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RESUMEN

“El presente trabajo se desarrollé en el Centro Experimental Pampa del Arco
de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga, el objetivo fue
evaluar dos dosis de eCG para la obtencién de embriones. Se utilizaron 08
Llamas hembras adultas mayores a 4 afios de edad, con una condicién
corporal de 2,5; estas fueron evaluadas mediante ecografia con un
transductor lineal rectal de 7,5 MHz. Los tratamientos hormonales se iniciaron
cuando los animales tuvieron un foliculo >7 mm de diametro. La aplicacion
de la eCG fue 72 horas después de la induccién de la ovulacion del foliculo
dominante con GnRH, el dia 7 se aplicé PGF2q, se realizé la monta natural
mas GnRH(1ml), el dia 15 se realizé la coleccion y evaluacién de embriones.
Los resultados obtenidos fueron el didmetro folicular pre estimulacion ovérica
de 8,3mmy 9,1mm para el T1y T2 respectivamente, el nimero de foliculos
pre-ovulatorios fue 6,33 y 5,50 para el T1y el T2 respectivamente, el diametro
de foliculos pre-ovulatorios fue 11,2mm y 10,6mm para los T1 y T2
respectivamente, promedio de embriones recuperados por donadora fue
4,66+/-0,81 y 3,50+/-0,54 embriones para los T1l y T2 respectivamente,
existiendo diferencia significativa (P<0,05) y la calidad de embriones tuvo
35,7% Yy 38,1% de embriones de excelente calidad, 28,6% y 33,3% de calidad
buena, 10,7% y 9,5% calidad regular, 10,7% y 0% de calidad mala, para los
T1y T2 respectivamente y 14,3% y 19,0% de embriones intransferibles para
los T1y T2 respectivamente. Se concluye, que el uso de 800 Ul seguido de
1000UI de eCG es una alternativa ideal para la obtencién de embriones en

llamas, tanto en niumero y calidad de embriones”.

Palabras clave: superovulatoria, eCG, embriones, llamas.
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ABSTRACT

“The present work was developed at the Pampa del Arco Experimental Center of the
National University of San Cristébal de Huamanga, the objective was to evaluate
two doses of eCG to obtain embryos. 08 adult female Llamas over 4 years of age
were used, with a body condition of 2.5; these were evaluated by ultrasound with a
7.5 MHz linear rectal transducer. Hormonal treatments were started when the
animals had a follicle> 7 mm in diameter. The application of eCG was 72 hours after
the induction of ovulation of the dominant follicle with GnRH, on day 7 PGF2a was
applied, natural mounting was performed plus GnRH (1ml), on day 15 the collection
and evaluation of embryos was performed. The results obtained were the pre-
ovarian stimulation follicular diameter of 8.3 mm and 9.1 mm for T1 and T2
respectively, the number of pre-ovulatory follicles was 6.33 and 5.50 for T1 and T2
respectively, the diameter of pre-ovulatory follicles was 11.2mm and 10.6mm for T1
and T2 respectively, mean embryos recovered per donor was 4.66 +/- 0.81 and 3.50
+/- 0.54 embryos for the T1 and T2 respectively, with a significant difference (P<0.05)
and the quality of embryos had 35.7% and 38.1% of embryos of excellent quality,
28.6% and 33.3% of good quality, 10 , 7% and 9.5% of regular quality, 10.7% and
0% of poor quality, for T1 and T2 respectively, and 14.3% and 19.0% of non-
transferable embryos for T1 and T2 respectively. It is concluded that the use of 800
IU followed by 1000 IU of eCG is an ideal alternative for obtaining embryos on fire,

both in number and quality of embryos”.

Keywords: superovulatory, eCG, embryos, llamas.
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INTRODUCCION

“Explotacion de camélidos sudamericanos domésticos es una actividad de gran
importancia social y econémica para la poblacién alto andina. En los camélidos
sudamericanos domeésticos, el desarrollo y aplicacion de biotecnologias
reproductivas son herramientas alternativas, posibles de ser utilizadas en un
programa de mejoramiento genético utilizando individuos superiores que permitan
mejorar la calidad de fibra de una especie doméstica como la alpaca y la calidad de
fibra y el incremento en el peso vivo en llamas. Asi mismo la aplicacion de estas
biotecnologias reproductivas puede ser una alternativa que contribuya al incremento

de la poblacion y uso racional de los camélidos”.

“Uno de los principales problemas que limitan el desarrollo de la crianza de
camélidos son los bajos indices reproductivos: la tasa de gestacion baja, alta
mortalidad embrionaria durante los primeros 35 dias de gestacion; prolongado
periodo de gestacion (345+3 dias); por efecto del manejo, la actividad sexual es
estacional; las primerizas recién alcanzan su primer parto a los 3 afios y que solo el
50% de las hembras en edad reproductiva dan 1 cria al afio, situacién que se agrava
por la alta mortalidad neonatal que fluctia entre 12 a 35%; ademas, en la actualidad,
una alpaca o llama hembra en promedio puede producir durante toda su vida
reproductiva solamente de 4 a 5 crias y los sistemas de manejos reproductivos que
se aplican hoy en dia en las comunidades, se basan en esquemas tradicionales
(Huanca, 2008; Palomino, 2000; Sumar, 2000)”.

“Los ovarios en camélidos contienen un elevado numero de foliculos que se
encuentran en diferentes estados de desarrollo (primordiales, en crecimiento,
maduros, atrésicos) de los cuales, solamente una pequefa proporcion van a ser
utilizadas durante la vida reproductiva del animal; esta limitante se podria superar
utilizando biotecnologias reproductivas como: técnica de ovulacién multiple (OM),

transferencia de embriones (TE) que harian posible gue una hembra selecta pueda
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tener una descendencia numerosa (Veldsquez y Novoa, 1999), sin embargo los
estudios mencionados en alpacas y llamas tienen resultados variables e

inconsistentes”.

“Las llamas hembras tienen la limitante de producir menos de 6 crias durante toda
su vida productiva, lo que limita el mejoramiento genético en esta especie. La
aplicacion de protocolos de ovulacion multiple y transferencia de embriones (MOET)
es bastante exitosa en bovinos con aplicaciéon comercial en paises con ganaderia
avanzada y en creciente desarrollo en nuestro pais. En camélidos sudamericanos
domésticos en cambio, la respuesta ovarica a tratamientos de ovulacién multiple es
ampliamente variable (Miragaya et al., 2006) con una baja tasa de recuperacion de

embriones (Bourke et al., 1995)”.

La utilizacion de eCG como estimulante de desarrollo folicular fue empleada en
diferentes protocolos de superovulacion tanto en tiempo y en dosis aplicada

obteniéndose respuestas muy variables.

“Los tratamientos de superovulacion realizados en llamas y alpacas hasta el
momento no obtuvieron una respuesta uniforme a nivel ovérico y en el nimero de
embriones recuperados. (Aguero et al., 2001), (Bourke et al., 1992), (Bourke, et.al.,
1995), (Correa et al.,, 1997). Existe una amplia variacion individual que puede
atribuirse a distintos factores (D’occhio et al.,, 1999). La dinamica folicular en el
momento del inicio del tratamiento influye sobre la respuesta superestimulatoria en

cada individuo”.

Segun (Adams et al., 1990) y (Bravo et al., 1990), “la dinamica folicular de la llama
sigue el patron clasico de ondas descrito en la hembra bovina. En cada onda
folicular, emerge un grupo de foliculos, uno de los cuales (el foliculo dominante)
continuard su crecimiento hasta alcanzar el didmetro maximo de 9-16 mm?2. La
accion inhibitoria del foliculo dominante lleva al resto de los foliculos de la misma

cohorte (subordinados) a detener su crecimiento y atresiarse. Entre 1 y 4 dias de
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haber se iniciado la regresion del foliculo dominante emerge la onda siguiente.
(Adams et al., 1990), (Bravo et al., 1990)”.

Es asi que para estimular el desarrollo folicular se han utilizado eCG, FSH; para
inducir la ovulacion multiple se han empleado hCG, GnRH y monta natural,
tratamientos que han sido aplicados en la fase folicular (Novoa y Sumar, 1968;
Bravo et al. 1995) como en la fase luteal inducida (Bourke et al., 1992; 1995; Correa
et al., 1994). “Teniendo como resultados en una respuesta ovulatoria variable,
llegando a desarrollar de 2 a 11 cuerpos lateos y recuperar solamente el 50 % de
embriones y siendo estos resultados inferiores comparados a otras especies (Del
campo et al., 1995). Esta limitacidbn se encuentra asociada con una baja tasa de

respuesta ovarica y una recuperacion de embriones de mala calidad”.

Por estas consideraciones se plante6 el presente trabajo de investigacion
considerando que es importante establecer protocolos de superovulacion para la

obtencion de embriones frescos en llamas en la region Ayacucho.
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CAPITULO |
EL PROBLEMA

Planteamiento del problema

En el departamento de Ayacucho la crianza de llamas se encuentra en una
situacién de incertidumbre con una evidente disminucién de la poblacion de esta
especie, un estancamiento de su desarrollo y generacion de riqueza a la
poblacién rural. “El sistema de produccion de camélidos se ha visto afectado
principalmente por su marginalidad en su gran mayoria tradicional, orientados a
la produccién de carne y fibra, con bajos niveles de ingreso y falta de innovacion
de biotecnologias reproductivas que mejoren la eficiencia y la productividad en

esta especie”.

En camélidos domésticos, el desarrollo y aplicaciéon de biotecnologias pueden
ser herramientas alternativas, factibles de ser utilizadas en un programa de
mejoramiento genético utilizando individuos superiores que permitan mejorar la
calidad de fibra de una especie doméstica como la alpaca y posiblemente la
llama. Igualmente, el uso de biotecnologias reproductivas puede ser una

alternativa que contribuya al incremento de la poblacion.
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“‘Asi mismo en camélidos sudamericanos la respuesta ovéarica después de
tratamientos para la ovulacién multiple es ampliamente variable, con una baja
tasa de recuperacion de embriones. La utilizacion de eCG como estimulante de
desarrollo folicular fue empleada en diferentes protocolos de superovulacion

tanto en tiempo y en dosis aplicada obteniéndose respuestas muy variables”.

