1,51° 0,27+0,40
a, b

. La presencia de diferentes letras en la misma columna indica la existencia de diferencias

estadisticamente significativas (p<0,05).
Tabla 3: Respuesta ovarica de los animales en base al nUmero de estructuras presentes

en el ovario (medias estimadas + error estandar).
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Las hembras tratadas con FSH presentaron un mayor numero de foliculos
pequefios y un menor numero de foliculos preovulatorios que las tratadas con eCG. Sin
embargo, en estas Ultimas se observé un mayor numero de foliculos quisticos (> de 13
mm), especialmente acusado en el grupo de hembras lactantes, aunque las diferencias

observadas entre grupos y tratamientos carecian de significacion estadistica.

Las caracteristicas morfométricas de las estructuras presentes en los ovarios a los
7 dias del comienzo del tratamiento experimental se describen de forma detallada en la
Tabla 4. En ella se puede apreciar las poblaciones consideradas eran bastante
homogéneas, al realizar el ANOVA Unicamente se observd una influencia
estadisticamente significativa (p<0,05) del producto hormonal utilizado sobre el

didmetro de los foliculos de 7 a 13 mm, obteniéndose unos valores medios ligeramente

inferiores en las hembras tratadas con FSH.

Condicién Hormona Fol < 7Zmm n Folde 7 a 13 mm Fol >13mm Cuerpos
Lateos
Lactantes eCG 60 5,43+0,14 181 9,27+0,25°? 20 15,17+0,51 10 10,80+0,65
FSH 96 5,47+0,12 142  8,40+0,22° 5 14,50+0,96 10 11,00+0,54
Total 156 5,45+0,09 323 8,83+0,16 25 14,83+0,54 20 10,94+0,42
No lactantes eCG 23 5,51+0,19 68 8,76%0,34° 3 14,00+0,78 5 10,40+0,77
FSH 35 5,15+0,24 13 8,23%0,45° 2  15,75+0,96 2 8,00+1,72
Total 58 5,33+0,15 81 8,49+0,28 5  14,87+0,62 7 9,20+0,94
Total eCG 83 5,47+0,12 249 9,01%0,21°2 23  14,58+0,47 15 10,60+0,50
FSH 131 5,31+0,13 155 8,31+0,25° 7 15,12+0,68 12 9,50+0,90

& b |3 presencia de diferentes letras en la misma columna indica la existencia de diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05).

Tabla 4: Diametro de las diferentes estructuras observadas en el ovario a los 7 dias del

inicio del experimento (medias estimadas % error estandar).

A pesar de que como hemos sefalado anteriormente, el cuerpo lUteo no parecia
influir de manera significativa en la respuesta ovarica, en ausencia de CL el
comportamiento de las hembras era diferente en funcién de la hormona utilizada,
pudiendo comprobar que las mejores respuestas ovaricas se producian en las hembras
lactantes, si bien estos animales eran también mas propensos a desarrollar foliculos
quisticos, especialmente cuando eran tratados con eCG (Tabla 5). No obstante, las

diferencias observadas carecian de significacion estadistica.
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Condicion Hormona n N° Fol < 7 N° Folde 7 a 13 mm Fol >13mm
mm

Lactantes eCG 6 3,00+1,51 10,50+2,32 1,50+0,62
FSH 7 6,29+1,40 8,43+2,15 0,14+0,57
Total 13 4,64+1,03 9,46+1,58 0,82+0,42

No lactantes eCG 2 1,00+2,63 4,67+3,69 0,50+1,07
FSH 3 4,67+1,40 3,67+3,69 0,33+0,88
Total 5 2,83+1,69 5,33+£2,60 0,41+0,69

Total eCG 9 2,00+1,51 8,70+2,32 1,00+0,62
FSH 10 5,47+1,28 6,04+1,96 0,23+0,52

Tabla 5: Respuesta de los animales considerando el nUmero de estructuras presentes
en el ovario en las hembras que no presentaban cuerpo liteo (medias estimadas +

error estandar).

En el 34,1 % de las hembras (14/41) aparecieron foliculos quisticos, variando su
namero entre 1 y 7. La presencia de dichos foliculos fue mayor en las hembras tratadas
con eCG 10/14 (71,42%) y el andlisis mediante Chi cuadrado nos permiti6 comprobar
gue la hormona utilizada (FSH frente a eCG) influia en la presencia de estas estructuras
anormales (p<0,05). No obstante, la presencia de los mismos no ejercia un efecto
estadisticamente significativo sobre el posterior nUmero de cuerpos IUteos presentes en
el ovario en el momento de realizar el lavado del Utero (Tabla 6), aunque los valores

obtenidos para este parametro fueron superiores en las hembras con quistes.

quisticos a - mm mm

Presentes eCG 10 2,70x1,16 11,30+1,71
FSH 4 5,50+1,83 10,50+2,71

Ausentes eCG 10 4,10+1,16 8,20+1,71
FSH 17 5,76+0,89 6,64+1,31

Tabla 6: Respuesta ovarica en los animales en funcidn de la presencia o ausencia de

foliculos quisticos (medias estimadas + error estandar).

- 64 -



Resultados

EXPERIMENTO 1.2: Influencia de la respuesta ovarica al tratamiento hormonal

sobre la produccion de embriones y calidad de los mismos.

La respuesta ovarica de las hembras que produjeron embriones y las que no los
produjeron fue bastante similar, no existiendo diferencias estadisticamente
significativas para las diferentes estructuras consideradas. Sin embargo, pudimos
comprobar que en las hembras tratadas con FSH en las que no se recupero ningudn
embrion, el nimero medio de foliculos menores de 7 mm era notablemente superior.
Por el contrario, en las hembras tratadas con eCG que no produjeron embriones los

mayores valores se observaban en las categoriasde 7 a 13 mmy > de 13 mm.

Embriones Hormona n N° Fol < 7 N°Folde7Za 13 mm N° Fol >13mm N° Cuerpos
mm Lateos

SI eCG 11 3,81+0,97 7,81+1,53 0,36+0,22 0,63+0,15
FSH 7 3,85+1,20 7,71£1,92 0,42+0,28 0,28+0,18
Total 18 3,83+0,78 7,76%1,23 0,39+0,18 0,46+0,12

NO eCG 6 1,33+1,31 10,16+2,08 0,83+0,30 0,66+0,20
FSH 11 6,09+0,97 5,72+1,53 0,27+0,22 0,63+0,15
Total 17 3,71+0,81 7,94+1,29 0,55+0,18 0,65+0,12

Tabla 7: Respuesta ovarica en los animales en funcién de la produccién o no de

embriones (medias estimadas % error estandar).

En un analisis posterior tratamos de determinar la influencia de la respuesta
ovarica en la produccién de embriones viables, para lo cual consideramos solamente los
animales que produjeron blastocistos. Sin embargo, los resultados obtenidos pusieron
de manifiesto la ausencia de diferencias estadisticamente significativas (Tabla 8). No
obstante, como en el caso anterior las hembras tratadas con FSH que no produjeron

blastocistos presentaron un mayor nimero de foliculos< de 7 mm.

Blastocistos Hormona n N° Fol < 7 mm N° Folde 7 a 13 N° Fol N© Cuerpos
mm >13mm Lateos
SI eCG 9 4,44+1,07 8,44+1,66 0,33%0,46 0,66+0,17
FSH 6 4,80+1,44 9,60+2,23 0,60+0,33 0,40+0,23
Total 15 4,62+0,90 9,02+1,39 0,46£0,20 0,53+0,14
NO eCG 14 1,25+1,14 5,30+1,38 0,75+0,26 0,62+0,18
FSH 16 5,38+0,89 6,56+1,65 0,23+0,20 0,53+0,14
Total 30 3,31+0,72 7,09+1,12 0,49+0,16 0,58+0,11

Tabla 8: Respuesta ovarica en los animales en funcion de la produccién o no de

blastocistos (medias estimadas * error estandar).

El nimero medio de cuerpos |Uteos presentes en el ovario en el momento de

realizar el lavado del Utero en las hembras sometidas al tratamiento de estimulacion
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ovarica fue de 7,73%x4,44 (rango de 0 a 18), con la distribucidon representada en el
Grafico 2. Como se puede apreciar en el mismo solamente hubo 2 hembras que no
respondieron al tratamiento y 1 que tan solo presenté un cuerpo lUteo, lo que
representa un porcentaje de respuesta del 93,18% (41/44). Estas hembras no fueron

lavadas por lo que han sido excluidas del analisis posterior.

Frecuencia

N° de cuerpos liteos

Grafico 2: Distribucion del nimero de cuerpos lUteos en las hembras tratadas

Al analizar el efecto de la condicién de los animales, la hormona utilizada y la
interaccion de ambas, pudimos comprobar que Unicamente la hormona empleada
ejercia un efecto estadisticamente significativo sobre los valores obtenidos para el
numero de cuerpos luteos. Asi, los valores obtenidos para este parametro fueron
superiores en las hembras tratadas con eCG respecto a las que se administré FSH. Los

valores obtenidos para las distintas variables aparecen reflejados en la Tabla 9.

