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RESUMEN

Se estudio la relacion entre el dia de coleccion y la recuperacion embrionaria en alpacas adultas multiparas.
Alpacas con foliculos >7 mm se sometieron a un protocolo de superovulacion, se cubrieron con machos fértiles
(dia 0 = dia de servicio), y los embriones se recuperaron en el dia 5 (G1), 6 (G2) y 7 (G3) post cOpula, previa
evaluacion del nimero y tamafio de los cuerpos luteos por ecografia transrectal ovarica. En el Exp. 1 se usaron 14
alpacas, que fueron sacrificadas para recuperar los embriones de los cuernos uterino y del oviducto. En el Exp. 2
se realiz6 la recuperacién embrionaria in vivo a 21 alpacas. El lavado de los cuernos uterinos se hizo con 250 ml
de PBS a través de un catéter Foley y en los oviductos se hizo con 20 ml de PBS desde la union atero tubal hacia
la fimbria. EI nUmero de embriones recuperados de cuerno uterino asi como el porcentaje de recuperacion
embrionaria fue mayor en G2 y G3 respecto a G1 (p<0.05), mientras que en el oviducto hubo mayor recuperacién
en G1. Los embriones recolectados de los cuernos uterinos considerados como buenos y excelentes fue de 81.4%
(35/43) en el Exp. 1y de 74.5% (38/51) en el Exp. 2, sin encontrar diferencias significativas entre tratamientos
dentro de cada experimento. El estadio de desarrollo embrionario mas frecuente en ambos experimentos fue de
blastocisto eclosionado (77.7%, 73/94), sin diferencia estadistica entre G2 y G3. Se concluye que los embriones
pueden ser recuperadas del oviducto hasta el dia 5 y del cuerno uterino desde el dia 6 post copula.
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INTRODUCCION

La transferencia de embriones (TE) como técnica de apoyo a programas de mejoramiento genético ha
mostrado ser de gran utilidad en la ganaderia lechera (Wiggans, 1991), de alli que su adaptacion en alpacas
tendria similares beneficios (Adams y Ratto, 2001); sin embargo, estudios empleando diversosesquemas y
metodologias(Novoa et al., 1999; Velasquez y Novoa, 1999; Palomino, 2000; Huanca, 2005a) reportan resultados
pobres y variables en el nimero de embriones recuperados (Cervantes, 2008). Los factores que estarian afectando
los resultados podrian circunscribirse a las diferencias en la técnica de superovulacion y en el dia de recuperacion
de los embriones.

Asi, en estudios de Huanca en alpacas (2005a,b), usando las mismas técnicas de superovulacion con eCG y
dia de coleccion (dia 7 post copula) empleadas en llamas (Huanca et al., 2004), obtuvo una respuesta ovarica
promedio de 7.5 cuerpos luteos; sin embargo, la recuperacion embrionaria fue de solo de 1.4 embriones, similar a
lo obtenido por Novoa et al. (1999). Estos resultados hacen suponer que la pérdida de embriones podria ser
consecuencia de los estadios avanzados de desarrollo; guardando coherencia con los resultados de Bravo et al.
(2004) quienes encontraron estadios més avanzados de desarrollo en alpacas tratadas con eCG a diferencia de
alpacas no tratadas. Asimismo, se dispone de reportes sobre la recuperacion de embriones a nivel de oviducto al
dia 3 'y 4 post copula (Aparicio et al., 2003).

En base a estas inferencias, se planteé modificaciones en los esquemas hormonales y en los dias de coleccidn,
con el propdsito de estudiar la relacion entre el dia de coleccion y la recuperacién de embriones, a fin de obtener
un mayor numero de embriones por hembra donante para su utilizacion en los programas de mejoramiento
genético en alpacas.
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MATERIALES Y METODOS
Procedimiento Experimental

El estudio se realizd en el Centro de Investigacion y Produccion Quimsachata, Estacion Experimental
ILLPA-INIA, ubicado a 4200 msnm en el distrito de Santa Lucia, Puno. La parte experimental se realiz6 durante
los meses de enero y febrero de 2007 (Experimento 1) y de 2008 (Experimento 2).