“Una de las limitaciones mas importantes para el establecimiento de la técnica
de transferencia de embriones en llamas es la falta de un adecuado protocolo

de superovulacion ovarica”.

“Esta limitacidon se encuentra asociada con una baja tasa de respuesta ovarica
y recuperacion de embriones de mala calidad, los estudios sobre superovulacion
en camélidos sudamericanos han sido desarrollados en diferentes fases de
desarrollo folicular. Algunos autores han tratado de simular una fase luteal
mediante la administracion de progesterona exdgena; o a través de la induccion
de la ovulacion mientras que otros realizaron el tratamiento superovulatorio

durante la fase folicular”.

Por estas consideraciones se planted el presente trabajo de investigacion
considerando que es importante establecer protocolos de superovulacion para

la obtencion de embriones frescos en llamas en la region Ayacucho.

Formulacién del problema.

Problema general
A continuacion, se presentan las interrogantes a las cuales se daran respuesta

con el presente estudio.

¢ Existe diferencias de dosis de eCG en la respuesta superovulatoria para la

obtencion de embriones en llamas (Lama glama), Ayacucho?
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Problemas especificos
a) ¢Influird la dosis de Gonadotropina Corionica equina (eCG) sobre el
namero de embriones producidos en llamas (Lama glama), Ayacucho?
b) ¢Influird la de dosis de Gonadotropina Corionica equina (eCG) sobre la
calidad de embriones producidos en llamas (Lama glama), Ayacucho?
c) ¢Influirdn las de dosis de Gonadotropina Corionica equina (eCG) sobre
el numero de Foliculos Post Super estimulacion en llamas (Lama glama),

Ayacucho?

Objetivos de la investigacion

Objetivo general
Evaluar la respuesta superovulatoria de dos dosis de eCG para la obtencion de

embriones en llamas (Lama glama), Ayacucho.

Objetivos especificos

Se propusieron los siguientes objetivos especificos:

a) Determinar la influencia de las dosis de Gonadotropina Corionica equina
(eCG) sobre el numero de embriones en llamas (Lama glama), Ayacucho.
b) Determinar la influencia de las dosis de Gonadotropina Corionica equina
(eCG) sobre la calidad de embriones en llamas (Lama glama), Ayacucho.
c) Determinar la influencia de las dosis de Gonadotropina Corionica equina
(eCG) sobre el numero de Foliculos Post Super estimulacion con
Gonadotropina Corionica equina (eCG) en llamas (Lama glama),

Ayacucho.

Justificacion
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‘Los primeros trabajos de investigacion en camélidos sudamericanos se
iniciaron a partir de la década del 60, las alternativas biotecnolégicas eran
desarrolladas 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 estan basados mayoritariamente en esquemas tradicionales y tan

solo un 10 % de los ganaderos emplea criterios técnicos”.

“Las llamas hembras tienen la limitante de producir menos de 6 crias durante
toda su vida productiva, lo que limita el mejoramiento genético en esta especie.
La aplicacién de protocolos de ovulacién multiple y transferencia de embriones
(MOET) es bastante exitosa en bovinos con aplicacion comercial en paises con

ganaderia avanzada y en creciente desarrollo en nuestro pais”.

En camélidos sudamericanos domeésticos, la respuesta ovarica a tratamientos
de ovulacion multiple es ampliamente variable (Miragaya et al., 2006) con una

baja tasa de recuperacion de embriones (Bourke et al., 1995).

“‘Los estudios sobre la ovulacion mudltiple en llamas, son escasos y con
resultados variables e inconsistentes, para estimular el crecimiento folicular se
ha utilizado la gonadotropina coriénica equina (eCG) o la hormona estimulante
del crecimiento folicular (FSH) y luego para inducir la ovulacion multiple se ha
empleado ya sea la gonadotropina coridnica humana (hCG), la hormona
liberadora de gonadotropina (GnRH) o la monta natural. Estos tratamientos han

sido aplicados ya sea en fase folicular (Novoa, 1996)”.

En nuestro pais y en la regién Ayacucho, “el principal problema radica en que
no se aplican estas técnicas biotecnoldgicas de manera rutinaria, debido a que
no existe un protocolo de superovulacién estandarizado y validado y el personal

capacitado es escaso y mientras dichos esfuerzos se van materializando y
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ampliando, se necesita desarrollar técnicas reproductivas que faciliten la

difusiébn masiva de animales con un valor genético alto”.

En la actualidad, “el nimero promedio de crias (n=6) que una hembra alpaca o
llama puede producir durante toda su vida reproductiva es muy limitado para
difundir material genético deseado. Las técnicas de la ovulacion multiple (OM),
coleccidon de embriones y su posterior transferencia de embriones (TE) son una
posibilidad para superar esta limitacién, harian posible que una hembra selecta
pueda tener una descendencia numerosa y por otro lado, reducir el intervalo

generacional mediante el uso de animales jévenes (Novoa, 1999)”.
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CAPITULO I
MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion

Los datos consignados a continuacion son resultados de trabajos de
investigacion y de Tesis, relacionados a nuestra investigacion, pues es muy
escasa o casi nula la bibliografia sobre trabajos especificos en esta especie

animal.

(Bourke, et al., 1995), en su trabajo titulado Respuesta superovulatoria de la
eCG en llamas, manifiesta que esta especie son ovuladores individuales
inducidos por la copulacion, y atin no se han desarrollado métodos de ovulacion
y transferencia de embriones (MOET) para esta especie. Las respuestas
superovulatorias a eCG administradas durante una fase IUtea inducida (Grupo
A) o simulada (Grupo B) se investigaron mediante ultrasonido para observar los
foliculos ovaricos y el cuerpo luteo (CL) y se utilizo progesterona plasmatica para
evaluar la funcion latea. Los embriones se recuperaron sin cirugia. Grupo A (n
= 19): los donantes recibieron 8 ug, de un analogo de GnRH (dia 0) para inducir
la ovulacion de un foliculo maduro, 1000 Ul, im eCG (dia 7) y 250 ug de anélogo
PGF2a (dia 9). Grupo B (n = 17): los donantes recibieron un implante de
progestageno subcutaneo (3 mg de Norgestomet) en los dias 0 a 7) y 1000 UlI,

im eCG (dia 5). Cuando la mayoria (> 65%) de los foliculos en ambos grupos A
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y B habian madurado a los 5 a 11 dias después de eCG, los donantes recibieron
8 ug, im GnRH y se aparearon una vez (n = 26) o dos veces dentro de las 24 h
intervalo (n = 10); Los embriones se recuperaron 6 a 9 dias después de la
ovulacion. Se indujeron mas foliculos y cuerpos Iuteos en el Grupo B que en el
Grupo A, pero se recuperd un numero medio similar de embriones (1.3 frente a
1.6), y una proporcion similar de donantes produjo embriones multiples (35
frente a 32%). La tasa de recuperacion de embriones fue similar para los Grupos
Ay B (39 y 37%), pero fue mayor (P <0.001) con 2 (72%) en lugar de 1 (22%)
apareamiento, y se correlacion6 negativamente con el nimero CL (P <0,05). En
general, el 80% de las llamas tenian una CL precoz y concentraciones elevadas
de progesterona en plasma cuando multiples foliculos alcanzaron la madurez.
Esto se asocio con un aumento de la superovulacion posterior y la recuperacion
del embrion (P <0.01). El pico de progesterona plasméatica se correlaciond
positivamente con el nimero CL (P <0.05). A partir de estos resultados,
concluimos que la superovulaciéon se puede lograr con eCG administrado
durante una fase lUtea inducida o simulada, que la recuperacion del embrion
mejora después de 2 apareamientos en lugar de 1, y que MOET puede ser
factible para su uso en la llama.

(Bravo, et al.,, 1995), “en su publicacion titulada Respuesta a la dosis de
gonadotropina coriénica equina y posterior ovulacion en llamas, reporta que el
crecimiento y ovulacién de foliculos multiples fue inducido en llamas usando
gonadotropina coriénica equina (eCG) seguido de cépula o administracién de
gonadotropina coriénica humana (hCG). Cuarenta y cinco llamas hembras
fueron divididos al azar en cinco tratamientos: control (n = 8), 100 (n = 7), 500
(n = 10), 1000 (n = 10) y 2000 (n = 10) Ul eCG. Ecografia fue usado para
observar la actividad ovarica durante el ciclo ovarico. Sulfato de estrona y
pregnandiol en orina fueron medidos para seguir la actividad estrogénica
durante la estimulacion ovarica hasta por 20 dias después de la induccion de
ovulacion. El crecimiento folicular se incremento (P < 0.05) 7 dias después de

iniciado el tratamiento con dosis > 500 Ul eCG. Un promedio de 4.7, 4.6y 6.4
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foliculos fueron observados con dosis de 500, 1000 y 2000 Ul eCG,
respectivamente. El nimero de foliculos no fue diferente (P > 0.05) entre
animales control y hembras que recibieron 100 Ul eCG. Las concentraciones de
sulfato de estrona fueron tres veces mayores en animales con foliculos maltiples
(101 ng mg-1 Cr) que en animales con un foliculo (29.7 ng mg—-1 Cr). La
presencia de foliculos quisticos (>13 mm) ocurrié en 2, 2 y 9 animales que
recibieron 500, 1000 y 2000 Ul eCG, respectivamente. Veinte hembras que
desarrollaron foliculos multiples fueron inducidas a ovular mediante cépula (11)
0 hCG (9). Cuerpos luteos fueron observados en 59.9 y 78.8%, respectivamente,
de las hembras estimuladas. El numero promedio de cuerpos lateos fue 3.4y
5.4, respectivamente. La concentracién de pregnandiol fue 9.3 y 7.7 ng mg-1
Cr, respectivamente, a los 7 dias después de la induccién de ovulacién. Las
dosis de 500 y 1000 Ul eCG fueron mejores en inducir el desarrollo de foliculos
multiples con la administracion de hCG como una mejor alternativa para

estimular la ovulacién”.