Condicion Hormona n N° Cuerpos Ne° de Fol Ne° de Fol N° de Fol
Lateos <7mm de7a1il3 >13mm
mm

Lactantes eCG 13 10,00£1,17 2 0,15+0,23 2,23+0,68 1,38+0,47
FSH 16 6,43+1,06 ° 0,56+0,20 2,62+0,61 0,68+0,42
Total 29 8,21+0,79 2,42+0,45 0,35+0,15 1,03+0,31

No lactantes eCG 7 9,85+1,60° 0,14+0,31 2,00+0,92 1,00+0,64
FSH 3 5,00+2,45° 1,00+0,48 2,33+1,41 1,33+0,98
Total 10 7,42+1,46 2,16+0,84 0,57%0,28 1,16+0,58

Total eCG 20 9,92+0,99 @ 0,14%0,19 2,47%0,77 1,19+0,39
FSH 19 5,71+1,33° 0,78+0,26 1,19+0,39 1,01+0,53

a, b

. La presencia de diferentes letras en la misma columna indica la existencia de diferencias

estadisticamente significativas (p<0,01).

Tabla 9: Estructuras presentes en el ovario a los 6 dias de la copula (medias estimadas

+ error estandar).
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Al calcular el porcentaje de ovulacién, considerando solamente los foliculos con un
didametro comprendido entre 7 y 13 mm observamos que en algunos animales los
valores obtenidos superaban el 100%, lo que podria indicar que algunos de los foliculos
de didmetro inferior a 7 mm habrian sido capaces de ovular o de transformarse en
cuerpos luteos. Ello, nos llevd a realizar un nuevo calculo considerando la totalidad de
los foliculos presentes en el ovario y en este caso obtuvimos un porcentaje de ovulacion
medio del 70,91%.

El nimero de foliculos anovulatorios después de la monta oscilé entre 0 y 7, sin
que pudiéramos comprobar ninguna influencia de la condicién de los animales o la
hormona administrada en la presencia de los mismos. No obstante, es necesario
resaltar que las dos hembras que presentaron 7 foliculos anovulatorios eran animales

lactantes que habian sido tratadas con eCG.
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2.- EVALUACION DE LA INFLUENCIA DE LA RESPUESTA OVARICA SOBRE EL
PORCENTAJE DE RECUPERACION DE EMBRIONES Y LAS CARACTERISTICAS DE

LOS MISMOS:

EXPERIMENTO 2.1: Evaluacion de la recogida de embriones a los 7 dias de la

copula en funcion de la situacion fisiolégica de las hembras y de la hormona

utilizada.

El lavado uterino se realizdé en 34 de los 41 animales (82,92%), puesto que 2 de

las hembras no presentaban ningun cuerpo IUteo y en 5 de los animales fue imposible

realizar la cateterizacion cervical debido a la oclusién del mismo o a las reducidas

dimensiones del recto. Solamente obtuvimos embriones en 18 de

los animales

(52,94%). La distribucion porcentual de los animales en funcién del numero de

embriones obtenidos aparece recogida en el Grafico 3. El porcentaje de recuperacion

obtenido en estas hembras, en base al recuento del niumero de cuerpos lUteos

presentes en el ovario, fue del 41,1%.

5.88%

8.82%

47.06%

11.76%

17.65%
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Grafico 3. Distribucion porcentual de los animales en funcién del nimero de

embriones obtenidos
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El nimero total de embriones obtenidos fue de 49, con un rango comprendido
entre 0 y 7, de los cuales 36 fueron blastocistos eclosionados (73,46%) y 13 morulas
(26,53%). En la mayor parte de los animales se obtuvieron Unicamente blastocistos,

aunque algunas hembras produjeron modrulas y blastocisto y otras solamente moérulas

(Gréfico 4).

Frecuencia
O = N W b 0o N

MORULAS BLASTOCISTOS MOR + BLAST

Embriones recogidos en un mismo lavado

Grafico 4: Numero de animales en los que se obtuvieron embriones en las

diferentes categorias de desarrollo.

El porcentaje de animales en los que no se obtuvo ningun embrién fue superior en
el grupo de hembras tratado con FSH (70,58 frente a 52,94%). No obstante, los
porcentajes de blastocistos obtenidos de hembras tratadas con FSH, 41,66% (15/36) y
de las tratadas con eCG 58,33% (21/36), fueron muy similares. La existencia o no de
lactacion tampoco afectd a los resultados en cuanto a la produccion de embriones,
siendo muy similares los porcentajes de animales en los que no se obtuvo ninguln

embridn (66,6 frente a 50%).

Al analizar los resultados obtenidos pudimos comprobar que el mayor nimero de
embriones totales y de blastocistos se logré al emplear FSH en las hembras lactantes y

eCG en las no lactantes. Sin embargo, las diferencias observadas carecian de

significacion estadistica (Tabla 10).
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Condicion Embriones Blastocistos Moérulas
totales

Lactantes eCG 7 1,71+0,47 1,00+0,50 0,71+£0,24
FSH 6 3,33+0,51 2,16+0,54 1,16+0,26
Total 13 2,52+0,35 1,58+0,37 0,94+0,18

No lactantes eCG 4 3,75+0,62 3,50+0,67 0,25+0,33
FSH 1 2,00+ 2,00+ 0,00+
Total 5 2,87+0,70 2,75+0,74 0,12+0,36

Total eCG 11 2,73+0,39 2,25+0,42 0,48+0,20
FSH 7 2,66+0,68 2,08+0,72 0,58+0,35

Tabla 10: Niumero de embriones recuperados a los 7 dias de la copula en funciéon de la
situacion fisioldgica de los animales y la hormona utilizada (medias estimadas + error

estandar).

La mayor parte de las morulas obtenidas procedian del grupo de hembras
lactantes (92,30%) (Grafico 5) y en este caso el analisis estadistico mediante la Chi
cuadrado demostré que la situacion fisioldogica de los animales ejercia un efecto

altamente significativo (p<0,01).

ElLactante

BNo lactante

Frecuencia
(] = N w A (62 )} ~]

N©° de mérulas

Grafico 5. Influencia de la situacién fisiolégica de los animales en el numero de

morulas obtenido

Sin embargo, la hormona utilizada afectaba al nUmero de moérulas obtenida, de tal
forma que el 46,15% de las mismas procedian de hembras tratadas con eCG y el 53,84
% de las tratadas con FSH. No obstante, debemos destacar que el Unico animal que

produjo 4 moérulas habia sido tratado con esta ultima hormona.
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Grafico 6: Efecto de la situacion fisiologica de los animales en las caracteristicas

de los embriones producidos.

Al evaluar la calidad de embriones recuperados pudimos comprobar que la

administracion de FSH permitié obtener un mayor niumero de embriones catalogados

como excelente (Tabla 11), mientras que el empleo de eCG permitié obtener un mayor

numero de embriones buenos, aunque las diferencias observadas carecian de

significacion estadistica (P<0.05). El numero de embriones regulares y malos no

presentd diferencias entre grupos.
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Condicion Hormona n Excelentes
Lactantes eCG 7 0,57+0,43
FSH 6 1,00+0,47
Total 13 0,78+0,32
No lactantes eCG 4 1,50+0,57
FSH 1 2,00+1,15
Total 5 1,75+0,64
Total eCG 11 1,03+0,36
FSH 7 1,50+0,62

Buenos

0,14+0,44
0,66+0,47
0,40+0,32
1,25+0,58
0,00+
0,62+0,65
0,69+0,36
0,33+0,62

Regulares Malos

0,14+0,17 0,85+0,38
0,50+0,19 1,16+0,41
0,32+0,13 1,01+0,28
0,25+0,23 0,75+0,50
0,00+ 0,00+

0,12+0,26 0,37+0,56
0,19+0,14 0,80+0,31
0,25+0,25 0,58+0,54

Tabla 11: Calidad de embriones recuperados segun condicién de donadoras y

hormonas (medias estimadas % error estandar).

El Gréafico 7, indica que la distribucion de los embriones obtenidos en cada uno de

los cuernos uterinos (derecho e izquierdo) era bastante homogénea. Sin embargo, se

obtuvo una mayor cantidad de blastocistos del cuerno derecho y un mayor nimero de

morulas en el izquierdo. Ademads, la calidad de los embriones obtenidos del cuerno

derecho parecia ser superior (Grafica 8).

Frecuencia

BLASTOCISTOS

MORULAS

Fase de desarrollo

TOTAL

bCuerno derecho

BCuerno izquierdo

Grafica 7: Distribucidén de los embriones en funciéon de su grado de desarrollo y cuerno

de procedencia.
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OCuerno
derecho

B Cuerno
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Frecuencia
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Calidad del embrion

Grafico 8: Distribucion de los embriones en funcion de su calidad y del cuerno de

procedencia

Finalmente evaluamos el efecto de la situacion ovarica en el momento de la
copula en la posterior produccién de blastocistos. Asi, pudimos comprobar que 22 de
los 36 blastocistos obtenidos (61,11%) procedian de las hembras que presentaron un
CL en el momento de cépula y tan solo 14 (38,88%) de las que no lo presentaban. Sin
embargo, el porcentaje de animales en los que no se obtuvo ningln embrién fue similar
para ambos grupos (64,28 frente a 60%). La distribuciéon del nimero de embriones en
ambos grupos aparece recogida en la Gréafica 9, en la que se puede constatar que todos
los animales que produjeron 4, 6 6 7 embriones en el mismo lavado se caracterizaban

por presentar un cuerpo lGteo en el momento de la copula.
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BaCL sI
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Frecuencia

N©° de blastocistos

Grafico 9: Distribucion del nimero de blastocistos producidos en funcidn de la

presencia o ausencia de cuerpo lGteo al final del periodo de estimulacion ovarica

La presencia o ausencia de un cuerpo liteo en el momento de la coépula parecia
influir también en el porcentaje de moérulas obtenido. Asi, el 69,23% de las modrulas
procedian de hembras que no presentaban CL y solamente el 30,76 % de las que lo

presentaron. (Grafica 10).

