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Efecto del estadio de desarrollo de la onda folicular sobre
la respuesta ovarica y tasa de recuperacion y calidad
de embriones en alpacas

Effect of the development stage of the follicular wave on ovarian response, and
rate of recovery and quality of embryos in alpacas

Josias Ascencio S.!, Wilfredo Huanca L.'3, Jests Turin V.!, Camilo Mamani M.!,
Aida Cordero R.2, Fred Hilari O.!

RESUMEN

Se evalu6 el efecto del estadio de desarrollo de la onda folicular (fase de crecimiento,
estatico y regresion del foliculo dominante) previo a la monta natural sobre la tasa de
ovulacion, y tasa de recuperacion y calidad embrionaria en alpacas. Se trabajo con 51
alpacas hembra con presencia de foliculo dominante mayor o igual a 7 mm, las que fueron
sincronizadas con un analogo de GnRH. Los grupos fueron T, (n=16): Fase crecimiento;
T, (n=19): Fase estatica y T, (n=18): Fase regresion. El dia de la monta fue considerado
como dia 0. Se hicieron evaluaciones ecograficas en el dia 2 (ocurrencia de la ovulacion)
y en el dia 7 (para medir el tamafio del cuerpo Iuteo). El lavado uterino se realizo a los 7
dias del servicio. Dos animales de T, no llegaron a ovular. No hubo diferencias significa-
tivas entre grupos por tamaio del foliculo dominante en el momento del servicio, tasa de
ovulacion ni por tamafio del cuerpo liteo en el dia del lavado uterino. En el 52.9% (n=27)
de las alpacas servidas se recuperaron 27 embriones sin diferencias significativas entre
tratamientos; no obstante, los embriones de T, y T, fueron de mejor calidad que los de T,
(p<0.05).
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The effect of the stage of development of the follicular wave (growth phase, static
and regression of the dominant follicle) prior to the natural mounting on the ovulation
rate, and the recovery rate and embryo quality in alpacas was evaluated. It was used 51
female alpacas with presence of dominant follicle greater than or equal to 7 mm, which
were synchronized with a GnRH analogue. The groups were T1 (n=16): growth phase;
T2 (n=19): Static phase and T3 (n=18): Regression phase. The day of the copula was
considered as day 0. Ultrasonographic evaluations were conducted on day 2 (occurrence
of ovulation) and on day 7 (to measure the size of the corpus luteum). The embryo
recovering was done 7 days after the service. Two animals of T, did not ovulate. There
were no significant differences between groups by size of the dominant follicle at the
time of service, ovulation rate or size of the corpus luteum on the day of embryo recover.
In 52.9% (n=27) of the alpacas, 27 embryos were recovered without significant differences
between treatments; however, the embryos of T, and T, were of better quality than

those of T, (p<0.05).
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INTRODUCCION

Una actividad socioecondmica importan-
te para el poblador altoandino es la crianza
de camélidos sudamericanos (CSA)
(Fernandez-Baca, 1971). El ecosistema don-
de habitan estos animales esta por encima de
los 4000 msnm, con pastos de baja calidad
nutricional. Las alpacas presentan un pobre
comportamiento reproductivo con una baja
fertilidad, atribuida a una alta tasa de morta-
lidad embrionaria (Novoa, 1991). Aun asi,
esta especie ha sido capaz de adaptarse a
este habitat para producir fibra de gran cali-
dad y carne altamente proteica (Fernandez-
Baca, 1991).

Los CSA domésticos como la alpaca
(Vicugna pacos) y la llama (Lama glama) y
las especies silvestres como la vicuifia
(Vicugna vicugna) y el guanaco (Lama
guanicoe) (Marin et al., 2007) son conside-
rados especies de ovulacion inducida, donde
el factor principal que desencadena el feno-
meno de ovulacion esta dado por la copula
(Fernandez-Baca et al., 1972). El desarrollo
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de la onda folicular en alpacas se da de ma-
nera alterna en ambos ovarios, habiéndose
detectado la presencia del foliculo dominante
en ambos ovarios en el 85% de los casos
(Fernandez-Baca, 1993) y el cuerpo lateo
posterior a la ovulacion en el ovario derecho
en el 51% de las observaciones, en el ovario
izquierdo en el 47% y en ambos ovarios en el
2% de las llamas (Bravo ef al., 1990; Sumar,
2000).