(Correa. et al., 1997), en el articulo titulado Superovulacion en llamas (Lama
glama) con pFSH y gonadotropina coriénica equina utilizada individualmente o
en combinacién, reporta lo siguiente; El propésito de este experimento fue
evaluar la eficacia de pFSH y / o gonadotropina coriénica equina (eCG) para
inducir la superovulacién en llamas. Dieciséis llamas adultas con un peso
promedio de 130 kg (rango 110-140) y que habian estado mostrando signos de
celo durante 5 dias fueron asignadas aleatoriamente a tres grupos de
tratamiento y un grupo de control (n = 4). Las llamas en el Grupo A recibieron
eCG (500 Ul, im) una vez al dia durante 3 dias, las del Grupo B recibieron pFSH
im, en dosis decrecientes cada 12 h durante 5 dias para un total de 220 mg,
mientras que las del Grupo C recibieron eCG (500 Ul, im) una vez, y pFSH (total
de 156 mg, im) en dosis decrecientes durante los proximos 4 dias. Las llamas
en el Grupo D (control) recibieron solucién salina (5 ml, i.m.) cada 12 h durante
5 dias. Se permitié que todas las llamas se aparearan la noche del dia 5y se

les dio hCG (750 Ul, i.m.) en ese momento; se realiz6 un segundo apareamiento
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12 h después. Se realizé una técnica no quirargica de recoleccién de 6vulos /
embriones 7 dias después del primer apareamiento y luego se evalud la
respuesta ovarica mediante laparoscopia. Las 16 llamas se aparearon con éxito.
El nimero medio (SEM) de ovulaciones (7.3 £ 3.1) en el Grupo B fue
significativamente mayor (P <0.05) que en los otros grupos (1.5 +0.5,2.0 £ 0.7
y 0.3 £ 0.3 para los grupos A, C y D, respectivamente). El nimero de foliculos>
10 mm en el momento de la recoleccion de o6vulos / embriones fue
significativamente mayor (P <0.05) en los grupos tratados con eCG. Se recuperé
un total de 21 6vulos / embriones de las llamas enrojecidas, lo que corresponde
al 47,7% de los cuerpos luteos observados. De los 21 6vulos, 15 fueron
fertilizados; 13 de ellos se clasificaron como blastocistos excelentes y los 2
restantes se clasificaron como muertos o degenerados. Los resultados
demuestran que las llamas pueden superestimularse con éxito en los ovarios
mientras se expresa el celo conductual y sugieren que pFSH es més efectivo

gue el eCG para inducir la superovulacion.

(Carretero, et al., 2010), en su articulo Produccién de embriones en llamas super
estimuladas pre tratadas para inhibir el crecimiento folicular, menciona que estas
son monaotocas y la duracion de su periodo de gestacion varia entre 342 y 350
dias. Por lo tanto, el niumero promedio de crias que cualquier hembra puede
producir a lo largo de su vida reproductiva esta muy limitado para propagar un
genoma deseado. La técnica de ovulacién mdltiple y transferencia de embriones
(MOET) permite una alternativa a esta limitacion y reduce el intervalo de
generacion. El objetivo de este estudio fue evaluar la recuperacion de embriones
en llamas super estimuladas que previamente habian sido tratadas con
hormonas para inhibir el crecimiento folicular. Un total de 50 llamas femeninas
fueron monitoreadas diariamente a través de palpacion rectal y ultrasonido y
divididas de acuerdo con su crecimiento folicular ovarico en cuatro fases. Las
hembras en cada fase se dividieron al azar en dos grupos: A (n = 20) recibié una
dosis unica de 1 mg de benzoato de estradiol (EB) el primer dia del tratamiento
+ 100 mg de progesterona (P4) i.m. durante 5 dias con 5 animales por fase y B
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(n =20) recibié 1 mg EB al inicio + 150 mg P4 i.m. por un periodo de 5 dias con
5 animales por fase. El grupo C (n = 10) o control no recibi6é ningun tratamiento
hormonal previo y las mujeres estaban en fase folicular I. Todos los grupos
fueron monitoreados diariamente y, en presencia de foliculos ovaricos mas
pequefios que el tamafio dominante al final del tratamiento, todos fueron supe
estimulados con 1000 Ul de eCG. Para el registro de la concentracion de
progesterona en plasma, se recolectaron muestras de sangre diarias de los dias
-1 a5 en las hembras tratadas en el Grupo Ay B. No se observaron diferencias
significativas con respecto a la inhibicion del crecimiento del foliculo y en las
concentraciones de progesterona en plasma entre el Grupo Ay B. La respuesta
ovarica a la sobre estimulacién fue 56.2%, 71.4% y 90%, con un ndamero
promedio de foliculos dominantes producidos por hembra de 4.4 £0.9; 4.8 £ 0.7
y 4.6 £ 0.6 en los Grupos A, By C, respectivamente. La tasa de recuperacion de
embriones fue del 77,7%; 90% y 66.7% y el nimero promedio de embriones
recuperados por hembra fue 2.9 £ 0.9; 2.6 £ 0.9y 2.4 £ 0.8 para los Grupos A,
By C, respectivamente. En los grupos Ay B, la fase folicular estatica (lll) parecia
ser ideal para iniciar la técnica de reproduccion asistida de MOET. Aunque la
administracion previa de P4 + EB parece no tener efecto sobre la cantidad de
hembras que respondieron a los tratamientos de supe estimulacién, la cantidad
de embriones recuperados mostré una tendencia a ser mayor cuando se realizé

de antemano la inhibicidn del crecimiento del foliculo ovérico.

(Quispe, M. 2015), “reporta en su tesis titulada, Respuesta ovarica y
recuperacion de embriones por efecto de dosis de gonadotropina coridonica
equina (eCG) en alpacas, que la gonadotropina corionica equina (eCG) fue
empleada en diferentes protocolos de estimulacion del desarrollo folicular, tanto
en tiempo como en dosis, obteniéndose respuestas variables. Los objetivos del
presente estudio fueron: evaluar el efecto de dos dosis de eCG en la respuesta
ovarica: desarrollo folicular, cuerpos Iuteos obtenidos y tasa de recuperaciéon de
embriones. Se utilizaron 15 alpacas hembras adultas mayores a 4 afios de edad;
los tratamientos aplicados fueron: T1) n =5, dia 0: CIDR (0.33 g de P4)+1.0 mg
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de BE, dia 7: 250 Ul de eCG, dia 11: 50 ug de GnRH+monta natural; T2) n = 5,
dia O0: CIDR (0.33 g de P4)+1.0 mg de BE, dia 7: 500 Ul de eCG, dia 11: 50 ug
de GnRH+monta natural y T3) n = 5, grupo control, dia 11 monta natural. El
registro del desarrollo de foliculos, cuerpos lateos, se realiz6 a través de
ecografia y la coleccion de embriones se realiz6 mediante lavado uterino 7 dias
posterior a la monta natural. Los resultados obtenidos fueron: nimero promedio
de foliculos preovulatorios (= 7mm): T1=1.0+0.0; T2=1.8+1.0 y T3=1.5+0.7, no
habiendo diferencias estadisticas significativas entre tratamientos (P>0.05). El
namero promedio de cuerpos liteos obtenidos fueron: T1=1.0+1.4, T2=1.2+2.7
y T3 (grupo control)=0.4+0.5, sometidos a un analisis de varianza, hay diferencia
estadistica significativa entre los grupos de tratamiento (P<0.05) y a la prueba
de Tukey hay diferencia significativa, donde el nimero de cuerpos luteos fue
mayor en T2 con respecto a T3 (P<0.05). A pesar de que se encontraron cuerpos
lteos presentes y la técnica de coleccion fue lo mismo para los tres
tratamientos, en los grupos T3 (grupo control) y T2 (500 Ul eCG) no se logro
recuperar embriones; en el grupo T1 (250 Ul eCG) se logré recuperar 01
embrion de buena calidad (grado 2), siendo la tasa de recuperacion embrionaria
del 20 %. Se concluye que el protocolo de estimulacion ovérica con dosis de 250
Ul y 500 Ul de eCG no son suficientes como para que la funcion FSH y LH de
la eCG actue desencadenando efectos fisioldgicos capaces de producir mayor

nuamero de foliculos preovulatorios y una ovulacion multiple”.

(Pacheco et al., 2020) “En su investigacion titulada Evaluacion de un nuevo
protocolo de superovulacion en llamas: respuesta ovarica, recuperacion
embrionaria y alteraciones pos-tratamiento que tuvo como objetivo evaluar el
efecto de dos dosis de eCG sobre la respuesta superovulatoria, tasa de
recuperacion embrionaria y alteraciones reproductivas inducidas. Se utilizaron
32 llamas adultas, clinicamente sanas, distribuidas en dos grupos: Grupo | (700
Ul eCG; n=15) y Grupo Il (500 Ul eCG; n=21). El protocolo de superovulacion
incluyé: dia 1, induccion de ovulacion (GnRH); dia 4, aplicacion eCG, segun
dosis establecida para cada grupo; dia 8, aplicacion de luteolitico (PGF2a); dia
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11, ecografia para verificar el numero de foliculos y aplicacion de analogo de
GnRH; dias 11y 12, monta natural para inducir ovulacion; dia 19, lavado uterino
y recuperacion de embriones (se consider6 como torsion cervical cuando se
dificulto el paso de la sonda Foley hacia el Utero); dia 26: evaluacion ecografica
para determinar la presencia de alteraciones reproductivas. El nimero de
foliculos por hembra para los grupos | y Il fue de 4.9 y 3.7, respectivamente. El
namero de embriones colectados fue de 1.6 y 2.6 por hembra en los grupos | y
I, respectivamente, lo cual indicaria la existencia de posibles fallas ovulatorias
o luteinizaciones tempranas en el grupo |. La frecuencia de quistes foliculares y
cuerpos luteos persistentes fue superior en el grupo | respecto al grupo Il,
mientras que la frecuencia de metritis y torsiones cervicales fueron similares en
ambos grupos. Se concluye que la dosis de 500 Ul de eCG permite obtener una
menor cantidad de foliculos, pero un mayor nimero de embriones y menor

frecuencia de problemas reproductivos en el pos-tratamiento”.