16 @CL SI
14

@CL NO
12

Frecuencia

oN R~ OO

N° de morulas

Grafico 10: Influencia de la Presencia o ausencia de cuerpos liteo en el momento de la

copula en el nUmero de moérulas obtenidas.

La presencia de foliculos anovulatorios no parecia afectar al nUmero de embriones
producidos ni a la calidad de los mismos. Sin embargo, debemos destacar que en la

Unica hembra que presentaba tres foliculos anovulatorios solamente produjo moérulas.
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EXPERIMENTO 2.2: Evaluacion de las caracteristicas de los embriones

obtenidos.

El diametro medio de los blastocistos fue de 610 um (rango de 200 a 1150 uym) vy
el de las moérulas de 200 um (rango de 150 a 250 pm). Para realizar el analisis
estadistico agrupamos a los blastocistos en 5 categorias en funcion de su diametro: A
(200 a 400 ym), B 401 a 600 pm), C (601 a 800 ym), D (801 a 1000 um) y E (mas de
1000 um). La distribucion de los blastocistos en base a estas categorias aparece
reflejada en el Grafico 11. En ella se puede comprobar que la mas frecuente es la que
agrupa a los blastocistos con un diametro de 401 a 600 ym. Sin embargo, no fuimos
capaces de establecer ninguna correlacion entre el diametro de los blastocistos y la

calidad de los mismos.

Porcentaje

Categorias en funcion del diametro

Grafico 11: Distribucidon de blastocistos obtenidos en funcion de su didametro:
A(200 a 400 pm), b(401 a 600um), C(601 a 800 um), D(801 a 1000um) y E(mas de
100um).

Al analizar la influencia de los diferentes factores considerados (condicion,
hormona, localizacidon del cuerpo liteo y sus interacciones) sobre el diametro de los
blastocistos, pudimos comprobar que tanto la condicion fisioldgica de las hembras como
la hormona empleada influian de manera significativa en el valor de este parametro
(p<0,05). Por el contrario, la localizacion del cuerpo IGteo y las diferentes interacciones

no ejercian un efecto estadisticamente significativo Tabla 12.
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Condicion Hormona n
Lactantes, _ eCG | | 7
Estadisticos d$§ﬁr|ptlvos 13
Total 20

No lactantes eCG 14
FSH 2

Total 16

Total eCG 21
FSH 15

Diametro

0,5140,062
0,47+0,05°
0,49+0,04 2
0,81+0,04 2
0,56+0,12°"
0,68+0,06"
0,66+0,04°
0,51+0,06°

b |a presencia de diferentes letras de igual color en la misma columna indica la existencia de

diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)

Tabla 12: Influencia de los factores considerados sobre el didmetro de los blastocistos

(medias estimadas =+ error estandar).

Bl EXCELENTES
[l BUENOS

0 REGULARES
H MALOS

Grafico 12: Distribucion de los blastocistos obtenidos en los grupos considerados para

determinar su calidad.
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3.- EVALUACION DEL PORCENTAJE DE GESTACION TRAS LA TRANSFERENCIA A
HEMBRAS RECEPTORAS DE LA MISMA ESPECIE.

Hemos transferido un total de 32 embriones de calidades excelentes, buenas y
regulares a igual nimero de hembras receptoras, consiguiendo un total de 14
gestaciones (43,75%) y estando En la actualidad pendiente de que se produzcan los
partos. Los porcentajes de gestacion logrados con cada una de las categorias
establecidas fue el siguiente: 50% excelentes, 45,45% buenos y 0% regulares, lo que
parece indicar que los criterios empleados en la evaluacion de los embriones fueron

adecuados.

La localizacion del cuerpo liteo no influyd en los resultados de gestacion, ya que
los valores obtenidos fueron de 46,15% (6/13) cuando el cuerpo luteo se localizaba en
el ovario derecho y de 46,66 % (7/15) cuando estaba situado en el izquierdo. No
obstante, en las hembras que presentaban dos cuerpos IUteos, uno en cada ovario, los

porcentajes de gestacion fueron muy bajos 25% (1/4).

Al eliminar del analisis los animales que presentaron dos cuerpos lUteos, pudimos
comprobar que el 53,85% (7/13) de las gestaciones logradas correspondian a los
animales cuyo cuerpo lUteo se situaba en el ovario izquierdo, mientras que solamente
fue del 46,15% (6/13) cuando se localizaba en el derecho. Sin embargo, el efecto de la

ubicacién del cuerpo lUteo carecia de significacion estadistica.
Al evaluar la influencia del didmetro de los embriones sobre la gestacién, pudimos

comprobar que Unicamente se lograron gestaciones cuando el didmetro de los

embriones transferidos estaba comprendido entre 400 y 1000 pm.
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B GESTANTES
BVACIAS

Frecuencia

O = N W PR 1 3~ W W

Categorias

Grafico 13: Influencia del didmetro de los embriones sobre las tasas de
gestacion: A (200 a 400 um), B 401 a 600 um), C (601 a 800 um), D (801 a 1000 um)
y E (mas de 1000 um).
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4.- EVALUACION DE LOS EFECTOS DE LA ESTIMULACION OVARICA Y EL
LAVADO DEL UTERO SOBRE LA POSTERIOR EFICIENCIA REPRODUCTIVA DE
HEMBRAS UTILIZADAS COMO DONANTES.

La evaluacion ecografica del ovario de las hembras donantes en los dias 7, 14, 21
y 28 posteriores al lavado del Utero nos permitié comprobar la evolucion del érgano en
cuanto a la presencia de foliculos preovulatorios. Asi, a los 7 dias presentaban foliculos
preovulatorio el 50% de los animales, a los 14 dias el 60%, a los 21 dias la cifra

descendia hasta el 30% y a los 28 dias se elevaba hasta el 90% (Tabla 13).

Dias Total
7 14 21 28
Foliculos de NO
7a13 5 4 7 1 17
SI 5 3 9 23
Total 10 10 10 10 40

Tabla 13: Evaluacién de la presencia de foliculos preovulatorios en el ovario de las

hembras donantes en diferentes etapas posteriores al lavado uterino.

La hormona utilizada para inducir la ovulacion multiple parecia influir en la
posterior recuperacion de la actividad ovarica, de tal forma que en las hembras
tratadas con FSH el porcentaje de animales que presentaron foliculos preovulatorios

durante el periodo considerado fue superior al de las tratadas con eCG (58,82 frente a
30,43%).

Hormona
eCG FSH
Foliculos _ SI 7 10
preovulatorios
NO 16 7
Total 23 17

Tabla 14: Influencia de la hormona utilizada durante la superovulacién en la presencia

de foliculos preovulatorios durante los 28 dias posteriores al lavado del Utero.

Tras el correspondiente periodo de descanso de 30 dias, las hembras fueron
sometidas a monta controlada y a diagnostico de gestacién 20 dias mas tarde. Los
resultados obtenidos en cuanto a gestaciones aparecen reflejados en la Tabla 15. Estos
resultados indican que la fertilidad de las hembras tratadas con FSH fue superior a las
tratadas con eCG, aunque las diferencias carecian de significacion estadistica, y que los

animales utilizados como donantes de embriones presentaban una buena fertilidad.
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eCG FSH
Prefiada 9(39.1%) 10(58.8%)
Vacia 14(60.9%) 7(41.2%)
Total 23(100%) 17(100%)

Tabla 15: Resultados obtenidos al realizar el diagndstico de gestacion a los 20 dias de

la copula.
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VI. DISCUSION

Existe un creciente interés mundial en la explotacién comercial de los camélidos
sudamericanos (llamas, alpacas, guanacos y vicufias), debido a su elevada demanda
por las empresas agrarias productoras de fibras naturales de alta calidad v,
recientemente, por el sector de animales de compafia. La induccion de ovulaciones
multiples junto con la transferencia de embriones (MOET) podria incrementar el nimero
de descendientes obtenidos a partir de las hembras genéticamente superiores,
facilitando la difusién de sus genes en el conjunto de la poblacion. Sin embargo, la
adaptacion de las tecnologias reproductivas desarrolladas en otras especies a los
camélidos, resulta dificil debido a las particularidades de su fisiologia reproductiva y a
los escasos conocimientos relativos a la misma, lo que obliga a desarrollar

procedimientos adaptados a estas especies.

La experiencia adquirida tras muchos afos de investigacion en las diferentes
especies domésticas, ha demostrado que para obtener una buena respuesta ovarica es
preciso administrar el tratamiento hormonal durante la emergencia de la oleada de
crecimiento folicular y en ausencia de un foliculo dominante (Monniaux y col., 1983).
Sin embargo, las particularidades fisioldgicas de los camélidos sudamericanos dificultan
el empleo de este procedimiento. Estas especies son de ovulacién inducida y, por lo
tanto, no existen fases luteales espontaneas (Novoa, 1970; Sumar, 1985) y, ademas,
el foliculo dominante se mantiene activo durante periodos muy prolongados (Bravo y
col, 1990a).