La tasa de mortalidad embrionaria pue-
de llegar hasta el 50% durante los primeros
35 dias de gestacion en la alpaca, de alli que
solo entre el 40 y 50% de las hembras en
edad reproductiva pueden producir una cria
al afio (Fernandez Baca et al., 1970). Una
alternativa tecnoldgica para mejorar la efi-
ciencia reproductiva en las alpacas es el uso
de la transferencia de embriones (Ratto et
al.,2013), aunque la tasa de recuperacion de
embriones es de 4.8 por animal (Huanca et
al., 2009) en llamas y 2.7 embriones/animal
en alpacas (Huanca, 2008).

Los foliculos en diferentes estadios con-
tienen ovocitos que pueden variar en sus ca
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racteristicas y que pueden afectar la calidad
de los embriones recuperados. El presente
estudio tuvo como proposito evaluar el efec-
to del estadio de desarrollo de la onda folicular
sobre la respuesta ovarica, tasa de recupera-
cion y calidad de embriones en alpacas, bus-
cando determinar posibles diferencias del
estadio de desarrollo de 1a onda folicular so-
bre la calidad de ovocitos y el desarrollo em-
brionario temprano.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de Estudio

El estudio fue realizado entre los meses
de enero y abril de 2015 en el Centro de In-
vestigacion y Produccion Quimsachata, anexo
de la Estacion Experimental ILLPA, del Ins-
tituto Nacional de Innovacion Agraria (INIA),
en el distrito de Cabanillas, provincia de San
Roman, departamento de Puno, Pert.

Evaluacion Ecografica Inicial

La seleccion de las hembras se hizo
con base a la presencia de foliculos ovaricos
>7 mm de diametro, utilizando un ecografo
ALOKA SSD500 equipado con un
transductor lineal de 7.5 Mhz. Se utilizaron
53 alpacas adultas de 5-8 afios de la variedad
Huacaya, vacias, con descendencia registra-
da y sin cria al pie. Se les administr6 1 ml de
un analogo de GnRH (0.0042 mg de acetato
de buserelina) (Conceptal, Intervet, Alema-
nia), via intramuscular, para la induccién de
ovulacién y sincronizacion de la onda folicular.
Los animales fueron nuevamente evaluados
por ecografia a las 48 horas, para verificar la
ovulacion, con base al criterio de la desapari-
cion del foliculo dominante previamente de-
terminado.

Diseiio Experimental
Los animales fueron sometidos a

ecografias diarias, a partir del dia 9 de la
sincronizacion de la ovulacion, para determi-
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nar la presencia de foliculos |7 mm y distri-
buirlos a los tratamientos segun el estadio de
crecimiento, estatico o de regresion del foli-
culo dominante, debiendo permanecer en di-
chos estadios al menos durante dos dias con-
secutivos. Con base a ello, los animales fue-
ron distribuidos en T,: fase de crecimiento
(n=16); T,: fase estatica (n=19); T,: fase de
regresion (n=18), correspondiendo el Dia 0
al dia del empadre.

El empadre controlado se hizo luego de
la segunda ecografia, una vez que los grupos
fueron determinados, por un tiempo mayor a
15 minutos para tratar de asegurar la induc-
cion de la ovulacion. Los machos empleados
pertenecian al plantel de reproductores y te-
nian descendencia registrada. El dia de la
monta fue considerado el dia 0. Las evalua-
ciones ecograficas posteriores se realizaron
al dia 2 (ocurrencia de la ovulacion) y el dia 7
(medicion del tamano del cuerpo lateo), ha-
ciendo ademads el lavado de los cuernos
uterinos (Figura 1).