2.2. Bases tedricas

2.2.1. Superovulacion

“La superovulacién es la produccion de un nimero mayor de lo habitual de
oocitos, generalmente resultante de la administracion de gonadotropinas
exdgenas para procedimientos de fecundacién asistida. También
denominada ovulacion multiple o hiperestimulacién ovarica controlada, se
realiza su seguimiento con ecografias transrectales en animales
domeésticos de produccion y cuyo objetivo es obtener mas oocitos para
incrementar las tasas de éxito de las técnicas de reproduccion asistida.
Los métodos de superovulaciéon, también se aplican en el CSA (Van y
Gerneke, 1966). Los tratamientos superestimulatorios en camélidos han
sido realizados mediante el uso de Gonadotropina Corionica equina (eCG)
y Hormona Foliculo Estimulante (FSH) durante la fase luteal inducida con
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GnRH o hCG o creando una fase luteal artificial mediante el uso de
progestagenos.). Asi mismo, las gonadotropinas han sido administradas
durante la fase de receptividad sexual. Luego del tratamiento
superestimulatorio, las hembras son copuladas seguido de una
administracion de GnRH o Gonadotropina Coriénica humana (hCG) para
inducir o reforzar la ovulacion. (Ratto, M. et al., 2015)”.

“Tanto eCG y FSH se estan utilizando en la actualidad como agentes para
estimular la ovulacion mdultiple, se reportaron que 500 Ul de eCG no
produjo superovulacién ovéarica después de la inhibicion del foliculo con
benzoato de estradiol (BE) y aplicacién vaginal de progesterona (CIDR).
En alpacas la administracion de 1000 Ul de eCG al final de un protocolo
de CIDR produjo una respuesta ovarica superior (numero de CL’s) que el
tratamiento durante la fase folicular (sin tratamiento P4); ademas, las
hembras tratadas con eCG sin pre-tratamiento con P4 tenia una incidencia
significativamente mayor de quistes foliculares (Veldsquez y Novoa, 1999).
El tratamiento con 1000 o 1500 Ul de eCG es eficaz para la induccién del
crecimiento de foliculos mdultiples en llamas, aunque la administracion de

1500 Ul produce un mayor numero de foliculos (Trasorras et. al., 2009)”.

“La administracion de altas dosis de eCG puede ser beneficiosa para llevar
a cabo la aspiracion del foliculo para obtener oocitos para su uso en
técnicas de reproduccion asistida tales como FIV e inyeccidn
intraplasmatica de esperma (ICSI). Por otro lado, cuando el objetivo es la
obtencion de embriones a través de lavado uterino, su uso podria ser
perjudicial debido al posible desplazamiento de la bolsa 24 ovarica, debido
al gran tamafo del ovario superovulado. Las técnicas estan produciendo
un promedio de 2,5-3 embriones por descarga (hasta 21 embriones por
hembra) El nUmero de estudios sobre la superovulacion y la TE en los CSA
se mantiene baja y el perfeccionamiento de los protocolos existentes

continla para identificar un programa de superovulacion que produce
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sistematicamente un nimero aceptable de embriones transferibles, y se
asocia con un riesgo minimo de la infertilidad de la hembra donante elite.
(Vaughan et. al., 2013)”.

Problemas con superovulacion en camélidos: “El tratamiento para
superovulacion en camélidos estan bien lejos de ser perfecto. La
respuesta ovulatoria y la produccion de embriones permanece muy
variable”. A partir de la experiencia reportada en alpacas y llamas, los

mayores problemas son:

“La alta incidencia de hembras que no responden: Del 20-30% de las
hembras que reciben el tratamiento de superovulacion no

desarrollan foliculos. Esto es probablemente debido a que algunas
hembras producen inmunidad contra eCG.

La alta incidencia de luteinizacion de foliculos antes del servicio. Esto es
particularmente prevalente en los tratamientos con eCG y puede deberse
a la actividad de LH de esta hormona.

La alta variabilidad en la respuesta entre las hembras tratadas.

La alta incidencia de ovarios superestimulados. En algunas hembras
superovuladas con eCG o FSH, los ovarios se agrandan y presentan
muchas generaciones de foliculos de diferentes tamafios. Esto
probablemente se deba a una respuesta individual a las hormonas.
Muchas de las hembras tratadas con ovarios superestimulados no
producen ningun embrion, probablemente se debe a una interferencia en

el transporte de los gametos o en el proceso de fertilizacion”.

2.2.2. Gonadotrofina corionica equina (eCG)
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Origen. “Hace sesenta afios, Cole y Hart informo que el suero tomadas de
62 yeguas en las distintas etapas del embarazo se inyectaron en ratas y
ratones inmaduros estimulando el crecimiento del ovario. El suero
recogido de yeguas antes de 37 dias de embarazo no tuvo ningun efecto,
mientras que el suero recogido entre los dias 37 y 42 indujeron una
respuesta gonadal pronunciada. La estimulacion méxima producida por el
suero tomado entre los dias 43 y 80 dias de gestacion de la yegua, y los
efectos puede ser inducida por suero recogido a través de 131 dias. Hubo
poca actividad para los dias restantes 210 de gestacion. El elemento que
estimula los ovarios se conocia como PMSG. Se asumié que sera
producida por la glandula pituitaria equino, pero su localizacion en los
tejidos fetales y maternos llevé Catchpole y Lyons para concluir que fue
secretada por el corion y se almacenan en el endometrio. Posteriormente
se ha demostrado que el sitio de sintesis de esta gonadotropina era las
copas endometriales, que son placas palidas, circunscritos de tejido que
se desarrollan en el cuerno gravido del endometrio de la yegua,
adyacentes a la faja coridnica del embrion (Bruce Murphy & Susan
Martinuk, 1991). La Gonadotropina Coridnica Equina (eCG) es una
glucoproteina con subunidades alfa y beta similar a las de la LH y FSH,
pero con un mayor contenido de carbohidratos, especialmente el acido
sidlico que parece ser el responsable de una vida larga; por lo tanto, una
sola inyeccion de eCG, tiene efectos bioldgicos en la glandula blanco por
mas de una semana. Las copas endometriales del Utero equino es la
fuente de origen de la eCG (Hafez, 2002). Las principales ventajas de la
utilizacion de eCG en los tratamientos superovulatorios son su bajo costo
y que una Unica administracion permite obtener buena respuesta ovarica
(Hafez, 2002). Sin embargo, esta prolongada vida media provoca también
algunos inconvenientes ya que continla estimulando el crecimiento
folicular después de 9 producirse la ovulacion lo que provoca la existencia
de elevadas concentraciones de estradiol durante la fase luteal, alterando

la migracion y el desarrollo embrionario y modificando el ambiente uterino
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(Roche Ireland, 1984). Los tratamientos con 1000 y 1500 Ul de hormona
gonadotrofina coriénica equina son efectivos en inducir crecimiento
folicular multiple, pero con la aplicacion de 1500 Ul es mayor la produccién
de foliculos. (5) Ademas, la super-estimulacion con hormona
gonadotrofina coriénica equina esta asociada a una mayor proporcion de
complejos ovocito cumulus expandidos y COC’s en MIl, comparado con el
tratamiento con FSH. Los camélidos son ovuladores inducidos, por lo
tanto, la maduracion in vivo de ovocitos dentro del foliculo puede
producirse mediante la induccion de la liberacién de LH administrando
analogos de GnRH, como la buserelina o hCG. La administracién de
buserelina es beneficiosa para la recuperacion de una gran 18 cantidad de
complejos ovocito cumulus expandidos, los cuales pueden ser utilizados
directamente en técnicas de reproduccion asistida sin necesitar de la

previa maduracion in vitro (Hafez, 2002)”.

2.2.3. Embriones

a) Desarrollo embrionario

El desarrollo embrionario en alpacas fue reportado desde un dia post
ovulacion, indicando que desde 1 dia hasta 5 dia post ovulacion estan
localizados en el oviducto ipsilateral al ovario ovulado, donde en dial post
ovulacion el embrion se halla es estado de una célula, dia 2 con 2 0 4
células, dia 3 con 8 células y morulas, dia 4 en estado de moérula, dia 5 en
estado de moérula. A partir del 6 dia post ovulacién los embriones se
localizan en el utero, asi el dia 7 en estado de blastocisto temprano, el dia
8 en estado de blastocisto colapsado y dia 9 en blastocisto elongado. El
tamafio de los embriones medidos en el diametro el dia 6 post ovulacién
de 381 a 480 mu, dia 7 de 600 a 673 mu, dia 8 de 8 a 8.8 mm (Picha et
al., 2013).
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b) Migracion embrionaria

“La migracién embrionaria del cuerno derecho al cuerno izquierdo de los
embriones producidos por la ovulacion del ovario derecho lo realizan en el
estado de blastocisto colapsado a los 8 dias post ovulacion o a los 9 dias
post monta (Picha et al., 2013)”.

“Los embriones llegan al cuerno uterino a los 5-6 dias de la ovulacion en
forma de blastocistos en eclosion o recién eclosionados (Del Campo et al.,
1995) 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
gestacion (Tibary, 2001). En este mismo estudio se comprobé que el
namero 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 observo que la mitad de
las gestaciones establecidas en el cuerno izquierdo estaban soportadas
por un cuerpo lateo localizado en el ovario derecho (Fernandez-Baca et
al., 1979). A pesar de que exista migracion del cuerno derecho al izquierdo,
la ausencia de un embrién en dicho cuerno podria contribuir a la regresion
del cuerpo luteo, especialmente si la migracion 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 gestacion. Si bien
no se conoce exactamente las razones de la migracion, una explicacion al
respecto estaria en la actividad luteolitica diferencial de ambos cuernos
uterinos al ser so6lo local en el cuerno derecho y local y sistémica en el
izquierdo (Fernandez-Baca et al.,, 1979) por lo cual, el embrion al
implantarse en el cuerno izquierdo contrarrestaria su accion luteolitica
(Fernandez Baca, 1993)”.
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“El proceso de implantacion es un estado de transicion en el progreso de
la gestacion, durante el cual, el blastocisto asume una posicion fija e inicia
una interrelacion fisiolégica con el Gtero. Para garantizar este proceso, en
camélidos es necesaria la presencia del cuerpo luteo (Sumar, 1988;
Ferndndez-Baca et al., 1979). La localizacién del embridn es en el cuerno
uterino izquierdo, siendo similar en el camello y dromedario (Skidmore et
al., 1996) Recientemente se ha descrito la anatomia macro y microscopica
de la placenta de la alpaca (Olivera et al., 2003), formando en los
camélidos un tipo de placentacion epiteliocorial de tipo difusa, tal como los
porcinos y equinos (Skidmore, 2005)”.