Los estudios encaminados a desarrollar un protocolo de superovulacién apropiado
para los camélidos domésticos son muy escasos y han sido realizados mayoritariamente
con llamas, utilizando un nimero de animales (Aller y col., 2002b; Bourke y col, 1995;
Correa y col, 1994, 1997; Palomino, 1996). Los resultados obtenidos por estos autores
demuestran la existencia de una gran variabilidad en la respuesta y unas tasas de
recuperacion de embriones muy bajas. En algunos casos la administracion de las
hormonas se realizé durante la fase folicular, provocando la emergencia de una oleada
de crecimiento folicular mediante la ablacion quirirgica del foliculo dominante (Ratto et
al., 2005) o en presencia del mismo (Velasquez y Novoa, 1999). Sin embargo, el
procedimiento mas habitual es administrarlo durante una fase luteal, bien sea natural,
tras provocar la ovulacion de un foliculo dominante y la formacion de un cuerpo lGteo, o
artificial mediante la administracion de progestagenos por via subcutanea o intravaginal
(Aba y col, 1999; Alberio y Aller 1996; Bourke y col., 1992b; Chaves y col, 1998,
2002).
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Los escasos estudios realizados en alpacas se han efectuado mayoritariamente
durante una fase luteal artificial, no existiendo ningun trabajo en el que se evalle la
respuesta ovarica de los animales cuando los tratamientos hormonales son

administrados durante una fase luteal inducida.

Nuestro estudio pretende evaluar la respuesta a las gonadotropinas durante una
fase luteal natural. Por ello, se inici6 comprobando la presencia de un foliculo
dominante en crecimiento, con un didmetro > de 7 mm y administrando una dosis de 4
Og de buserelina. Esta actuacion nos permitié conseguir la ovulacion y formacion del
cuerpo lUteo en la totalidad de los animales tratados, generando asi una fase luteal
natural. La mayor parte de los trabajos existentes indican que para provocar la
ovulacién en llamas o alpacas es necesario administrar una dosis de 1000 [Og de GnRH
(Adan vy col, 1989; Bourke y col, 1995a; Bravo y col, 1992; Ladrix y col, 1992; Huanca
y col, 2001) o de 8 ug de buserelina (Bourke y col, 1992b). Sin embargo, nuestros
resultados demuestran que una dosis de 4 pg de buserelina es suficiente para la
induccién de la ovulacion en las alpacas y coinciden con los descritos previamente por
Arainga y col (2003), quienes compararon el efecto de la administracion de dosis de 4 y
6 Og.

El nimero medio de foliculos con un didmetro comprendido entre 7 y 13 mm,
observados en las hembras sometidas al tratamiento de estimulaciéon ovarica durante
una fase luteal inducida fue de 8,98+6,84, con un rango comprendido entre 0 a 27
foliculos. Este amplio rango demuestra la existencia de una gran variabilidad en la
respuesta individual, hecho que ha sido descrito previamente por numerosos autores
(Bourke y col, 1992a; Correa 1997; Del Campo y col, 1996c; Ratto y col, 1997). En
nuestro caso el numero de animales que no respondidé al tratamiento fue muy bajo,
solamente 3 hembras, por lo que el procedimiento utilizado parece ser bastante

adecuado para conseguir la superovulacién en la alpaca.

Otro dato interesante observado por nosotros es que el 56,1% (23/41) de los
animales presentaba un cuerpo IGteo a los 7 dias del inicio del experimento, lo que
indicaba que no se habia completado la luteolisis como respuesta a la prostaglandina
administrada. La presencia de dichos cuerpos lUteos no ejercido un efecto significativo
sobre el nimero de foliculos de 7 a 13 mm, siendo este muy similar para ambos grupos
(8,82 frente a 8,16). Ademas, la presencia de cuerpos lUteos no estaba condicionada
por la situacidn fisioldgica de los animales (lactantes, no lactantes), ni por la hormona
utilizada (FSH, eCG). No existe ningln trabajo en el que se mencione la presencia de

cuerpos lUteos a los 7 dias del inicio del tratamiento, pero dado que no parecen influir
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en la respuesta ovarica, pensamos que podrian encontrarse en fase de regresién y por
lo tanto habria cesado su capacidad para producir progesterona. En este sentido,
existen algunos estudios que indican que el cuerpo Iuteo de los camélidos es capaz de
responder a los agentes luteoliticos entre los dias 6 y 8 postovulacion (Bourke y col,
1992). No obstante, seria muy interesante valorar la evolucion de la progesteronemia

en estas hembras.

El analisis de los resultados obtenidos al evaluar la respuesta ovarica de los
animales puso de manifiesto que la hormona utilizada ejercia un efecto
estadisticamente significativo en el nimero de foliculos menores de 7 mm y en el

numero de foliculos preovulatorios (didmetro de 7 y 13 mm).

El nimero de foliculos de didmetro inferior a los 7 mm fue mayor en las hembras
tratadas con FSH (5,82 frente a 3,17). Esta situacion no ha sido descrita previamente y
podria indicar que la dosis de FSH o pauta de administracion utilizada no son adecuadas
para estimular el crecimiento folicular en esta especie. Sin embargo, la dosis utilizada
por nosotros (200 mg) es similar a la empleada por otros autores que oscila entre 200
y 220 mg (Correa y col, 1997; Gamarra y col, 2007; Ratto y col, 1997; 2007). Por otra
parte, algunos estudios realizados en otras especies demuestran que cuando se
incrementa la dosis de FSH se provoca una reduccién del porcentaje de ovulaciones
(Kanitz y col, 2002). Nuestros resultados podrian indicar que la velocidad de
crecimiento de los foliculos reclutados como respuesta al tratamiento con FSH es menor
y, por ello, tardarian mas tiempo en adquirir la capacidad de responder a la descarga
preovulatoria de LH. En este sentido, un experimento realizado por Ratto y col (1997)
en el que se administraron 200 mg de pFSH repartidos durante 5 dias, demostraba que
el nimero de cuerpos lUteos se incrementaba sensiblemente cuando la monta se

retrasaba hasta las 36 horas de la finalizacién del tratamiento superovulatorio.

El nimero de foliculos preovulatorios fue superior en las hembras tratadas con
eCG (9,74 frente a 5,8). Sin embargo, la mayor parte de los autores consultados
indican que se obtienen mejores resultados utilizando FSH cuando el tratamiento
hormonal se administra durante una fase luteal inducida (Veldasquez y Novoa, 1999;
Novoa y col, 1999). Sin embargo, otros autores obtienen las mejores respuestas al
aplicar un tratamiento en el que combinan FSH y eCG tanto en llamas y alpacas
(Alberio y col, 1996; Bourke y col, 1995a; Chaves y col, 1998; Aba y col, 1999;
Velasquez y col, 1999; Agliero y col, 1999), como en camellos (Nowshari y col, 2005).
En la mayoria de las especies domésticas los resultados obtenidos con FSH siempre

superan a los logrados con eCG, aunque generalmente lo que se evalla es el numero
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de embriones transferibles (Eldsden y col, 1978; Armstron y Evans, 1983). No
obstante, los resultados obtenidos por los diferentes autores al utilizar FSH resultan
dificilmente comparables, debido a las grandes variaciones en la bioactividad del
producto utilizado o de los diferentes lotes de un mismo producto, ya que existe una
gran variabilidad en cuanto a su contenido en LH (Braileanu y col, 1998; Lindsell y col,
1986). No existe una opinidn unanime respecto al efecto de la contaminacién con LH
sobre la respuesta ovarica y la cantidad y calidad de los embriones obtenidos. Asi,
algunos autores sefialan que cuanto mayor es la pureza del producto mayor es el
numero de ovulaciones y la calidad de los embriones (Yamamoto y col, 1993), mientras
que otros sefialan que cuando la contaminacion de LH es muy baja se producen
alteraciones en la maduracion de los ovocitos, en la fecundacion y el desarrollo
embrionario (Herrler y col, 1991). Ademas, la administracion de FSH bovina
recombinante no permite incrementar el nimero de embriones transferibles, ni reducir
la variabilidad en la respuesta (Wilson y col, 1993). Tampoco podemos descartar que
los peores resultados que hemos obtenido en los animales tratados con FSH sean
consecuencia del estrés provocado por el manejo de los animales, ya que es necesario
repetidas administraciones del producto (dos inyecciones diarias durante 5 dias
consecutivos). Asi, en un estudio realizado por Bo y col (1994) utilizando novillas Bos
indicus, demostraron que una Unica inyeccién subcutdnea de Folltropin-V permitia
obtener mejores respuestas que la administracién del preparado 2 veces al dia durante
cuatro dias consecutivos. Por ello, consideramos interesante realizar nuevos estudios
para evaluar el efecto de la administracion del preparado una vez al dia durante varios

dias o incluso de una Unica inyeccién de la hormona administrada por via subcutanea.

La condicion fisioldgica de los animales y la interacciéon condicidn*hormona no
afectaron de manera significativo a la respuesta al tratamiento, lo que parece indicar
gue la lactacion no repercute sobre la respuesta al tratamiento. No obstante, en las
hembras lactantes el nimero de foliculos preovulatorios obtenidos fue superior. No
existen datos bibliograficos en los que se analice la respuesta superovulatoria de las
alpacas en base a su situacion fisioldgica. Sin embargo, algunos autores han sefialado
que en las hembras lactantes se produce un acortamiento del intervalo entre dos
oleadas de crecimiento folicular consecutivas y una disminucién del didametro final
alcanzado por el foliculo dominante (Adams, 1990), lo que indicaria la existencia de

algunas diferencias en su funcionalidad ovarica.

En resumen, la administracion del tratamiento hormonal durante una fase luteal
inducida permite obtener una buena respuesta ovarica en las alpacas, con

independencia de su situacion fisioldgica, obteniéndose mejores respuestas cuando se
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administra eCG en Unica inyeccion. Ademas, Los resultados obtenidos por nosotros al
utilizar eCG durante una fase luteal inducida superan a los descritos por otros autores
que administraron el mismo tratamiento durante una fase luteal artificial (Bourke y col,
1995a). Ello podria ser debido a que la administraciéon exdégena de progesterona no
provoca la regresion del foliculo dominante (Bourke y col, 1995a) que posteriormente
puede ovular y transformarse en un cuerpo lGteo, por la accidon LH de la eCG, en este

caso el cuerpo lUteo asi formado seria incapaz de responder a la accidon luteolitica de la

PGF3q.

