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RESUMEN

La inseminacién artificial (1A) es una técnica reproductiva utilizada para el mejoramiento genético animal que
no ha sido todavia desarrollada completamente en los camélidos sudamericanos. Los objetivos del presente
trabajo fueron: evaluar un tratamiento con GnRH para induccién de la ovulacién e implementar un programa
reproductivo de IA en llamas. En 108 hembras adultas se realizaron ecografias ovéricas cada 2-3 dias para
determinar la presencia de foliculos en crecimiento y detectar aquéllas con capacidad de ovular. Un total de 60
hembras con foliculo > 7 mm fueron inducidas a ovular e inseminadas con semen fresco puro o diluido con TRIS-
ac. citrico-fructosa a 37° C. La IA se realiz6 a diferentes intervalos por GnRH: 24, 24 y 48 (doble 1A) y 48 hs. La
dosis promedio de IA fue de 28,9 x 10' espermatozoides totales. Se utilizd un Lote Control (n=24) con servicio
natural. Las tasas de ovulacion y prefiez para las hembras inseminadas y Lote Control fueron: 80, 24,5 y 91,6,
62,5 %, respectivamente. No se encontraron diferencias (P > 0,05) en la tasa de prefiez con semen puro (31,5%) y
diluido (20%). La mayor tasa de prefiez (40%) fue obtenida con la IA a las 24 hs pos induccion de la ovulacién
(GnRH).

Palabras claves. Llama. Inseminacién artificial. GnRH. Induccién de ovulacion.

INTRODUCCION

La inseminacién artificial (IA) es una herramienta reproductiva ampliamente utilizada en diversas especies
domesticas que permite el uso extensivo de machos con aptitud genética superior. Escasos trabajos de IA en
Camélidos Sudamericanos domésticos (CSD) han sido publicados hasta el presente, debido quizas a la falta de
una metodologia simple y confiable de extraccion de semen y a las pobres caracteristicas cuali-cuantitativas que
presenta el semen de estas especies. Diferentes métodos de extraccion de semen han sido experimentados hasta el
momento, como ser, fundas vaginales'®, electroeyaculacion'®*? esponjas intravaginales™, maniqui equipado con
vagina artificial™*° o el uso de hembra receptivas.

Los objetivos del presente trabajo fueron:

a. evaluar el tratamiento con un analogo de GnRH (hormona liberadora de gonadotrofinas) para inducir la
ovulacion.

b. llevara cabo un programa de 1A en un gran nimero de hembras utilizando semen fresco (puro o diluido) y
evaluar la fertilidad de los servicios.

MATERIALES Y METODOS

El ensayo se realiz6 en el Campo Experimental de Altura del INTA Abra Pampa (Prov. de Jujuy, Argentina)
ubicado en el depto. de Cochinoca a una altitud de 3.484 m.s.n.m. en los meses de Febrero y Marzo de 1997. Esta
region presenta un régimen de lluvia de 300-400 mm anuales en temporada estival y el resto del afio no se
registran precipitaciones. Las temperaturas varian entre -20°C y 15°C en invierno y entre 5°C y 30°C en verano.

Un total de 108 hembras adultas sin cria al pie fueron utilizadas en dos grupos diferentes. A un grupo de 33
hembras se les colocd un implante (Syncro-Mate-B*, 6 mg Norgestomet) subcutaneo en la cara externa de la oreja
y se inyect6 (i.m.) 3 mg de Norgestomet y 5 mg de valerato de estradiol. Dicho implante permanecié durante 9
dias. Se realizaron ecografias cada 3 a 4 dias (SonoAce 1500, Medison, Co. LTD.) con un transductor intravaginal
de 6,5 MHz para determinar el estado ovarico, desde el séptimo dia del implante hasta el décimo dia pos retiro del
mismo (momento en el cual se indujo la ovulacion). A otras 75 hembras se les realizaron ecografias ovaricas
(cada 2 a 3 dias) para detectar aquéllas que presentaron un foliculo en crecimiento susceptible de ovular (> 7 mm).
De esta manera, 60 hembras correspondientes a ambos grupos, que presentaron un foliculo > 7 mm fueron trata-
das con GnRH 2 (Buserelina, 12 pg, i.m.). La ovulacion fue confirmada ecograficamente por la desaparicion del
foliculo 48 hs después de la induccion.
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Se utiliz6 un Lote Control (n=24) con servicio natural (SN), tanto para compararla eficacia del tratamiento con
GnRH como la tasa de prefiez por IA. EI SN se realiz6 a corral con una relacion macho: hembra (1:1) y fue
controlada para asegurar que todas las hembras recibieran un servicio.