“La implantacién parece iniciarse en el dia 14 post -ovulacién comenzando
en el cuerno izquierdo, para posteriormente extenderse al derecho (Olivera
et al., 2003) y las interdigitaciones entre las células epiteliales del Gtero y
el trofoblasto embrionario se observan solamente en el cuerno uterino
izquierdo, en regiones préximas al embrion. Estas zonas han sido
descritas en dromedarios y permiten los primeros intercambios materno-
fetales y el reconocimiento maternal de la gestacién (Skidmore et al.,
1996)".

“Las interdigitaciones aumentan en profundidad y complejidad a medida
que la gestacion avanza, facilitando el intercambio gaseoso entre la madre
y el feto (Fowler and Olander, 1990; Olivera et al., 2003). Las zonas de
contacto entre el trofoblasto y el endometrio presentan una capa altamente
glicosilada que podria jugar un papel destacado en el proceso de adhesion
(Jones et al., 2000). Olivera et al. (2003) sefialan en las alpacas, que el
dia 15 el blastocisto se encuentra libre en el lumen uterino, observandose
los dias 22 y 26 de gestacion al trofoblasto con areas de contacto y
adhesion por complejos de interdigitacibn a la superficie uterina.
Posteriormente, al dia 30 el trofoblasto esta rodeado por tejido conectivo

extraembrionario, el cual al dia 45 se encuentra bien vascularizado,
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indicando la formacion placentaria. Estas graduales modificaciones en la
interface materno-embrionaria son caracteristicas de las fases de
aproximacion, contacto y adhesion del proceso de implantacion

embrionaria (Olivera et al., 2003)”.

Reconocimiento maternal de la prefiez

El reconocimiento de la prefiez en camélidos ocurre tempranamente entre
los 8 a10 dias después de la monta, frente a otros rumiantes como el ovino
y vacuno ocurre a los 12 y 16 dias respectivamente, esto debido a que en
el ovino a los 11 después del estro y 13 dias en vacas el blastocisto sufre
un crecimiento logaritmico. Mientras que en los camélidos la elongacion
del alantoides es después de la migracion y pronto se expande dentro el
cuerno izquierdo, cuerpo y cuerno derecho (Picha et al., 2013).

Coleccion y evaluacion de embriones

“La coleccion de embriones en camélidos sudamericanos se puede
realizar mediante técnicas de laparoscopia y por procedimientos no
quirargicos transcervical, en las modalidades de circuito cerrado y
aspiracion discontinua. La técnica no quirdrgica utilizada en camélidos
para la recuperacion de los embriones, es similar a la descrita en vacunos
(Huanca et al., 2004) gue consiste en hacer pasar un catéter tipo Foley de
humano a través de la cérvix hasta el Utero, luego se introduce el medio
PBS Dulbecco’s a 37°C, en cantidades de 20 a 30 mL por vez mediante
una jeringa que se conecta al extremo libre de la sonda. La suave
turbulencia producida por la entrada del liquido desprendera facilmente a
los embriones de los pliegues de la mucosa uterina, luego de un suave
masaje a los cuernos uterinos, el liquido es aspirado con la jeringa, ser
depositado en placas petri y llevados al laboratorio e incubarse. Esta
maniobra se repite varias veces hasta completar unos 300 a 400 mL
(Palomino, 2000). Una vez finalizado el lavado y teniendo el liquido



36

recuperado con los embriones ingresan a una incubadora de 37°C para
sedimentar durante 30 minutos, donde los embriones por su peso se
asientan en el fondo del recipiente; después se procede a la decantacion,
guedando en el fondo unos 50 a 100 mL de medio, luego vaciarlas en
placas petri con cuadricula en el fondo y observar en el microscopio
estereoscopico. La evaluacion y clasificacion se realiza lo mas
estrictamente posible para llegar a tener embriones transplantables
(Palomino, 2000)”.

Estos resultados en cuanto a porcentajes de recuperacion de embriones y
en relacion al numero de cuerpos lUteos presentes en el ovario fue de 4,8
+ 0,9 (66,1%) en llamas y de 1,6+0,3 (23,6 %) en alpacas (Huancay col.,
2006). Algunos autores han obtenido una tasa de recuperacion del 79 %
realizando la recogida de embriones en hembras no superovuladas (Taylor
et al., 2001).

“Existen altas variaciones en la respuesta a los tratamientos de induccion
de ovulaciones multiples, en la cantidad y calidad de los embriones
recuperados (Del Campo et al., 1995). La mayor parte de los embriones
recuperados se encuentran en fase de blastocisto eclosionado y su
diametro medio en llamas es de 527,1 £+168,0 um y en alpacas de
534+151, 4 um. El 35% de embriones recolectados en las llamas eran de
tamafo pequefo (<450 ym de diametro), el 40% de tamafo mediano (451
a 650 um) y un 24% de un tamafio grande (> 651 um) esta distribucién fue
similar en las alpacas (Del Campo et al.,, 2002). Las principales
caracteristicas que deben de evaluarse son: estado de desarrollo acorde
con la edad, tamafio normal (150 a 200 p), forma regular del embrion y del
contenido, integridad de la zona pelicida y compactacion de las
blastomeras, variacion del tamafo celular, color ambarino, picnosis,
vesiculacion, presencia de detritus o blastomeras excluidas de la masa

embrionaria. Los embriones transplantables recuperados en el dia 6
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deberan estar en el estadio de Morula, ocasionalmente pueden aparecer
un blastocisto, (Palomino, 2000). Hasta mediados de la década de los
noventa, para la evaluacion se utilizé principalmente una escala de 5
puntos, considerando a los embriones como excelentes, buenos,
regulares, malos o degenerados (Skidmore, 2004; Palomino, 2000).
Actualmente muchos autores consideran la escala propuesta por la
Sociedad Internacional de Transferencia de Embriones, que se agrupa

segun su calidad en 4 grados”.

Cuadro 1. Clasificacion de Embriones segun IETS (1998)

Grado de

Embriones Caracteristicas

Excelente: embrion ideal, esférico, simétrico, con células, color y rextura uniforme,
Gradol | El desarrollo embrionario comesponde al dia de la recoleccion. blastomeros
claramente visibles y zona pelicida intacta, no existen defectos visibles.

Buenos v regulares: Existen algunas mmperfecciones triviales, el embrién tiene muy

Grado II | pocos blastomeros desprendidos de la masa celular y/o posee una pequenia cantidad
de vesiculas. Su forma puede ser ligeramente irregular

Malos: el embrion posee defectos defimdos: detritos celulares, forma irregular, color
Grado III | muy oscuro o claro y/o ligero agritamiento de la zona pelucida. Pocas células
degeneradas, vesiculas y presencia de blastdmeros desprendidos

Grado Iv | Degenerados y Retardados: Embriones con amplia degeneracion celular y/o con un
estado de desarrollo seriamente retardado, sin presentar una masa principal viable

2.2.4. Llamas (Lama glama)

‘La llama (Lama glama) es el camélido domestico de mayor tamafio,
puede alcanzar una talla de 120 cm, y peso adulto de 100 a 120 kg (San
Martin y Bryant 1989; Mendoza 2013), y es el camélido domestico mejor
adaptado a la diversidad de condiciones medio ambientales del territorio
alto andino (Quina E. 2015). Es criada fundamentalmente para transporte
y abastecimiento de carne y esta crianza se encuentran localizado en el
medio ecoldgico alto andino situado entre 3600 y 5500 msnm, con
predominancia de pastos naturales de bajo valor nutritivo (Leyva 1991 y

Mendoza 2015)”. “En muchos lugares alejados de los Andes, carentes de
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vias de comunicacién, la llama sigue prestando valiosos servicios como
animal de carga. En la Tabla 1, podemos observar la dindmica poblacional
dentro de los dos ultimos censos nacionales segun el CENAGRO (INEI
1994 y 2012), muestra que la poblacién de Llamas tuvo una alarmante
disminucién de casi 26 %, pasando de 1°006,614 cabezas en el lll
CENAGRO del afo 1994 a 746,269 cabezas en el IV CENAGRO del afio
2012, habiendo descendido en 18 afios - entre ambos censos - en un 25.86
por ciento. (Quina, 2015)”.

“Durante ese tiempo estos animales estan siendo desplazados por otro
tipo de ganado; sin embargo, la Regién de Pasco incrementd su poblacion

con respecto al censo de 1994 (Mendoza, 2015)”.

Tabla 1: Poblacién Nacional de Llamas (en miles de cabezas) por regiones

Region III CENAGRO IV CENAGRO
1994 2012
Puno 359,786 237.669
Cuzco 178,040 121,898
Arequipa 96,963 102,536
Huancavelica e Ica 130,068 54.648
Ayacucho 57,003 43,961
Junin, Pasco y Huanuco 111,909 85,797
Apurimac 49 655 36,042
Moquegua - 26,493
Tacna - 21.602
Lima, Ancash, Cajamarca y
LaTibertad 23,190 14,681
Otros - 942
Total 1’006.614 746,269

Fuente: INEI — III CENAGRO (1994) Y IV CENAGRO (2012).

Peru es el pais con mayor poblaciéon de camélidos sudamericanos en el

mundo, teniendo el 89,9 de las alpacas y el 32,0 por ciento de las llamas,
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en tanto que Bolivia posee el 8,9 de las alpacas y el 63,8 por ciento de las
llamas (Mamani-Linares et al., 2014).