El analisis morfométrico de las estructuras presentes en los ovarios a los 7 dias
del inicio del tratamiento puso de manifiesto que los valores obtenidos para los
diferentes grupos considerados eran bastante homogéneos. No obstante, pudimos
comprobar que la hormona utilizada determinaba la existencia de diferencias en el
diametro medio de los foliculos incluidos en la categoria de 7 a 13 mm. Asi, en las
hembras tratadas con eCG el didmetro medio de dichos foliculos fue superior al de las
tratadas con FSH (9,01 frente a 8,31). No existe ningun trabajo previo en el que haya
analizado esta variable, pero nuestros resultados sugieren que la velocidad de
crecimiento folicular es mayor en los animales tratados con eCG. Otro dato que apoya
esta hipotesis es que, como hemos sefialado previamente, en los animales tratados con
eCG el numero de foliculos con didmetro inferior a 7 mm es significativamente inferior
al de los que recibieron FSH. Los resultados obtenidos por Driancourt y Fry (1992), al
evaluar el crecimiento y la maduracién de los foliculos de ovejas tratadas con FSH o
eCG, demostraron que la eCG determinaba una mayor velocidad de crecimiento
folicular y mayor produccién de estradiol. A partir del momento en el que se establece
la seleccion, el crecimiento folicular estd regulado por la LH, por lo que el menor
tamafo de los foliculos presentes en el ovario de las hembras tratadas con FSH podria
ser consecuencia de la necesidad de competir por la LH presente en el torrente
circulatorio. Asi, algunos estudios previos demuestran que el didmetro de los foliculos
dominantes que crecen como respuesta de un tratamiento superovulatorio con FSH es
inferior al alcanzado por el foliculo dominante que se forma durante una oleada de

crecimiento natural (Adams, 1999).

Un porcentaje importante de los animales tratados (34,1%) desarrollaron foliculos
quisticos, cuyo numero variaba entre 1 y 7. El analisis estadistico nos permiti
comprobar que la hormona utilizada influia de manera significativa en la presencia de
estas estructuras, siendo mucho mas frecuentes en las hembras tratadas con eCG. Este
hecho ha sido descrito previamente tanto en alpacas (Correa y col, 1994), como en

llamas (Bravo y col, 1995c), estos ultimos autores sefialan que la administracion de
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eCG provoca quistes foliculares en un 20% de los animales y que la frecuencia de
presentacién de estas estructuras anormales se incrementa al aumentar la dosis de
eCG (Bravo y col, 1995c). La presencia de foliculos quisticos no ejercia un efecto
estadisticamente significativo sobre numero de cuerpos lGteos observados 6 dias
después de la monta. Sin embargo, nuestros resultados indicaban que las hembras que
presentaron un foliculo quistico desarrollaron posteriormente un mayor numero de
cuerpos lateos, independientemente de la hormona utilizada para provocar la

superovulacion.

En la segunda parte del primero de nuestros experimentos tratamos de
comprobar la existencia de relaciones entre la respuesta ovarica al tratamiento y la
produccion de embriones. Sin embargo, no observamos diferencias estadisticamente
significativas entre los animales en los que se obtuvieron embriones y los que no se

obtuvo ninguno, siendo la respuesta ovarica muy homogénea en ambos grupos.

No obstante, en las donantes tratadas con FSH en las que no se recuperd ningln
embrion se aprecido un mayor numero de foliculos < de 7mm (6,09+0,97). Mientras que
en las tratadas con eCG, en las que no se obtuvo ningdn embrién, habia una mayor
presencia de foliculos con un didmetro de 7 a 13 (10,16+2,08). Estos datos parecen
indicar nuevamente que el protocolo de administracion de la FSH o la dosis utilizada no
permite incrementar la velocidad de crecimiento folicular de manera adecuada en esta
especie, de tal forma que una parte importante de los foliculos no habrian alcanzado el
didmetro minimo necesario para responder a la descarga preovulatoria de LH,
repercutiendo negativamente en la produccién de embriones. La ausencia de una
estrecha correspondencia entre la respuesta ovarica y la produccién de embriones
podria estar indicando la interferencia de la superovulacién con la maduracion de los
ovocitos, la ovulacion o el trasporte de los gametos o de los embriones. Algunos
autores han sefalado que la superovulacién afecta a la maduracidon nuclear vy
citoplasmica de los ovocitos disminuyendo su capacidad para ser fecundados y soportar
el posterior desarrollo embrionario (Sirad y col, 2000). Sin embargo, estos efectos no
han sido estudiados aun en los camélidos sudamericanos. Tampoco podemos descartar
la influencia del momento en el que realizamos el lavado y la destreza del operador en

el nimero de embriones obtenidos.

La evaluacion de la respuesta al tratamiento mediante el recuento del nimero de
cuerpos luteos presentes en el ovario antes de proceder al lavado del Utero nos
permiti6 comprobar que el 93,18% de las hembras tratadas respondieron al

tratamiento (2 6 mas cuerpos lUteos). Asi, solamente hubo tres hembras que no
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respondieron al mismo al no presentar ningun cuerpo liteo o tener solamente uno.
Estos resultados son sensiblemente superiores a los obtenidos por Aller y col (2002b)
en llamas, estos investigadores observaron que un 20% de los animales no respondian
al tratamiento de eCG durante una fase luteal artificial, inducida mediante la insercidon
intravaginal de un CIDR. El nimero de cuerpos lUteos obtenido por nosotros fue de
7,73%£4,44 (rango comprendido entre 0 y 18), siendo similar al descrito en llamas
(Correa et al, 1997) y bastante superiores a los obtenidos por otros investigadores en
esta misma especie (Aller y col, 2002b; Bourke y col, 1992). La informacion existente
en alpacas es muy escasa, ya que solamente hemos encontrado un trabajo en el que se
hace referencia al numero de cuerpos luteos observados en el ovario tras la
superovulacion (Velasquez y Novoa, 1999). En dicho articulo se sefala que el niumero
de cuerpos luteos fue mayor en las hembras que recibieron la eCG durante una fase
luteal artificial, frente a los animales que recibieron la gonadotropina durante una fase
folicular (17,80 frente a 8,20).

Al analizar la influencia de la situacién fisioldgica de las donantes, las hormonas
utilizadas y la interacciéon entre ambas sobre el nimero de cuerpos luteos, hemos
observado que Unicamente la hormona ejercia un efecto estadisticamente significativo,
siendo el numero de cuerpos lUteos superior en las hembras tratadas con eCG. Estos
resultados son contrarios a los obtenidos en llamas por Correa y col (1997), quienes
observaron un mayor nimero de cuerpos lUteos en los animales tratados con FSH, a
pesar de que las hembras tratadas con eCG presentaban un mayor numero de foliculos
preovulatorios. Estos autores indican que la utilizacién de eCG para estimular la
actividad ovarica interfiere con la ovulacién, debido a que su larga vida media que
provocaria la luteinizacién de los foliculos. Las diferencias observadas con nuestros
resultados podrian ser consecuencia de la mayor efectividad del procedimiento que
hemos empleado para inducir la ovulaciéon (monta + administracion de GnRH). Algunos
autores demuestran que la administracion de GnRH en el momento de la monta
incrementa el porcentaje de ovulaciones y reduce el periodo necesario para que se
complete la ovulacién, cuando en el ovario existen multiples foliculos (Adam vy col,
1992b).

Es interesante sefialar que, en nuestras condiciones experimentales, el nimero de
foliculos anovulatorios presentes en el ovario en el momento de realizar el lavado del
Utero fue muy bajo y, ademas, no hemos observado diferencias en funcién de la
hormona utilizada, a pesar de que el Unico animal que presentaba 7 foliculos
anovulatorios habia sido tratado con eCG. Sin embargo, la aparicion de foliculos

anovulatorios es muy habitual cuando se realiza la superovulacion tanto en llamas
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(Aller y col, 2002, Bourke y col, 1995a), como en vicufias (Aller y col, 2002). Algunos
autores indican que la administracion de eCG provoca un mayor incremento en la
frecuencia de aparicién de foliculos anovulatorios que la FSH, debido a su prolongada
vida media (Correa y col, 1997). Sin embargo, las condiciones de trabajo empleadas
por estos investigadores difieren de las utilizadas en nuestros experimentos, puesto
gue administraron eCG durante 3 dias consecutivos o combinaron eCG y FSH. Otros
estudios realizados en ovino demuestran que el tratamiento con FSH produce la misma
incidencia de foliculos anovulatorios que la eCG (Gonzalez-Bulnes y col, 2000). La
aparicion de foliculos anovulatorios ha sido atribuida a que la administracion de
gonadotropinas exdgenas provoca el rescate de foliculos en etapas iniciales de atresia
(Rubianes y col, 1997).

Srenan y Beehan, (1974) sefialaron que el objetivo de los tratamientos
superovulatorios es estimular el crecimiento folicular sin provocar un excesivo edema
ovarico o la aparicion de foliculos anormalmente grandes, consiguiendo un numero
adecuado de foliculos capaces de ovular y formar cuerpos liteos normales. Los
resultados obtenidos por nosotros al administrar FSH o eCG durante una fase luteal
inducida cumplen dicho objetivo, por lo cual nos parece un procedimiento apropiado

para lograr la superovulacion en las alpacas.