Recuperacion y Calidad de Embriones

La recuperacion de los embriones se
realizé el dia 7 posterior a la monta con base
al protocolo descrito por Huanca et al.
(2009). Previamente se hizo la evaluacioén
ecografica para determinar el tamafio del
cuerpo lateo. Para esto, los animales fueron
sujetados en un brete y se les colocd aneste-
sia epidural (2 ml de lidocaina 2%) entre la
ultima vértebra sacra y la primera coccigea.
Para la recuperacion de embriones se proce-
di6 al lavado de los cuernos uterinos con una
pipeta Foley N.° 16 e infusion de 100 ml de
solucion de lavado (fosfato buffer salino +
antibidtico gentamicina). La solucion recupe-
rada se coloc¢ en el filtro EmCon (Agtech)
para facilitar la separacion del embrion del
medio, la cual fue depositada en placas Petri
para proceder a la busqueda de los embrio-
nes con ayuda de un estereoscopio Nikon.
Los embriones se clasificaron usando la es-
cala mencionada en el manual de la
International Embryo Transfer Society —IETS
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Figura 1. Procedimiento experimental

(Stringfellow y Givens, 2011), que clasifica

los embriones en cuatro calidades:

- Excelente: Embrion ideal, esférico, simé-
trico, con células de tamafio, color y textu-
ra uniforme.

- Bueno: Embrion con pequefias imperfec-
ciones con algunas blastomeras de formas
irregulares.

- Regular: Embrion con presencia de
blastomeras de formas irregulares, con pre-
sencia de vesiculas y algunas células de-
generadas.

- Pobre: Embrion con numerosas
blastomeras de formas irregulares, células
degeneradas, células de diversos tamafios.

Analisis Estadistico

Los datos fueron analizados utilizando
el paquete estadistico Stata 11.0 (Stata Corp).
La prueba del analisis de varianza de una sola
via fue utilizada para determinar la diferen-
cia entre grupos con respecto a la media del
tamarfio del foliculo dominante y a la media
del tamatfio del cuerpo luteo al dia 7 pos-co-
pula. Las variables tasa de ovulacion y recu-
peracion embrionaria fue evaluada con la
prueba Chi-cuadrado y la calidad embrionaria
entre los grupos de estudio fueron evaluadas
con la prueba Kruskal-Wallis. El nivel de
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significancia empleado para el analisis de los
resultados fue de p<0.05.

RESULTADOS

El tamaiio del foliculo dominante en el
momento del servicio fue similar para los gru-
pos tratados (Cuadro 1). Asi mismo, 51 de
las 53 alpacas servidas (96.2%) presentaron
ovulacion al dia 2 de la copula, con forma-
cion de cuerpo luteo al dia 7. La tasa de ovu-
lacionen T, fue de 87.5% y de 100% en T,y
T,, pero sin diferencia significativa entre tra-
tamientos (Cuadro 2). Por tltimo, el tamafio
del cuerpo luteo en el momento del lavado de
cuernos uterinos fue similar para los tres gru-
pos tratados (Cuadro 3).

Por otro lado, en el 52.94% (n=27) de
las alpacas servidas se recuperaron 27 em-
briones al dia 7 de la monta, sin encontrar
diferencias significativas entre tratamientos
(Cuadro 4). No obstante, al comparar la cali-
dad de los embriones segln el estadio del fo-
liculo dominante en el momento de la copula
se observaron diferencias significativas en-
tre T, y T, con T,, donde en este tltimo se
encontraron embriones de menor calidad
(p<0.05) (Cuadro 5; Figura 2).
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Cuadro 1. Tamafio del foliculo dominante en el dia de la monta en alpacas

Tratamiento Hembras Promedio + Minimo Maximo
(n) DE (mm) (mm) (mm)
T;, Crecimiento 16 7.81+0.31 7.8 8
T», Estatica 19 7.78 £0.81 7 10
T3, Regresion 18 7.32+0.38 7 18

Cuadro 2. Tasa de ovulacion en alpacas segln el estadio de desarrollo de la onda folicular en
el momento de la monta

. Hembras Tasa de ovulacion Hembras ovuladas
Tratamiento (n) (%) (n)
T}, Crecimiento 16 87.5 147
T,, Estatica 19 100 19
T3, Regresion 18 100 18
Total 53 96.2 51