Existen dos razas, Chaku y K’ara, conocidas también con las
denominaciones Lanuda y Pelada, respectivamente. Se diferencian una
de otra por la magnitud de cobertura del cuerpo. Mientras que Chaku tiene
mayor cobertura de fibra, incluyendo las extremidades, K'ara tiene una
apariencia de mayor fortaleza corporal con poca cobertura de cuerpo y
extremidades (FAO, 2005). Existen tipos intermedios que pueden
confundirse con el Huarizo, producto del cruce de llama con alpaca, que
ocurre frecuentemente en sistemas de crianza mixta como es el caso de

la mayoria de pequefios productores (FAO, 2005).

2.2.5. Dinamica folicular en Camélidos Sudamericanos

“Se define como dinamica folicular al proceso de crecimiento y regresion de
foliculos antrales que conducen al desarrollo de un foliculo preovulatorio (Adams
et al.,, 1990; Bravo, 1990), la dinamica folicular de la alpaca y llama sigue el
patrén clasico de ondas descrito en la hembra bovino: Foliculos en crecimiento,
maduracion y regresion (Ferrer y col., 2002). En los camélidos sudamericanos
se observa el desarrollo de ondas foliculares ciclicas, relacionado con el
crecimiento, maduracion y atresia del foliculo dominante (Bravo y Sumar, 1989).
Las tres fases descritas son crecimiento, maduracion y regresion; en la fase de
maduracion o estatico el foliculo dominante inhibe el desarrollo de los foliculos
mas pequerfios (Bravo et al., 1990b), reportandose una relacion inversa entre el
diametro del foliculo dominante y el nimero de foliculos pequefios (Adams et
al., 1990). El foliculo dominante parece controlar su duracion (Adams, 2001),
puesto que si no hay ovulacion se atresia, reconociéndose un nuevo foliculo 2 a
3 dias después de la primera disminucion de tamafo del foliculo dominante
(Bravo et al., 1990b)”.
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“El desarrollo de la onda folicular en alpacas se da de manera alterna en ambos
ovarios, esto se comprueba con la presencia del foliculo dominante en ambos
ovarios en un 85% (Fernandez Baca, 1993) en donde uno de los ovarios
presenta foliculos de tamafio ovulatorio mientras que en el otro van creciendo
otros foliculos que rapidamente adquiriran el tamafio ovulatorio cuando en el
anterior se vuelven atrésicos (Bravo et al., 1990b; Fernandez Baca, 1993;
Brown, 2000), explicandose los largos periodos de aceptacion de la hembra
frente al macho. La receptividad se observa cuando el foliculo tiene diametros
= 6 mm (Bravo y Sumar, 1989). El crecimiento del foliculo dominante (26 mm)
esta relacionado con la regresion de los foliculos subordinados, estando la
inhibina relacionada con la inhibicién de los foliculos pequefios (Adams et al.,
1990; Bravo et al., 1990b). En caso de que la hembra no reciba el estimulo
ovulatorio continuaran desarrollandose ondas foliculares anovulatorias en
camélidos sudamericanos (Bravo et al., 1990b; Adams et al., 1990) y el foliculo
dominante se atresia y el nuevo foliculo dominante puede ser observado 2 a 3
dias después que se da el descenso de tamafio del foliculo dominante presente
inicialmente (Bravo et al., 1990b). Sin embargo, después de la copula, ovulacion
y de la formacion del cuerpo luteo se produce la emergencia de una nueva onda
folicular con presencia de un foliculo dominante que no llega a ovular y
posteriormente regresiona (Arainga et al.,, 2003). En el ovario de las llamas
pueden encontrarse en cualquier momento mas de un foliculo, pero s6lo uno
desarrolla el mayor tamafio (> 7 mm) y se vuelve dominante (Adams et al., 1990;
Bravo et al., 1990b)”.

Las ondas foliculares tienen una duracion en alpacas de 12 a 14 dias (Bravo,
2002), en llamas de entre 20 a 25 dias (Adams et al., 1990), 22.6 £ 2.5 (Chaves

et al., 2002) y en vicuias 7.25 + 0.46 dias en promedio (Miragaya et al., 2004).

Cuadro 2. Caracteristicas de las ondas foliculares en Camélidos Sudamericanos.
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. - Llama z
Caracteristica Alpaca Adams et al. 1990(1) Vicuna
observada (dias Bravo. 2002 FEg R PR A | Miragava et al.. 2004
o ¢ Chaves er al., 2002 (2) ol b
= = 20-25(1) 25N
Duracién 12-14(7a 19) 233 6525 (2) 7.25 £ 046
Fase de crecimiento 4-5 92+28(2) 303+£0.18
Fase estatica 4-5 52+14(2) 1.40 £ 0.21
Fase de regresion 34 8.2+22(2) 287+£0.28
209+ 1.6(1) I
Intervalo mteronda 2} 1% 4.22 +£0.29
1IB0+£1.0(2)

“El conocimiento de la funcién del ovario en alpacas y llamas nos permite
desarrollar técnicas reproductivas, es asi que las hembras tienen una ovulacion
inducida, donde la ovulacion ocurre 30 horas después de la copula cuando la
hembra posee un foliculo dominante de tamafio minimo de 6 mm (Adams et al.,
1989; Ciprian y Pérez, 2000). El cuerpo luteo se desarrolla 3 a 4 dias después
de la induccion de la ovulacién por la monta del macho, este cuerpo lateo
comienza secretar progesterona (Smith et al., 1994). Si no ocurre la concepcion,
las prostaglandinas son liberadas del Gtero e induce la regresion del cuerpo
liteo 10 a 12 dias después de la monta (Adams et al., 1989; Pérez, 1994)”".

Marco conceptual

En la actualidad, los CSA constituyen el Unico medio de utilizacién productiva
de las extensas areas de pastos naturales de las zonas alto andinas donde no
es posible la agricultura ni la crianza econdmica de otras especies de animales
domésticos. Los CSA convierten, con inusual eficiencia, los pastos naturales de
bajo calidad nutricional en productos de alta calidad como son la fibra y la carne,
ademas de los subproductos como las pieles que tienen mdltiples usos
industriales y artesanales. El estiércol es otro subproducto valioso que se usa
como combustible para la coccion de los alimentos y como fertilizante para los

cultivos. La llama, por otra parte, cumple una funcion muy importante como
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medio de transporte en los lugares carentes de una adecuada infraestructura
vial que, desafortunadamente, son muchos (Fernandez-Baca 2005).

El objetivo productivo de la crianza de las llamas no esta claramente definido,
pero se usaban extensivamente como animales de carga y solo se beneficiaban
a una edad avanzada (Leyva. 1989 e IVITA. 1990). En la actualidad, la llama
suministra productos importantes como fibra, carne, estiércol y aun se le utiliza

como medio de transporte (Guadalupe 1994).

En la actualidad, la explotacion de camélidos sudamericanos se realiza con
sistemas tradicionales manteniéndose los problemas de morbilidad, mortalidad
y baja eficiencia reproductiva (Cardenas et al., 1999); donde las tasas de
natalidad anual en la mayoria de explotaciones es del orden del 47% (CONACS,
2004), con indices de fertilidad (Apaza et al.,1998) y prefiez (Apaza et al., 2001)
inferiores a 65% y 60% respectivamente; con un reemplazo inadecuado para la
reproduccion, desconocimiento de la fisiologia reproductiva e inapropiado

empleo de reproductores en el apareamiento (Apaza y col, 1998).

Con el presente trabajo queremos demostrar que la utilizacion de técnicas
apropiadas de biotecnologia reproductiva en esta especie, son factibles puesto
gue esta especie se encuentra en decrecimiento en un 26%. El establecimiento
de protocolos para la obtencion de embriones es un primer paso para proseguir
con otras técnicas que aseguraran a futuro la preservacién de este recurso zoo
genético que es la llama. Todo ello permitira disponer de una herramienta eficaz
para la obtencion de un mayor numero de embriones viables a partir de las
hembras de mayor calidad genética y tras su transferencia al resto de la
poblacién de hembras, incrementar sensiblemente el nUumero de descendientes

obtenidos a partir de las mismas.

2.4. Marco filoso6fico
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La necesidad de profundizar en el conocimiento de la produccion de embriones
en llamas a través del uso adecuado de protocolos de super estimulacion
ovarica a través del uso de la variable independiente como eCG y la de
embriones como variable dependiente, surge de la necesidad que tiene el
investigador en conocer la implicancia de la manipulacion de determinadas
realidades que dan como consecuencia, cambios significativos en el entorno en
el cual se desenvuelve diariamente en el campo, dando origen al analisis de
determinadas posturas a favor o en contra que puedan dar prioridad a la
solucion de los problemas recurrentes, que tienen su origen en el planteamiento

del conocimiento empirico.

Sin embargo, con la utilizacion del método cientifico se busca dar respuestas a
las interrogantes con hechos probados que demuestren cuéles son los aspectos
mas importantes que se deben considerar, al proponer determinado
planteamiento. En este aspecto critico al que se afronta el investigador permite
gue éste pueda escoger las teorias necesarias que se aproximen a la realidad
observable que tendra como consecuencia un acercamiento a las teorias que
precisen aquello que se evidencia dentro de los planteamientos concretos que
sirvan de cimiento consistente a su planteamiento. Por lo antes planteado se
pretende desarrollar esta investigacion con el fin de preservar este recurso zoo

genético que afio tras afio su poblacion disminuye.

2.5. Formulacion de la hipétesis

Hipotesis general.

1. Las diferentes dosis de Gonadotropina Corionica equina (eCG) influyen en la
respuesta superovulatoria para la obtencion de embriones en Llamas (Lama

glama), Ayacucho.
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1. Las diferentes dosis de Gonadotropina Corionica equina (eCG) determinaran

el namero de embriones producidos en Llamas (Lama glama), Ayacucho.

2. Las diferentes dosis de Gonadotropina Corionica equina (eCG) determinaran

la calidad de embriones producidos en Llamas (Lama glama), Ayacucho.

3. Las diferentes dosis de Gonadotropina Corionica equina (eCG) determinaran

el numero de Foliculos Post Super estimulacion en Llamas (Lama glama),

Ayacucho.