En el segundo de nuestros experimentos hemos evaluado la recogida de embriones
mediante el lavado del Utero a los 7 dias de la cépula. La eleccién del momento mas
apropiado para realizar el lavado esta basada en la informacién existente en la mayor
parte de la bibliografia consultada (Bourke y co.l, 1995a, Ratto y col., 1999; Huanca y
col., 2006), no obstante, algunos autores realizaron el lavado del Utero entre los 8 y
8,5 dias posteriores al coito (Aller y col., 2002b). Diversos estudios indican que el
desarrollo embrionario es muy rapido en los camélidos. Asi, a los cuatro dias del coito
aparecen en el oviducto embriones de 4-8 células (Bravo y col, 1996a) y a los 7 dias
los embriones migran al Utero como blastocistos eclosionados (Ratto y col., 1999;
Huanca y col., 2006). Algunos estudios previos indicaban que en los camélidos los
embriones migran al Gtero a los 5-6 dias de la ovulacién, en forma de blastocistos en
eclosion o recién eclosionados (Del campo y col., 1995a; McKimon y col., 1992). En un
estudio preliminar realizado por nosotros, cuyos resultados alin no han sido publicados,
en el que realizamos el sacrificio de 24 alpacas en dias diferentes después de la cépula,
pudimos comprobar que él transito desde el oviducto al Utero se producia unas horas
antes del dia 7. Ademas, en ensayos previos hemos comprobado que cuando el lavado
del Utero se realiza antes del dia 7 o en los dias 8 6 9 no se obtiene ningln embridn.

Algunos autores sefialan que la recuperacion de embriones se puede realizar a los 7, 8
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y 9 dias (Taylor y col., 2001), lo que no coincide con nuestras experiencias. Es
necesario sefalar que estos investigadores efectian la recogida sin previa estimulacién
hormonal del ovario, lo que podria indicar que en estas condiciones la migracion de los

blastocistos al Utero se produce de forma mas tardia.

Solamente obtuvimos embriones en 18 de las 34 hembras donantes utilizadas
(52,94%), siendo nuestros resultados inferiores a los descritos por Aller y col. (2002b)
en llamas (83,4%). Estas diferencias pueden ser atribuidas a las diferencias entre
especies, ya que el mayor tamafio de las llamas facilita la manipulacion de su Utero por
via rectal. Hemos obtenido 49 embriones, lo que representa un porcentaje de
recuperacion del 41,1%, con respecto al nimero de cuerpos lUteos presentes en el
ovario. Nuestros resultados son similares a los descritos por Correa y col. (1997)
(47,7%), superiores a los indicados por Ratto y col (1997) (30%) e inferiores a los de
Aller y col. (2002b) (84,6%). Es necesario sefialar que todos estos investigadores han
desarrollado sus experimentos con llamas y que no existen datos bibliograficos
referentes a alpacas. Ademas, hemos observado la existencia de una gran variabilidad
individual entre donantes, ya que el numero de embriones obtenidos estaba
comprendido en un rango de 1 y 7 embriones/donante, situacién que coincide con lo
descrito previamente por otros autores (Bourke y col, 1992; Correa y col., 1997). El
porcentaje de embriones recuperados estd condicionado por diversos factores entre los
que se ha destacado por su importancia la incapacidad de la fimbria oviductal para
captar todos los ovocitos liberados, el dia en el que se efectia la recogida (Taylor y
col., 2001; Novoa y col., 1999) y el procedimiento utilizado para el lavado del utero
(Bourke y col., 1995, Ratto y col., 1999; Huanca y col., 2006).

El porcentaje de animales en los que no se obtuvo ningun embrién fue superior
en el grupo de hembras tratado con FSH (70,58 frente a 52,94%), lo que podria ser
consecuencia de que en estos animales exista un retraso en la ovulacién y por lo tanto
en la migracion del oviducto al Gtero, pudiendo producirse entre los dias 8 y 9, tal y

como observaron Taylor y col. (2001) en hembras no superovuladas.

Con respecto a las caracteristicas de los embriones obtenidos, hemos
recuperado 36 blastocistos eclosionados (73,46%) y 13 morulas (26,53%). En la mayor
parte de los animales se obtuvieron Unicamente blastocistos, aunque algunas hembras
produjeron morulas y blastocistos y otras solamente moérulas. En ningin caso hemos
recuperado ovocitos sin fecundar, lo que podria indicar que en los camélidos el
porcentaje de fecundacion es muy elevado, como sugieren Correa y col (1997), o bien

la existencia de algin mecanismo que impide su migracion desde el oviducto al Utero.
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Algunos autores han sefialado la existencia de un mecanismo de seleccién, localizado
en la unién Utero-tubarica, que solamente permite el paso de los embriones que han
alcanzado un desarrollo adecuado (Novoa y col, 1999), tal y como sucede en la yegua
(Betteridge y Mitchell, 1974). Los datos existentes en la bibliografia con respecto a las
caracteristicas de los embriones son diversos. Asi, algunos autores sefialan la presencia
de moérulas, blastocistos y blastocistos expandidos (Palomino y col, 1986; Correa,
1992a; Wiptz y Chapman, 1985), mientras que otros Unicamente encuentran
blastocistos eclosionados (Aller y col, 2002b; Bourke y col, 1992c; 1995; Correa, 1994;
1997). La presencia de mdrulas en el Utero contradice las afirmaciones de Bourke y col
(1992c), quienes sefialan que Unicamente es posible obtener moérulas mediante el

lavado del oviducto a los 3 dias de producirse la ovulacion.

Los porcentajes de blastocistos obtenidos de hembras tratadas con FSH
(41,66%) y con eCG (58,33%) fueron muy similares lo que difiere con lo sefialado por
otros autores (Velasquez y Novoa, 1999; Ratto y col, 1999) quienes observaron que en
las llamas la FSH permite obtener un mayor nimero de blastocistos cuando se
administra en dosis decrecientes durante 5 dias consecutivos en el transcurso de una

fase luteal inducida.

La existencia o no de lactacién tampoco afectdé a los resultados en cuanto a la
produccion de embriones, no obstante, el mayor nimero de blastocistos se obtuvo al
administrar FSH en las hembras lactantes y eCG en las no lactantes, aunque las
diferencias observadas carecian de significacion estadistica. Un aspecto que llama la
atencidén es que la mayor parte de las moérulas obtenidas procedian del grupo de
hembras lactantes (92,30%), mostrando el anadlisis estadistico un efecto altamente
significativo sobre este parametro. No existen datos bibliograficos con respecto a la
influencia de la lactacién en la produccion de embriones en los camélidos y las

caracteristicas de los mismos.

La distribucion de los embriones obtenidos en cada uno de los cuernos uterinos
(derecho e izquierdo) era bastante homogénea. Sin embargo, se obtuvo una mayor
cantidad de blastocistos del cuerno derecho y un mayor numero de morulas en el
izquierdo. Ademas, la calidad de los embriones procedentes del cuerno derecho parecia

ser superior.

Al evaluar la calidad de embriones recuperados pudimos comprobar que la
utilizacion de FSH permitié obtener un mayor nimero de embriones catalogados como

excelentes, mientras que el empleo de eCG permitié obtener un mayor nimero de
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embriones incluidos dentro de la categoria de buenos, aunque las diferencias
observadas carecian de significacion estadistica. Esta observacion coincide con lo
descrito en otras especies domésticas, puesto que se indica que los embriones
producidos por las hembras tratadas con FSH son de calidad superior (Elsden y col,
1978; Monniaux y col, 1983). Algunos estudios endocrinos han demostrado que en las
vacas tratadas con eCG son mas frecuentes los perfiles anormales de LH y
progesterona en las vacas tratadas con eCG (Greve, 1983; Mikel-Jenson y col, 1982),
lo que se ha asociado con una reduccidn en los porcentajes de ovulacion y fecundacién
(Callesen y col, 1986).

La mayor parte de los trabajos realizados en camélidos tan solo consideran el
efecto de la situacidon ovarica en el momento de la recogida sobre la produccién de
embriones (Aller y col, 2002b; Ratto y col, 1997). Nosotros hemos evaluado también el
efecto de la presencia o ausencia de un cuerpo lGteo en el momento de la copula sobre
los resultados finales. Asi, hemos podido comprobar que 22 de los 36 blastocistos
obtenidos (61,11%) procedian de hembras que presentaron un CL en el momento de
copula y tan solo 14 (38,88%) de las que no lo presentaban. Ademas, todos los
animales que produjeron 4, 6 6 7 embriones en el mismo lavado se caracterizaban por
presentar un cuerpo lGteo en el momento de la cépula. Estos datos parecen indicar que
la regresiéon tardia del cuerpo liteo no afecta a la ovulacién y que ejerce un efecto
beneficioso sobre la producciéon de embriones. No obstante, es necesario realizar
nuevos experimentos retrasando el momento de la administracion de la prostaglandina

para verificar la validez de esta hipdtesis.