Se utilizaron 35 alpacas Huacaya hembras adultas (6 a 8 afios de edad), con historia de partos normales y con
presencia de un foliculo mayor o igual a 7 mm, detectado por ecografia ovérica transrectal. Se usaron machos
adultos (>4 afios de edad) de reconocida fertilidad para el servicio. Todos los animales fueron alimentados en
pastura natural.

Se realizé dos fases experimentales en un disefio completamente aleatorio. Las alpacas fueron sometidas a un
mismo protocolo de superovulacion y determinados dias de coleccion de embriones después de la copula. La
evaluacion de la presencia de un foliculo preovulatorio >7 mm que permita iniciar el protocolo de superovulacion
se hizo con un ecdgrafo ALOKA SSD 500 y transductor lineal de 7.5 MHz.

El protocolo de superovulacion fue una modificacion del protocolo de Huanca (2005a,b). Se administrd 650
Ul de eCG dos dias después de la ovulacién inducida con 1 ml de GnRH im (0.0042 mg acetato de buserelina),
cinco dias después se indujo la lutedlisis con 1 ml de PGF2a im (0.25 mg cloprostenol), y al dia siguiente se
evalué el nimero y el tamafio de foliculos ovaricos por ecografia transrectal y se procedié al servicio (>15 min)
con macho fértil. En la copula se controlé la correcta penetracion del pene del macho. Al final del servicio, las
hembras recibieron 1 ml im de GnRH (0.0042 mg acetato de buserelina).

Las alpacas servidas se distribuyeron al azar segin dia de coleccién de embriones (dia 0 = dia de servicio) en
tres grupos experimentales: dia 5 (G1), 6 (G2) y 7 (G3). Previo a la recuperacion embrionaria, se evalud el
namero y tamafio de los cuerpos luteos por ecografia transrectal ovarica.

Experimento 1

Se emplearon cuatro alpacas por tratamiento. Los animales se sacrificaron el dia de la recuperacién
embrionaria y el tracto reproductivo se removié cuidadosamente. El lavado de los cuernos uterinos se hizo con la
técnica de lavado uterino transcervical correspondiente al método de recuperacion por circuito abierto con flujo
discontinuo descrito en bovinos (Palma, 2008). Se evalud la calidad morfoldgica y estadio de desarrollo
embrionario, tomando como referencia las clasificaciones establecidas por Lehn-Jensen (citado por Callesen et al.,
1995). Asimismo, se registro el tamafio de los embriones.

Ademas, se procedi6 al lavado de los oviductos para comprobar la presencia de embriones en oviductos entre
el dia 5 a 7 post copula. Se diseccion6 el mesosalpinx para eliminar la forma tortuosa del oviducto y facilitar el
lavado. Se inyect6 10-15 ml de medio de lavado temperado (37 °C) a base de PBS a nivel de la unién Gtero-tubal,
recuperandose el liquido por el extremo opuesto (fimbria) sobre una placa petri estéril grande (previamente
rayada).

Experimento 2

La recuperacion embrionaria fue in vivo (método no quirdrgico), utilizando siete animales por tratamiento. El
lavado de los cuernos uterinos se hizo en formal similar al Experimento 1. Sin embargo, en este caso, se coloco
anestesia epidural a nivel de la base de la cola (lidocaina al 2%) y se desinfecto la zona vulvar; ademas, al término
del lavado de los cuernos uterinos, las alpacas recibieron 1 ml im de PGF20(0.25 mg cloprostenol). El proceso de
identificacion y clasificacion de los embriones fue similar al Experimento 1.

Evaluaciones

Se evaluo la calidad morfoldgica y del estadio de desarrollo de los embriones recuperados, el porcentaje de
recuperacion de embriones (considerando el nimero de embriones recuperados por lavado uterino transcervical
entre el nimero de cuerpos lUteos detectados ecograficamente el dia de la recuperacion embrionaria), y el
porcentaje de ovulacion (considerando el nimero de cuerpos lUteos detectados el dia de la recuperacion
embrionaria entre el nimero de foliculos superestimulados >7 mm previos a la copula). Se empled la diferencia de
proporciones para establecer la significancia estadistica entre los grupos.