4,00
= 3,007
L)
=
"
[
2,00
1,00 T | T
Crecimiento Estatica Regresion

Figura2. Relacion entre calidad del embrion de alpaca y el estadio de desarrollo del foliculo
dominante en el momento de la monta (prueba de Kruskal-Wallis)
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Cuadro 3. Tamafio del cuerpo luteo en el dia 9 de la copula en alpacas

Tratamiento Hembras Promedio + Minimo Maximo
(n) DE (mm) (mm) (mm)
T,, Crecimiento 14 10.00 + 1.66 7 13
T,, Estatica 19 10.05+1.31 8 14
T3, Regresion 18 10.09 + 2.01 8 14

Cuadro 4. Recuperacion de embriones mediante el lavado de cuernos uterinos en alpacas

Hembras Tasa de recuperacion Embriones

Tratamiento (n) (%) recuperados
(n)
T;, Crecimiento 14 64.3 9
T,, Estatica 19 474 9
Ts, Regresion 18 50.0 9
Total 51 52.94 27

Cuadro 5. Calidad de los embriones segun el estadio del foliculo dominante en el momento

de la monta en alpacas

) Estadio (tratamiento) Total
Calidad T > —
Crecimiento Estatica Regresion n %

Excelente 4 6 0 10 37.0
Buena 5 3 3 11 40.7
Regular 0 0 3 3 11.1
Mala 0 0 3 3 11.1
Total 9 9 9 27 100.0

DiScUusION

Los resultados sugieren que las tasas
de ovulacion y de recuperacion embrionaria
no estarian afectadas por el estadio del desa-
rrollo de la onda folicular al momento de la
monta en alpacas. Si bien se encontraron al-
gunas diferencias entre grupos (Cuadros 2, 3
y 4), estas no fueron significativas.
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Bravo et al. (1991) indican que hem-
bras con foliculos mayores a 7 mm inducen
la secrecion de cantidades de LH hipofisiaria
(55.1-62.4 ng/ml/h) suficiente para producir
la ovulacion y formacioén de un cuerpo luteo
normal. La falta de ocurrencia de ovulacion
en los dos animales de T, podria ser explica-
da si se considera que la duracion total del
estadio de crecimiento es de 4.8 = 1.5 dias
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(Bravo et al., 1990) y que la tasa de creci-
miento es de 0.43 £ 0.02 mm/dia (Sumar et
al., 1993), de alli que los foliculos de estos
animales aun no adquieren la sensibilidad de-
bida a la LH para la ocurrencia de la ovula-
cion, aunque también pudo haberse debido a
un inadecuado estimulo de la monta, segtin lo
sefala Fernandez-Baca et al. (1970).

La tasa de ovulacion en la alpaca es al-
rededor del 90% (Ratto et al., 2003), valor
que concuerda con el 96.2% obtenido en el
presente estudio. El tamafio promedio del
cuerpo lateo fue similar en los tres grupos,
sin diferencia significativa al dia 7 después
de la copula.

La diferencia en la calidad embrionaria
por el estadio de desarrollo en que se encon-
traba el foliculo dominante en el momento de
la copula podria ser explicada porque un foli-
culo en regresion posiblemente contribuye a
modificar el ambiente folicular, afectando la
calidad del ovocito. Si bien no parece afec-
tarse la capacidad de fecundacion, pueden
afectar la capacidad del desarrollo embrio-
nario temprano pos-fecundacion debido a la
expresion de genes que contribuyen al desa-
rrollo embrionario, lo cual ha sido reportado
por Cordova et al. (2014) en estudios in vitro
con ovocitos bovinos. Asi mismo, Cervantes
(2004) reporta que alpacas con presencia de
foliculos dominantes en estadio de regresion
presentaban una menor tasa de sobrevivencia
embrionaria.

CONCLUSIONES

e La tasa de ovulacion y el tamafo de
cuerpo liteo no se ve afectada por el
estadio de desarrollo de la onda folicular
en el momento de la copula.

e La calidad de los embriones se ve afec-
tada cuando la copula se realiza en el-
momento que el foliculo dominante se en-
cuentra en el estadio de regresion.
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