2.6. ldentificacion de variables

Independientes:

e Gonadotropina Corionica equina (eCG)

Indicadores.
e Dosis de eCG (800 y 1000ui)

Dependientes:

e Embriones

Indicadores.
e NuUmero de embriones.
e Calidad de embriones

e Numero de foliculos post superovulacion

2.7. Definicion operativa de variables e indicadores

Variables Definicidn Operativa

Indicadores
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V. INDEPENDIENTES

e Gonadotropina

equina (eCG)

V.DEPENDIENTES

e Embriones

Corionica

Se refiere a la Hormona en uso que es de naturaleza
glucoproteica con subunidades alfa y beta similar a las de
la LH y FSH, pero con un mayor contenido de
carbohidratos, especialmente el acido sidlico que parece
ser el responsable de una vida larga; por lo tanto, una sola
inyeccion de eCG, tiene efectos bioldgicos en la glandula
blanco por mas de una semana.

Son seres vivos en las primeras etapas de su desarrollo,
desde la fecundacion, hasta que el organismo adquiere las
caracteristicas morfoldgicas de la especie.

Dosis de eCG (800 y 1000ui)
NUmero de embriones.
Calidad de embriones
Numero de foliculos post

superovulacion

Fuente. Elaboracion propia




3.1.

3.2.

46

CAPITULO Il
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

Tipo de investigacion

La presente investigacion es aplicada por cuanto tiene como finalidad que los
conocimientos adquiridos serviran para aplicarlos en el dmbito donde se
realizan y esta informacion generada se irdan agregando a la informacion
previa que se tiene sobre la produccion de embriones en llamas. Cuantitativa
por cuanto para probar la hipétesis, el registro de datos provendra del nimero
de embriones obtenidos post super ovulacién y colecciéon de embriones, y
gue seran analizadas estadisticamente para establecer la correlacion entre
las dos dosis de eCG, lo que permitira generar nuevos conocimientos a
través de la causa efecto. Experimental. Se tiene previsto que los datos se
obtendran de un experimento y mediante el uso del método cientifico. Para
la instalacion del experimento se han planificado previamente las distintas
etapas inherentes a una investigacion como es: formulacién del problema,
objetivos, hipotesis, etc.). se tiene relativa informacién tedrica y de
antecedentes que permitiran enriquecer la discusion. Se han disefiado
cuidadosamente las caracteristicas del experimento de campo, asi como las

planillas y cuadros para la recoleccion de datos.

Nivel de investigacion
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Explicativa. Tiene como objeto explicar la influencia de la Gonadotropina
Corionica equina (eCG) sobre la produccion de embriones, a través de la

observacion como método descriptivo.

Correlacional porque en el estudio se establecera con precision el grado de
relacion que existe entre las variables dependientes e independientes
durante la investigacion. Su utilidad radica como se puede comprobar una
variable, conociendo el comportamiento de otra variable relacionada. Tiene
en cierto sentido un valor explicativo. Explicativa porque a través del
experimento se busca explicar por qué y en qué condiciones se da la
diferenciacion de las dosis de eCG sobre la produccion d embriones en

llamas. Entonces existe predominio de explicacion, descripcion y correlacion.

Métodos de investigacion

Analitico, comparativo. La palabra “método” se compone del griego que
significa literalmente “camino hacia algo” (Rosental y Ludin, 1979, p. 313). O
el modo de hacer, basado en un conjunto de pasos ordenados,
sistematizados y secuenciales para abordar la busqueda del saber. Ahora
bien, el método analitico es un camino para llegar a un resultado mediante la
descomposicion de un fenbmeno en sus elementos constitutivos, con el
propésito de conocer o comprender la realidad. Comparativo Método
Comparativo, procedimiento de la comparacion sistematica de casos de
analisis que en su mayoria se aplica con fines de generalizacién empirica y
de la verificacion de hipotesis, mientras que el analisis requiere un esfuerzo

sostenido para el proposito de comprender la realidad.

Disefio de investigacion
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Se utilizé un Disefio Completo al Azar (DCA), con 2 tratamientos (Dosis
de eCG) y 3 repeticiones tres superovulaciones). El modelo aditivo lineal

del disefio experimental es el siguiente:

Yij = g + Ti + €ij
Yij = Variable respuesta de la ij-esima unidad experimental
u = Efecto de la media general
ti = Efecto del i-esimo tratamiento
€ij = Efecto del error experimental asociado a la i-esima unidad

experimental

3.4.1. Caracteristicas del experimento

Las caracteristicas son:

o Tratamientos: 2
o Repeticiones: 3
o Unidades Experimentales: 8

Tratamientos

. T1 = Dosis de 800ui de eCG
. T2 = Dosis de 1000ui de eCG

3.4.2. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico del presente trabajo de investigacion, se realizd

mediante analisis de variancia y prueba de t y chi cuadrado.

3.4.3. Procedimientos de conduccién de la investigacion.
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a) Lugar de estudio. “La investigacion se llevd a cabo en el Centro
Experimental Pampa del arco de la Escuela Profesional de Medicina
Veterinaria — Facultad de Ciencias Agrarias de la U.N.S.C.H., ubicada
en la Ciudad Universitaria, cuyas Coordenadas geograficas son: 13°
08’ Latitud Sur. 74° 13" Longitud Oeste. 2772 metros sobre el nivel del
mar”. El presente trabajo de investigacion tuvo una duracién de seis

meses.

b) Animales. “Se seleccionaron 8 Llamas hembras adultas mayores a 4
afios de edad, con un peso promedio de 80 Kg, que tuvieron como
antecedente un parto en los ultimos afios, estas fueron divididas al
azar en 2 grupos, con un manejo y alimentacion en base a forraje y

concentrado”.

c) Métodos.
Super estimulacion Ovérica
Las llamas fueron seleccionadas, previa evaluacién gineco obstétrica
y teniendo en consideracion la condicion corporal y ultimo parto y
fueron sometidas a la prueba de fertilidad, en la cual se observ la

aceptacion a la presencia del macho.

Cuadro 3. Protocolo de superestimulacion de ovarios y coleccion de embriones en

llamas-2020
DONADORA
Enero Dia ACTIVIDAD DOSIS
2 0 Ecografia+ GnRH 1.00 ml.

3 1
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11

12

13

14

15

16

17

10

11

12

13

14

15

Ecografia

ECG

PG

Monta + GnRH

Lavado + PG.
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1000 Ul

1.00 ml.

1.00 ml.

1.00 ml

GnRH: Hormona liberadora de las gonadotropinas 1.00 ml.
eCG : Gonatropina corionica equina 1000 Ul.
PG : Prostaglandina 1.00 ml.

Coleccion de embriones.

“Para realizar la coleccion de embriones se sujeto a la donadora sobre

una mesa con fijadores, y se aplicé tranquilizantes (Acepromazina) y

anestesia epidural (Lidocaina), luego se procedio a la evacuacion del

contenido fecal e higienizacién de la zona vulvar (con agua y jabén

carbdlico, torundas de algodon y papel toalla desechable)”.
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b. “La recoleccion de embriones se realizo introduciendo por via vaginal
una sonda de Foley de 2 vias 18 Fr, guiada por un embolo de un

aplicador de cassou dirigiendo este hacia el cuerno uterino”.

c. “La sonda de Foley en la luz del cuerno uterino fue fijada por la
insuflacién del globo con aire (10-20ml), para la obstruccién del
mismo, comprobandose con movimientos hacia la parte anterior y

posterior de la sonda Foley con el aplicador”.

d. “El lavado de los cuernos uterinos se realizo utilizando una solucion
de Buffer fosfato salino-PBS con volumenes de 250 mL y con dos
repeticiones, usando aproximadamente 500 mL de volumen total, este
medio fue introducido medio de la sonda Foley conectada a la tuberia
en Y hasta presentar turgencia a la palpacion rectal, luego de procedio

a cerrar la tuberia en Y para evitar reflujo”.

e. Seguidamente se realizo leves masajes en el cuerno uterino, seguido

de la liberacion del medio de lavado.

f. “Después del lavado el contenido se dej6 por 10 minutos para que se
diera la sedimentacion, el sobrenadante fue sifonado hasta dejar de
20 a 30 mL en el fondo del filtro, esta cantidad se vertié a una placa
Petri”.

i. La evaluacién de los embriones se realizdé con un estereomicroscopio

considerando la escala propuesto por la Sociedad Internacional de

Transferencia de Embriones (Stringfellow y Seidel, 1998).

3.5. Poblacion muestra y muestreo
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La poblacién fue representada por llamas donadoras de embriones. El
tamario de muestra para el experimento fue de 8 hembras donadoras de
embriones, donde cada una de estas fue superovulada en 2

oportunidades.

3.6. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.1.

La toma de datos de la actividad ovarica de las llamas donadoras de
embriones fue a través de un ecografo portatil (Ecografo Tringa Linear
Vet. Esaote) donde se tomoé las medidas de los foliculos expresada en
mm, se inicio con el protocolo de super ovulacion de aquellas llamas que
tuvieron foliculos mayores 0.7mm vy la calidad de embriones fue evaluada

con la ayuda de un estereomicroscopio.
Técnicas de procesamiento y analisis de datos
El analisis estadistico se realiz6 en planillas de Excel, asi como a través

de la aplicacion del programa estadistico SAS (Sistema de Andlisis

Estadistico) version 9.2.

3.7. Descripcion de la prueba de hipotesis

La prueba de hipétesis se realizd para la variable dependiente
embriones, de acuerdo a los factores de estudio como el nimero de
embriones, calidad de embriones y numero de foliculos post super
ovulacion. La metodologia de la prueba de hipétesis fue de acuerdo al
analisis de variancia del disefio experimental completo al azar, con las

pruebas de ty prueba de chi cuadrado.
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Las hipotesis fueron sometidas a un nivel de significancia del 5%. El
procesamiento estadistico de los datos se realizé empleando el programa

estadistico SAS (Sistema de Analisis Estadistico) version 9.2.
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CAPITULO IV
PRESENTACION DE RESULTADOS

4.1. PRESENTACION E INTERPRETACION DE DATOS

4.1.1. Respuesta ovarica en relacion al numero de foliculos de Llamas
sometidas al tratamiento super ovulatorio de dos dosis de eCG.