La colecta de semen se realizd con vagina artificial y con una bolsa colectora de polietileno en su interior. Se
utilizé una hembra receptiva como sucubo. Se colecté semen de 10 machos adultos entrenados y seleccionados
previamente por motilidad y concentracion espermatica. Los eyaculados utilizados para 1A (n=20) tuvieron un
volumen de 1,6 £ 0,8 ml, concentracion de 79,7 + 32 x 106 espermatozoides/ml y motilidad minima de 30%.

Las 60 hembras tratadas con GnRH fueron inseminadas utilizando semen puro o diluido con un diluyente
compuesto por TRIS-Ac. citrico-Fructosa a 37°C. La dosis promedio de IA fue de 28,9 + 18,7 x 106
espermatozoides (0,3 a 1 ml) y se insemind a diferentes intervalos pos GnRH: 24, 24 y 48 (doble 1A) y 48 hs.

Se empled la técnica recto-vaginal con pipeta plastica depositando el semen dentro del cuerno uterino
ipsilateral al ovario con foliculo ovulatorio. El diagndstico de gestacion se realizd por palpacion rectal a los 53
dias después de la Gltima inseminacion.

El test de Chi cuadrado fue utilizado para testear estadisticamente las diferencias entre porcentajes.

Foto 1.- Foliculo preovulatorio de 16 mm

RESULTADOS

El porcentaje de hembras que ovularon con el tratamiento de GnRH (80%) fue similar (P > 0,05) al Control
(SN =91,6%) (Tabla 1).

Tabla 1 Numero (%) de hembras que ovularon luego de la aplicacion de GnRH (12 pug, i.m.)

Tratamiento N | Ndmero de hembras que ovularon (%)
GnRH 60 48(80
SN (Lote Control) | 24 22 (91,6)
SN = Servicio Natural

El diagndstico de gestacion por palpacion rectal se realiz6 en 57 hembras de las 60 inseminadas. Las tres
hembras sin diagndstico de prefiez habian ovulado.

La tasa de prefiez obtenida con semen puro (7/22 = 31,8%) fue similar (P > 0,05) a la obtenida con semen
diluido (7/35 =20%). (Tabla 2).

Tabla 2.- Nimero (%) de hembras prefiadas por IA con semen puro y diluido

Tipo de Semen | N° de hembras inseminadas | N° de hembras prefiadas (%)
Semen Puro 22 7 (31,8)

Semen diluido 35 7 (20)

Total 57 14 (24,5)

En la Figura 1 se observan las tasas de prefiez en los distintos intervalos GhnRH-1A con el uso de ambos tipos
de semen.

Cuando se considero el intervalo GnRH-IA, independientemente del tipo de semen utilizado, la mayor tasa de
prefiez (40%) fue obtenida con una sola 1A a las 24 hs por GnRH. Las hembras que recibieron doble 1A (24 y 48
hs) presentaron un porcentaje de prefiez significativamente inferior (P < 0,05) a las que recibieron una sola 1A a
las 24 hs y con una tendencia a ser menor con respecto a la tasa obtenida con IA a las 48 hs (Tabla 3).
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Figura 1. Tasa de prefiez seguin el semen utilizado y el intervalo GnRH - 1A
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Tabla 3.- Namero (%) de hembras prefiadas segun el intervalo GnRH-IA sobre el total de hembras inseminadas

Intervalo GnRH - 1A (hs) Servicio natural
24 | 24y 48 48 Total (control)
Prefiadas/Inseminadas | 8/20 3/22 3/15 14/57 15/24
% (40)a | (13,6) b | (20,0) ab (24,5) ¢ (62,5)d
Porcentajes con letras diferentes en la misma fila difieren significativamente: a, b (P <0, 05); ¢, d (P <0, 005) (Chi cuadrado)

La tasa promedio de prefiez por 1A (24,5%) result6 inferior (P < 0,005) a la tasa obtenida con SN (62,5%).

DISCUSION

La ovulacion en los CSD vy silvestres, es generalmente inducida por la copula o tratamientos hormonales,
ocurriendo aproximadamente a las 27 hs', 34 hs* o hasta 48 hs** pos induccién. Asi como ocurre en otras especies
domésticas (gata, coneja), la ovulacion en los camélidos sudamericanos es "disparada” por una elevacién de
hormona luteinizante (LH). Dicha elevacion comienza a los 15 minutos de la cdpula y alcanza niveles maximos a
las 2-3 hs del comienzo de la mismas.