Tal y como hemos sefalado previamente, algunas de las hembras tratadas
presentaban foliculos anovulatorios en el momento del lavado del Utero. Sin embargo,
nuestros resultados indican que su presencia no afecta al nimero de embriones
obtenidos, ni a la calidad de los mismos. Esta misma situacién ha sido observada
previamente por Aller y col (2002b) en Illamas superovuladas durante una fase luteal
inducida, ya que estos autores tampoco observaron ninguna influencia de los mismos
sobre la produccion de embriones. En un estudio realizado por Veiga-Lopez y col (2006)
en la especie ovina, se comprobdé que los foliculos anovulatorios no repercutian
negativamente en la cantidad y calidad de los embriones producidos. Estos autores
comprobaron que la mayor parte de los foliculos anovulatorios tenian una escasa
capacidad estrogénica. Sin embargo, cuando los foliculos anovulatorios eran altamente
estrogénicos, afectaban negativamente a la cantidad de embriones producidos, al
disminuir considerablemente el porcentaje de ovocitos fecundados (Veiga-Lopez y col,
2006).
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Todos los blastocistos obtenidos por nosotros se encontraban en la fase de
blastocisto eclosionado, lo que implica que la pérdida de la zona pellcida se produce
antes de migrar desde el oviducto al utero. El tamafio de los blastocisto era muy
variable y estaba comprendido en un rango de 200 a 1150 pm, valores similares a los
seflalados previamente por Bourke y col (1992c) y Del Campo y col (2002). Por lo que
respecta a las moérulas, su didmetro era sensiblemente inferior y estaba comprendido
en un rango entre 150 a 250 pym. No existe ningln trabajo previo en el que se
mencionen las dimensiones de las moérulas en los camélidos sudamericanos. Cuando se
realiza la recogida a los 7 dias de la monta los blastocistos que aparecen con mayor
frecuencia son aquellos cuyo diametro estd comprendido entre 400 y 600 um,

representando un 47,22% del total.

Al analizar la influencia de los diferentes factores considerados (condicién,
hormona, localizacién del cuerpo liteo y sus interacciones), pudimos comprobar que
tanto la situacion fisioldogica de las hembras como la hormona utilizada influian de
manera significativa sobre el diametro de los blastocistos. Asi, los procedentes de
hembras no lactantes y de las tratadas con eCG presentaron un mayor diametro.
Desconocemos el significado de esta observacién, aunque podria indicar que en estos
animales el desarrollo es mas rapido o que los embriones tienen mayor edad por

haberse producido la ovulacién antes que en los restantes grupos.

Dado que no existe ningln estudio previo en el que se establezcan los criterios
para determinar la calidad de los embriones de alpaca o llama, hemos adaptado los
criterios descritos por Stringfellow y col (1998) para evaluar la calidad de los embriones
bovinos. Utilizando estos criterios pudimos comprobar que la mitad de los blastocistos
obtenidos eran excelentes (50,0%) y el resto estaban distribuidos en las categorias de
buenos (27,8 %), regulares (11,1 %) y malos (11,1 %). No fuimos capaces de

establecer ninguna correlacion entre el tamafio de los embriones y su calidad.

En el tercero de nuestros experimentos hemos evaluado el porcentaje de
gestacion tras la transferencia no quirargica de los embriones recién obtenidos.
Independientemente de la localizacion del cuerpo IUteo, todas las transferencias se
realizaron en el tercio anterior del cuerno uterino izquierdo, tal y como esta indicado en
el caso de los camélidos (Musa y col, 1993). En estas especies el 98% de las
gestaciones se localizan en dicho cuerno, a pesar de que los cuerpos luteos de
gestacion se distribuyan de forma homogénea entre ambos ovarios (Bravo y col, 1993).
De las 32 transferencias realizadas 14 dieron lugar a gestacion (43,75%). El porcentaje

de gestacion obtenido por nosotros es similar al sefialado por Bourke y col (1995) y
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superior al indicado por Taylor y col (2000) utilizando embriones recogidos en los dias 7

y 8.

Los embriones transferidos habian sido clasificados dentro de la categoria
excelente, buena, regular y mala y los porcentajes de gestacién obtenidos para cada
una de estas categorias fueron de 50, 45, 45 y 0%, respectivamente. Estos datos
demuestran que los criterios que hemos aplicado para determinar la calidad de los

embriones resultan adecuados para esta especie.

Al evaluar la influencia del didmetro de los embriones sobre la gestacidén, pudimos
comprobar que Unicamente se lograron gestaciones cuando el didmetro de los
embriones transferidos estaba comprendido entre 400 y 1000 pm. Estos resultados
coinciden parcialmente con lo descrito previamente en llamas por Bourke y col (1995),
quienes sefialan que las gestaciones se consiguieron Unicamente cuando el didmetro de
los embriones transferidos estaba comprendido entre 600 a 1200 um. No existe ningun
estudio en el que se evalle el efecto del grado de sincronia entre la edad del embridn y
la etapa de desarrollo luteal de las receptoras. Sin embargo, la gran amplitud en el
rango de tamafos podria indicar que en esta especie es menos critico que en otras. En
las alpacas las fases luteales inducidas tras una copula infértii o mediante la
administracién de hormonas son muy cortas, aproximadamente 10 dias (Bravo y col,
1991b), por lo que a los 7 dias de la ovulacién estd a punto de iniciarse la luteolisis por
lo que los blastocistos transferidos deben ser capaces de emitir rapidamente las sefiales
necesarias para el reconocimiento maternal de la gestaciéon. En un estudio reciente
realizado por Powell y col (2007), se ha demostrado que los blastocistos de llamas
producen cantidades crecientes de 17p-estradiol entre los dias 7 y 15 de gestacion.
Algunos autores indican que una asincronia negativa de 24-48 horas entre la induccion
de la ovulacion en la donante y las receptoras podria contribuir a incrementar las tasas

de gestacion en camélidos (Musa y col, 1993).

En el cuarto de nuestros experimentos nos permitié comprobar que la utilizacion
de las hembras como donantes de embriones no afecta a su posterior capacidad
reproductiva, ni supone un grave retraso en la recuperacion de la misma. Nuestros
resultados indican que el 50% de las hembras donantes presentan un foliculo
preovulatorio a los 7 dias de la realizacion del lavado, lo que supone el reinicio
inmediato de las oleadas de crecimiento folicular, y esta cifra alcanzo valores del 90 %

a los 28 dias de la recogida.
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Al analizar la influencia de la hormona administrada durante el tratamiento
superovulatorio sobre la aparicién de foliculos preovulatorios durante los 28 dias
posteriores a la recogida pudimos comprobar que la recuperacién de la actividad

ovarica era mas rapida en las hembras tratadas con FSH.

Las hembras donantes fueron sometidas a monta controlada y posterior
diagndstico de gestacion, lo que nos permitid comprobar que un 47,5 % de las mismas
quedaron gestantes. Este valor es sélo ligeramente inferior al obtenido en alpacas en
condiciones naturales durante la misma campafna (Huanca y col, 2006), lo que
demuestra que la utilizaciéon de las hembras como donantes no afecta negativamente a
su posterior capacidad reproductiva. Ademas hemos comprobado que los porcentajes
de gestacidon obtenidos en las hembras tratadas con FSH (58,8%) son superiores a las
que recibieron eCG (39,1%), lo que indica que la recuperacion de la actividad ovarica

es mas rapida en las primeras.
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VII. CONCLUSIONES

12.- La superovulacion de las alpacas durante una fase luteal natural, inducida
mediante la administracion de buserelina, permite obtener un numero de foliculos
preovulatorios similar al logrado al aplicar estas hormonas durante una fase luteal
artificial. La respuesta mostrdé una gran variabilidad, pero el nimero de animales que

no respondieron al tratamiento fue muy bajo.

23.- El nimero de foliculos menores de 7 mm fue mayor en las hembras tratadas con
FSH y el numero de foliculos preovulatorios fue superior en las que recibieron eCG.
Ademas, los foliculos preovulatorios presentaron mayor diametro en las hembras
tratadas con eCG. Sin embargo, no hemos conseguido establecer ninguna correlacion

entre la respuesta ovarica y el nimero y calidad de los embriones producidos.

32.- Un porcentaje importante de los animales tratados (24,1%) desarrollaron foliculos

quisticos, siendo mucho mas frecuente en las hembras tratadas con eCG.

4a - E| recuento del nimero de cuerpos lUteos nos permiti6 comprobar que la mayor
parte de las hembras tratadas respondieron positivamente al tratamiento (93,18%),
obteniéndose un valor medio para el nimero de cuerpos lUteos de 7,73+4,44 y un
numero muy bajo de foliculos anovulatorios. La hormona utilizada ejercia un efecto
estadisticamente significativo sobre el nimero de cuerpos lUteos, siendo esta cifra

superior en las hembras tratadas con eCG.

5a.- El lavado del Utero a los 7 dias de la copula permite obtener embriones en esta
especie, aunque el porcentaje de animales en los que se logro (47,06%) y la tasa de
recuperacion (41,1%) son sensiblemente inferiores a los logrados en otras especies

domesticas.

62.- La mayor parte de los embriones recuperados fueron blastocistos eclosionados y
solamente unos pocos fueron morulas, no existiendo diferencias atribuibles a la
hormona utilizada o a la situacion fisiologica de las hembras. No obstante, en las

hembras tratadas con FSH se obtuvieron mas embriones catalogados como excelentes.
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73.- La situacion fisioldgica de las hembras y la hormona utilizada influian de manera
significativa en el didmetro de los blastocistos, siendo mayor en los procedentes de
hembras no lactantes y de las tratadas con eCG. No obstante, no hemos observado

ninguna correlacién entre el didmetro de los blastocistos y su calidad.

82.- La transferencia de los embriones a las hembras receptoras nos permitido obtener
un porcentaje de gestacion del 43,75%. Las gestaciones se obtuvieron Unicamente al
transferir blastocistos catalogados como excelentes y buenos y cuando su diametro

estaba comprendido entre 400 y 1000 um.