El nimero de foliculos superestimulados >7 mm previo a la cdpula, nimero de cuerpos liteos y ndmero de
embriones recuperados por grupo se evaludé empleando la prueba de Kruskall Wallis. El tamafio de los foliculos y
cuerpos ldteos se evalud con la prueba de ANOVA de una via. El tamafio de los embriones se evalud con la
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prueba T Student independiente. Asimismo, se determind el coeficiente de correlacion entre el nimero promedio
de cuerpos luteos observados y el de embriones recuperados en los grupos en estudio.

Los anélisis estadisticos se realizaron con el paquete estadistico Stata 9.2 (StataCorp, Texas, USA), y las
diferencias se consideraron significativas cuando p<0.05.

RESULTADOS

El nimero promedio de embriones recuperados de cuerno uterino, asi como el porcentaje de recuperacion
embrionaria fue significativamente mayor en G2 y G3, respecto a G1 (p<0.05), pero sin diferencias estadisticas
entre G2 y G3 en ambos experimentos (Cuadro 1). En tres alpacas del G1 (Exp. 2) se hizo un segundo lavado
transcervical al dia siguiente encontrando méas de un embrion. A nivel de oviducto, el nimero de embriones fue
mayor para G1 (Cuadro 1). Se observo una gran variabilidad individual en el nimero de embriones recuperados,
Ilegdndose a obtener hasta 11 embriones en una hembra.
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La calidad morfoldgica de los embriones recolectados de los cuernos uterinos considerados como buenos y
excelentes fue del 81.4% (35/43) en el Experimento 1 y de 74.5% (38/51) en el Experimento 2, y del 100% en
embriones recuperados del oviducto (12/12), sin encontrar diferencias significativas entre tratamientos dentro de
cada experimento. En total, el 80.2% de los embriones recuperados presentd una calidad de bueno a excelente
(85/106).

El estadio de desarrollo embrionario més frecuente en ambos experimentos fue de blastocisto eclosionado
(77.7%, 73/94), no encontrandose diferencia entre los grupos G2 y G3, mientras que en G1 se recuper6 un solo
embrion. La frecuencia de blastocistos eclosionados en el Experimento 1 fue de 72.1% (31/43) y en el
Experimento 2 fue de 82.4% (42/51). A nivel de oviducto, de los 12 embriones recuperados, 9 (75%) se
encontraban en estadio de mérula compacta. El tamafio de los embriones fue significativamente mayor en el dia 7
(G3) que en el dia 6 (G2) post copula en ambos experimentos (p<0.05).

Se determind que el nimero de foliculos detectados previo a la monta y el nimero de cuerpos lUteos
detectados el dia de la recuperacién embrionaria estaban moderadamente correlacionados (r = 0.7, p<0.05);
mientras que el nimero de cuerpos lGteos detectados y el niumero de embriones recuperados de Utero tuvo una
correlacién baja (r = 0.4, p<0.05).

DISCUSION

El nimero de embriones recuperados de cuerno uterino fue significativamente menor en G1, toda vez que
solo se hall6 un embrion. Sin embargo, se pudo encontrar nueve embriones a nivel de oviducto en comparacion al
bajo namero encontrado en G2 (2) y G3 (1), aunque es posible que una parte del nimero total de embriones
presentes en oviducto se halla perdido debido a fallas en la aplicacion de la técnica de recuperacion. No obstante,
estos resultados indican que los embriones de las alpacas superovuladas del presente estudio estarian pasando del
oviducto al Gtero luego del dia 5 post cépula. Aparicio et al. (2003) reportaron la recuperacion de embriones a
nivel de oviducto al dia 3 y 4 post copula. El lavado transcervical en el dia 6 post copula, que no estuvo
programado en el estudio, mostro la presencia de embriones, lo cual estaria demostrando que los embriones aun se
encontraban en el oviducto al dia 5 post copula.

La calidad morfoldgica de los embriones recuperados en los grupos en estudio fue mayoritariamente de buena
a excelente, aspecto importante considerando que la evaluacion morfol6gica de la calidad embrionaria puede
proveer de valiosa informacion para predecir las tasas de prefiez post-transferencia, debido a que la transferencia
de embriones de este tipo de embriones resultan en mayores tasas de prefiez respecto a los embriones de mala
calidad en vacas (Linder y Wrigth, 1983; Hasler, 2001), y a los de mediana calidad en ovinos (Angela et al.,
2006).