Para llevar a cabo un programa de IA en llamas, es necesario aplicar en las hembras un estimulo externo para
inducir la ovulacion y posteriormente la fertilizacion deseada. Varios estimulos han sido estudiados: GnRH, hCG,
copula con macho vasectomizado y sus combinaciones. En general, los estimulos hormonales presentan una
eficiencia entre 80-100% de ovulacion®,siempre y cuando el foliculo preovulatorio se encuentre en etapa de cre-
cimiento y maduracion con un tamafio > 6 mm de diametro’. Ante la aplicacion de un estimulo ovulatorio, los
foliculos en regresion no ovulan y son completamente luteinizados’. Por lo tanto, en este trabajo se establecié que
la hembra que presentara un foliculo > 7 mm fuera sometida al estimulo con GnRH e inseminada. El porcentaje
de hembras que ovularon con dicho tratamiento (80%) no fue diferente de lo observado por otros autores*® y es
considerado simple y de bajo costo para ser aplicado a un programa de I1A.

Muy poca informacién se encuentra disponible sobre IA en CSD. Entre los obstaculos para llevar a cabo un
programa de A a gran escala, se encuentran la metodologia de colecta de semen y las caracteristicas del mismo
(alta viscosidad, baja concentracion espermatica, baja motilidad). Ademas, su aparente baja congelabilidad y por
lo tanto el uso obligado del semen fresco, podria llevar a la falta de disponibilidad de semen con caracteristicas
aceptables en el momento de la siembra.

La tasa promedio de prefiez (prefiadas/inseminadas) obtenida en este estudio fue de 24,5%. Fernandez-Baca y
Novoa (1968)" realizaron uno de los primeros trabajos de IA en alpacas utilizando semen de vicufia y paco-
vicufia, obteniendo 2,4% de prefiez. En un segundo ensayo de IA interespecifica, se obtuvo 30,8% de natalidad en
alpacas y llamas™. Calderén, Sumar y Franco (1968)™ determinaron la fertilidad de los servicios por 1A en
alpacas, observando el porcentaje de huevos fertilizados segin diferentes intervalos entre la induccion de la
ovulacion y la IA. Estos autores concluyeron que la mayor fertilizacion fue observada cuando la 1A se realizé
entre 24 y 40 hs. En todos los trabajos anteriores el semen fue colectado por electroeyaculacion. Mas
recientemente, se han realizado ensayos con semen fresco diluido y sin diluir, con resultados alentadores del
40%" y 45%° de prefiez. Pero en este Gltimo trabajo, el diagnéstico ecografico se realizé a los 15 dias pos IA.
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Posiblemente este porcentaje disminuya a los 60 dias de prefiez, por la alta pérdida embrionaria que se observa
hasta los 30 dias de gestacion en estas especies™.

La mayor tasa de prefiez obtenida en este ensayo fue cuando la IA se realiz6 a las 24 hs pos GnRH (8/20 =
40%). En cambio, De la Vega y Pérez (1996)"" obtuvieron la mayor tasa de prefiez en 1A a las 30 hs por induccién
de la ovulacion con macho vasectomizado, pero este intervalo no fue testeado en nuestro estudio. Por lo tanto,
seria logico pensar que el mayor éxito se obtendra inseminando entre 24 y 36 hs pos induccién de la ovulacién,
esto serfa debido a que la misma ocurre aproximadamente a las 34 hs* o al sequndo dia’ del estimulo ovulatorio.
Esto estaria indicando que, inseminaciones realizadas mas alla de las 30-32 hs podrian llevar a una asincronia
entre el tiempo necesario para la capacitacién espermatica, ovulacion y fertilizacién propiamente dicha. Las
hembras que recibieron una doble 1A (24 y 48 hs) presentaron una tasa de prefiez inferior a las que fueron
inseminadas una sola vez (24 hs). Posiblemente el efecto traumatico de una segunda siembra seminal intrauterina,
produzca microlesiones en el endometrio llevando a pérdidas embrionarias tempranas. Por lo tanto, seria
justificable que en la segunda IA se deposite el semen en el cuerpo del Gtero. En conclusion, el tratamiento con
GnRH para inducir la ovulacién fue considerado eficiente para ser utilizado en un programa reproductivo de 1A'y
el porcentaje de prefiez obtenido fue aceptable, considerando que este es el primer ensayo realizado en condi-
ciones de campo y en un gran nimero de animales en nuestro pais.

Mayor cantidad de trabajos seran necesarios para ajustar la técnica de 1A en estas especies y en el futuro poder
emplear semen congelado con todas las ventajas que ello implica.

= PR e |
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Foto 4.- Método recto-vaginal de IA en Ilamas.
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