9a.- La utilizacion de las hembras como donantes no afecto a la posterior recuperacion
de su actividad ovarica, ni a su capacidad para iniciar una nueva gestacion. Sin
embargo, la utilizacién de FSH determino que la recuperacion de la actividad ovarica

fuera mas rapida lo que repercutio favorablemente en el porcentaje de gestacion.
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VIII. RESUMEN

Existe un creciente interés mundial en la explotacién comercial de los camélidos
sudamericanos para la produccion de fibras naturales de alta calidad. Sin embargo, el
numero de reproductores cuya fibra tiene un didmetro comprendido entre 18 y 21
micras es muy escaso, lo que obliga a aplicar la biotecnologia de la reproduccion al
objeto a incrementar la eficacia de los programas de mejora genética. Los resultados
obtenidos hasta al momento al aplicar la inseminacion artificial no son muy
alentadores, por lo que la transferencia de embriones parece ser la mejor alternativa
para incrementar el nimero de descendientes obtenidos a partir de los ejemplares de
mayor potencial genético. Sin embargo, los camélidos tienen importantes diferencias
fisiolégicas que dificultan la utilizacion de los procedimientos desarrollados en otras
especies domesticas. Recientemente se han iniciado diversos estudios para desarrollar
procedimientos de estimulacion ovarica apropiados para las alpacas y las llamas, pero
la mayor parte de los mismos sefialan la existencia de grandes variaciones en la
respuesta y bajas tasas de recuperacion de embriones. Por todo ello, el objetivo que
nos hemos planteado en el presente trabajo es el de contribuir al desarrollo de la
transferencia de embriones en alpacas, evaluando la respuesta a diferentes
tratamientos hormonales, |la tasa de recuperacién de embriones y las caracteristicas de
los mismos, el porcentaje de gestacion tras la transferencia a hembras receptoras y los

efectos de la utilizacion como donantes en la posterior eficiencia reproductiva.

Para la realizacion de este estudio se emplearon un total de 85 alpacas adultas
con edades comprendidas entre los 4 y 8 afios pertenecientes al Centro de
Investigacidon y Produccién Quimsachata del Instituto Nacional de Investigacion Agraria,

Puno Perl, encontrandose todas ellas en buen estado nutricional y sanitario.

En el primero de los experimentos se utilizaron 45 alpacas (20 vacias en la
campafia anterior y 25 en lactacion), que fueron superovuladas utilizando FSH (aplicada
a 5 alpacas no lactantes y a 17 lactantes) y eCG (administrada a 8 alpacas no
gestantes y a 15 lactantes). Los tratamientos se iniciaron a las 48 h de la induccién de
la ovulacion del foliculo dominante con GnRH. Nuestros resultados demostraron que la
administracion de gonadotropinas durante una fase luteal inducida, permite obtener un
numero de foliculos preovulatorios similar al conseguido al administrar dichas hormonas
durante una fase luteal artificial. El niumero medio de foliculos preovulatorios fue de

8,98+6,84 y, aunque la magnitud de la respuesta fue variable, el nimero de animales
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que no respondieron al tratamiento fue muy bajo. En las hembras tratadas con FSH se
observo un mayor numero de foliculos menores de 7 mm y en las que recibieron eCG el
numero de foliculos preovulatorios fue mayor. Ademas, en estas Ultimas los foliculos
preovulatorios alcanzaron un mayor diametro. Un porcentaje importante de las
hembras tratadas (34,1%) desarrollaron foliculos quisticos, siendo mucho mas
frecuentes en las que recibieron eCG. Sin embargo, no hemos conseguido establecer
ninguna correlacion entre la respuesta ovarica y el nimero y calidad de los embriones

producidos.

El recuento del nimero de cuerpos lUteos presentes en el ovario antes de realizar
el lavado del (tero, nos permitid comprobar que la mayor parte de las hembras
tratadas (93,18%) habian respondido positivamente al tratamiento, obteniéndose un
numero medio de cuerpos lUteos de 7,73+4,44, cifra sensiblemente superior a la
observada por otros autores en esta especie. Los mejores resultados se obtuvieron en

las hembras tratadas con eCG.

El lavado del Utero a los 7 dias de la cépula permitié obtener embriones en un
47,06% de los animales, ademas, la tasa de recuperacion fue muy baja (41,1%). La
mayor parte de los embriones recuperados fueron blastocistos eclosionados vy
solamente unos pocos eran mérulas. No hemos encontrado diferencias atribuibles a la
hormona utilizada o a la situacion fisioldgica de las hembras, aunque en las hembras
tratadas con FSH se obtuvo un mayor numero de embriones catalogados como

excelentes.

El didmetro de los blastocistos obtenidos estaba comprendido en un rango muy
amplio (200 a 1150u) y estaba influido significativamente por la situacion fisiolégica de
las hembras y la hormona utilizada. Asi, los blastocistos procedentes de hembras no
lactantes y de las tratadas con eCG presentaron mayor didmetro. No obstante, no

hemos observado ninguna correlacién entre el didmetro de los blastocistos y su calidad.

Para la realizacion del tercero de nuestros experimentos hemos transferido un
total de 32 embriones de calidad excelente, buena y regular a igual nimero de
hembras receptoras, todas las transferencias se realizaron en el cuerno uterino
izquierdo independientemente de la localizacion del cuerpo liteo. Hemos conseguido un
total de 14 gestaciones (43,75%), un 50% cuando el blastocisto era excelente, 45,45%
cuando era bueno y 0% cuando era regular, demostrando que los criterios empleados

por nosotros para la evaluacion de los embriones fueron adecuados para esta especie.
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Resumen

El Ultimo de los experimentos realizados en esta Tesis nos permitié comprobar
gue la utilizacién de las hembras como donantes no afectaba a la posterior
recuperacion de su actividad ovarica, ni a su capacidad para desarrollar una nueva
gestaciéon. No obstante, en las hembras tratadas con FSH la actividad ovarica se
recuperd6 con mayor rapidez repercutiendo favorablemente en su capacidad para

quedar nuevamente gestantes.
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IX. SUMMARY

There is a growing wide-world interest in tje commercial explotation of
sudamerican camels to produce high quality natural fibers. Unfortunately, the number
of breeding animals having a fiber diameter between 18 and 21 microns is very scarce
and this raised the need for applying reproductive biotechnologies to increase the
efficiency of the genetic programs. Up to now, the use of artificial insemination in
sudamerican camels has reported very poor results, so embryo transfer seems to be
the best cholce to increase the offspring from individuals with high genetic value.
Embryo transfer procedures developed for other domestic species are difficult tu be
used in camels due to important physiological differences. Recent studies designed to
develop specific procedures for ovarian stimulation in alpacas and Ilamas showed that,
in general, there is a high a indivual variation in the response to hormonal treatments

and a low rate of embryo recovery.

The aim of the present study was to contribute to the development of embryo
transfer in alpacas by evaluating the response to different hormonal treatments, the
rate of embryo recovery and embryo quality, the pregnancy rate of receptor females,

as well as the subsequent reproductive efficiency of donor females.

A total of 85 alpacas with ages between 4 and 8 years were used for this study.
The animals belonged to the Quimsachata Reserch and Propduction Center of INIA,

Puno-Peru, being all of them in good nutritional and health status.

In the first study we used 45 alpacas (13 non-pregnant in the previous season
and 32 lactating females) which were superovulated using FSH (applied to 5 non
lactating and 17 lactating alpacas) or eCG (applied to 8 non lactating and 15 lactating
alpacas). Superovulatory treatments were initiated 48 h after ovulation induction of the
dominant follicle with GnRH. Our results showed that the mean number of preovulatory
follicles was 8.98 + 6.84 and, although the magnitude of the response was variable,

the number of animals not responding to the hormonal treatments was very low.

In females treated with FSH, a higher number of follicles with a diameter lower
than 7 mm was observed, whereas in females treated with eCG the number of
preovulatory follicles and the size they reached was higher. And important proportion of
the treated females (34.1%) developed cystic follicles being this much more frcuent in
females receiving eCG. However, no relationship could be established between the

ovarian response and the number and quality of the embryos produced.
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By counting the number of corpora present in the ovary before uterine flushings
we determined that most of the treated females (93,18%) had responded to both
treatments, having a mean number of 7.73 £ 4.44 corpora lutea. This number was
appreciably higher than that previously observed by other authors in this species. The

best results were obtained in females treated with eCG.

The second study was aimed to evaluate the embryo recovery rate and the quality
of the embryos recovered. Washing of the uterus 7 days after mating allowed us to
obtain embryos from 47.06% of the animals, however, the recovery rate was very low
(41,1%) as comared with that obtained by other authors. Most of the recovered
embryos were hatched blastocystis and only a few morulas were found. We didn't find
differences due to the hormone used or the physiological status of the female, although
in females treated with FSH we obtained a higher number of embryos scored as

excellent.

Blastocysts diameter was within a wide range (from 200 to 1150 pm) and it was
significantly influenced by the female physiological situation and the hormone used.
Blastocysts obtained fron non lactanting females or those treated with eCG shoed
higher diameters. However, no relationship was observed between blastocysts quality

and diameter.

In the third experiment we transferred a total of 32 embryos, scored with
excellent (18), good (10 and regular (4) quality, to an equal number of receptor
females. All the transfers were done on the left uterine horn independently of the
localization of the corpus luteum. We obtained a total of 14 pregnancies (43.75%):
50% when the blastocyst was excellent, 45.45% when it was good, and 0% when it
was regular, showing that the method used to evaluate embryo quality was adequate

to this species.

The last experiment done in this thesis, allowed us to prove that the utilization of
females as embryo donors neither affected to the subsequent recovery of their ovarian
activity nor to their capacity to develop a new gestation. However, in the females
treated with FSH, the ovarian activity was recovered more quickly which had a

favourable impact on their capacity to be pregnant again.
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