El mayor porcentaje de embriones se encontraba en estadio de blastocisto eclosionado, tanto al dia 6 como al
dia 7 post cdpula, y solo se encontré un embrién en estadio de mérula al dia 5; resultado que difiere al estudio de
Bravo et al. (2004), quienes reportan embriones en estadio de blastocisto al dia 6 y blastocisto expandido al dia 7.
En el caso de vacas, los ovocitos producidos por hembras superovuladas no son liberados simultaneamente, sino
dentro de un periodo de varias horas, lo que puede explicar la variacion en el estadio de desarrollo de los
embriones recuperados; es asi que Callensen et al. (1986, citado por Palma, 2008) reportan que vacas estimuladas
empiezan a ovular 24 horas después del pico de LH, pero la ovulacion se prolonga ain mas alla de las 33 horas,
de modo que los ovocitos no son fecundados en el mismo momento. Asi también, la variacion de la respuesta
superovulatoria puede estar asociada con el animal donador (Callesen et al., 1995), incluyendo sus cualidades
genéticas (Palma, 2008).

De igual manera, los resultados del presente trabajo indicarian que alpacas tratadas con eCG ocurriria un
desarrollo embrionario acelerado respecto a otras especies, al encontrar embriones en estadio de blastocisto
eclosionado desde el dia 6 post copula. Los blastocistos de los bovinos eclosionan a los 8 a 9 dias post copula
(Palma, 2008) o0 a los 10 dias post estro (Massip et al., 1982). En llamas, McEvoy et al. (1992, citado por Ratto,
2005) refieren que el acelerado rango de desarrollo embrionario en camélidos sudamericanos podria estar
relacionado con el temprano reconocimiento maternal de la prefiez, el cual fue postulado en base a un descenso
temporal de los niveles de progesterona, sugiriendo que los signos del embrion para su reconocimiento deberian
ser transmitidos antes del dia 10 post monta con el fin de mantener el cuerpo luteo de la prefiez (Aba et al., 1997).

Por otro lado, el hecho que los embriones no presenten zona pellcida podria indicar una mayor
susceptibilidad de dafarse debido a su mayor fragilidad (Palma, 2008). Esto podria haber afectado el nimero total
de embriones recuperados por lavado uterino transcervical en las alpacas superovuladas.

El nimero de embriones producidos es inherente a cada hembra donante, dependiendo en parte de los
foliculos que responden a la superovulacion; asimismo, se considera que es improbable controlar los mecanismos
intraovaricos que determinan la dindmica folicular (Moor et al., 1984). No obstante, la variacion en el nimero de
embriones recuperados por animal es un aspecto que no debiera ser ignorado (Merton et al., 2003). Se dispone de
estudios que sefialan la posibilidad de seleccionar hembras donantes en base al nimero de foliculos pequefios al
comienzo del tratamiento superovulatorio, dada su estrecha correlacion con la respuesta superovulatoria. De igual
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manera, se ha observado que ovejas con alto nimero de foliculos en la primera onda folicular presentaron una
mejor respuesta superovulatoria en términos de cuerpos luteos y calidad embrionaria (Mossa et al., 2007).
Asimismo, se indica que el tipo de respuesta a un primer tratamiento superovulatorio tiende a ser similar en un
segundo (Cordeiro et al., 2002), tercero (Lamberson and Lambeth, 1986) e incluso a lo largo de diez tratamientos
(Donaldson and Perry, 1983), aunque hay otros trabajos que reportan una baja repetibilidad y heredabilidad
(Tonhati et al., 1999).

La baja correlacion entre el nimero de cuerpos liteos y el numero de embriones recuperados difiere de
correlaciones en bovinos donde se reportan correlaciones mayores (Kanuya et al., 1997).

CONCLUSIONES

Los embriones de alpacas superovuladas pueden ser recuperados del oviducto hasta el dia 5, y de los cuernos
uterinos desde el dia 6 post copula.
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