Tabla 2. Respuesta ovarica en llamas a la super estimulacién ovarica con
Gonadotropina Coriénica Equina (eCG) a dosis de 800Ul y 1000UI.

T1 dosis de T2 dosis de
800Ul 1000UlI
Diametro folicular pre 8.3mm 9.1mm
estimulacién ovarica
Numero de Foliculos 6.33 5.50
preovulatorios
Didmetro de foliculos pre- 11.2mm 10.6mm

ovulatorios
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En la tabla 2, se presenta el diametro folicular de llamas donadoras de
embriones pre estimulacion ovéarica donde se tiene como promedio 8.3mmy
9.1mm para el T1 y T2 respectivamente, no existiendo diferencia significativa
(P=<0.05), los resultados obtenidos en el presente estudio se encontraron
dentro del tamafio 6ptimo para dar inicio al proceso de super ovulacion.

El nimero de foliculos pre-ovulatorios fue de 6.33 y 5.50 para el T1y el T2
respectivamente, no existiendo diferencia significativa (P<0.05).

El didmetro de foliculos pre-ovulatorios fue de 11.2mm y 10.6mm para los T1

y T2 respectivamente, no existiendo diferencia significativa (P < 0.05).

4.1.2. Numero de cuerpos luteos en Llamas sometidas al tratamiento

super ovulatorio de dos dosis de eCG.

Tabla 3. Numero de cuerpos Iuteos en llamas sometidas a la super
estimulacién ovéarica con Gonadotropina Coridnica Equina (eCG) a dosis de
800Ul y 1000UlI.

T1 dosis de 800UI T2 dosis de 1000UlI

Promedio +/- DS 5.52+/-0.81 4.07+/-0.54

La tabla 3, muestra el nUmero de cuerpos lateos en llamas que fueron
sometidas a diferentes tratamientos de dosis de Gonadotrofina Corionica
Equina (eCG), obteniendo como promedio de 5.52+/-0.81 y 4.07+/-0.54

cueros luteos para el T1y T2 respectivamente.

4.1.3. Nimero de embriones recuperados de Llamas donadoras de

embriones.

Tabla 4. Numero de embriones recuperados en llamas sometidas a la super
estimulacién ovarica con Gonadotropina Corionica Equina (eCG) a dosis de
800Ul y 1000UL.
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T1 dosis de 800Ul T2 dosis de 1000UlI
Promedio +/- DS 4.66 £ 0.81 3.50 £ 0.54
Min-Max(Embriones) 4-6 3-4
Total de embriones 28 (57.14%) 21 (42.85%)

La tabla 3. muestra el nimero de embriones recuperados de llamas
donadoras de embriones, que fueron sometidas a dos dosis de
gonadotropina coriénica equina (eCG), 800 Ul y 1000 Ul, existiendo

diferencia significativa (P<0.05).

4.1.4. Calidad de embriones recuperados de Llamas donadoras de

embriones.

Tabla 5. Calidad de embriones recuperados de Llamas donadoras de
embriones sometidas a la super estimulacion ovarica con Gonadotropina
Corionica Equina (eCG) a dosis de 800Ul y 1000Ul.

Calidad embrionaria Total
Excelente Buena Regular Mala Intransferible
Tl 10(35.7%) 8 (28.6%) 3 3 4 (14.3%) 28 (100%)
(10.7%)  (10.7%)
T2  8(38.1%) 7(33.3%) 2(9.5%) 0 (0.0%) 4 (19.0%) 21 (100%)
Tota 18 (36.7%) 15 5 3 (6.1%) 8 (16.3%) 49 (100%)

(30.6%)  (10.2%)

La tabla 5. Muestra la calidad de los embriones obtenidos expresada en
categorias de excelente 35.7% y 38.1%, buena 28.6% y 33.3%, regular
10.7% y 9.5%. mala 10.7% y 0.0% y finalmente intransferible 14.3% y 19.0%
para los tratamientos 1 y 2 respectivamente. Estos resultados obtenidos se

expresan en porcentaje dentro de cada uno de los tratamientos.
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DISCUSION DE RESULTADOS

“La induccion a la superovulacion con la transferencia de embriones, podria
incrementar el numero de descendientes obtenidos a partir de las hembras
genéticamente superiores, facilitando la difusion de sus genes en el conjunto
de la poblacion. Sin embargo, la adaptacion de las tecnologias reproductivas
desarrolladas en otras especies a las llamas, 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”. Al realizar la aplicacion de los tratamientos de
superestimulacion ovérica en las llamas donadoras, se pudo obtener una
respuesta favorable en todos los animales del T1 (800UIl) y T2 (1000Ul),
observandose el desarrollo de una nueva onda folicular con foliculos > de 8

mm.

4.2.1. Diametro folicular pre estimulacién ovérica

“Los camélidos sudamericanos son especies de ovulacién inducida por la
copula, y el desarrollo de un cuerpo liteo después de una coépula infértil o
durante la gestacion deprime la dinamica folicular ovarica pero no la inhibe”.
La dindmica folicular previa a la estimulacién ovérica, observada por medio
de la ecografia dos dias previos al inicio del tratamiento superovulatorio fue
similar al reportado por otros autores (Adams et al., 1990; Bravo et al., 1990),
el cual permiti6 determinar el didmetro de los foliculos en la fase de
desarrollo. Por lo tanto, en el presente estudio los diametros foliculares en los
T1 (800UIl) y T2 (1000Ul) en el presente estudio, estuvieron de acuerdo a lo
descrito por (Adams et al., 1990, Ratto et al.,2003). Asi mismo (Riveros, et
al., 2010) reporta un diametro folicular en guanacos de 1.0mm, siendo este
ligeramente superior al encontrado en el presente estudio, ello se deberia al

factor especie y al sistema de crianza de estos, asi mismo se debe tener en



58

consideracion que existe una alternancia entre ovarios entre un 93% en
guanacos y en llamas de un 65% o 81% de las olas) (Bravo et al., 1990;
Chaves et al., 2002).

4.2.2. Numero y diametro de foliculos pre-ovulatorios

Los foliculos pre ovulatorios desarrollados a dosis de 800Ul y 1000Ul fueron
superiores a los reportados por (Pacheco, et al.,2020), “en llamas tratadas
con 500 y 700Ul de eCG donde obtuvieron 3.7 y 4.9 foliculos en promedio
respectivamente, asi mismo es superior al reportado por (Bravo et al. 1995)”,
guienes mencionan 4.7 foliculos en alpacas tratadas con 500 Ul de eCG; los
resultados obtenidos podrian deberse a las condiciones de manejo de las
receptoras puesto que estas tuvieron un régimen de alimentacion optimo, asi
mismo el factor individual de cada una de las donadoras y la dosis
suministrada de eCG. (Trasorras et al., 2009) “mencionan que solo tuvieron
respuesta superovulatoria del 17% cuando utilizaron 500 Ul de eGC, siendo
la dosis 6ptima de 1000 UI”. Esta respuesta altamente variable podria
deberse a que en dicho estudio se utilizaron animales con mayor peso (120
kg), citado por (Pacheco, et al.,2020), ello indicaria que se requiere validar el
efecto de la dosis de acuerdo al peso vivo. Ademas, hay que considerar que
en el estudio de (Trasorras et al., 2009) se hizo con animales en estabulacion
y a nivel del mar. Del mismo modo (Trasorras et al., 2017), manifiesta que los
tratamientos con 1.000 o 1.500 Ul de eCG son eficaces para inducir el
crecimiento de multiples foliculos, pero un mayor nimero de los foliculos se
obtienen con 1.500 Ul (Carretero et al., 2010), lo cual se corrobora con el

presente estudio.

La aplicacion de dosis elevadas de eCG puede ser beneficioso para llevar a
cabo una aspiracion folicular para obtener COCs, pero cuando el objetivo es

obtener embriones a través del lavado uterino, podria ser perjudicial debido
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a el desplazamiento de la bolsa ovarica debido al gran tamafio del ovario
superestimulado (Trasorras et al., 2017). En vicuiias, la administracion de
una dosis de 750 Ul de eCG produjeron una potente estimulacion del
crecimiento del foliculo, obteniendo un promedio de 16,5 foliculos por hembra
(Aba et al., 2005), este reporte nos confirma que el factor especie influye

considerablemente en el niUmero de foliculos.

Las hembras donadoras de embriones sometidas al tratamiento
superovulatorio de eCG tuvieron diametros de foliculos pre-ovulatorios de
11.2mm y 10.6mm para los T1 y T2 respectivamente, estos resultados se
encuentran dentro de los rangos reportados por (Huanca, 2008) quien reporta
diametros de foliculos comprendidos entre 7 y 13 mm, y corroboran que el
procedimiento utilizado parece ser bastante adecuado para conseguir la
superovulacién, asi mismo este resultado podria estar influenciado, por la
alta variabilidad de la concentracion de la hormona eCG en los preparados
comerciales (Herrera et al., 2016).

4.2.3. Numero de cuerpos luteos

“La ovulacién y el desarrollo del CL ocurre solamente como respuesta a la
copula o estimulo hormonal sobre foliculos maduros. En general, los
estimulos hormonales presentan una eficiencia entre 80-100% en la tasa de
ovulacién, siempre y cuando el foliculo preovulatorio se encuentre en fase de

crecimiento o maduracion con un diametro 26 mm (Bravo et al., 1991)”.

El ndmero de cuerpos luteos encontrados en el presente estudio resulto
inferior a lo reportado por, (Ratto et al., 2006) quienes reportan un nimero de
cuerpos luteos de 7.7+0.8 en llamas utilizando una combinacién hormonal de
LH y eCG, (Velasquez y Novoa. 1999), quienes evaluaron la respuesta
ovulatoria en la fase folicular (1000 Ul eCG mas 1000 Ul hCG) y fase luteal
inducida (dispositivo CIDR como progesterona exégena, 1000 Ul eCG mas
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1000 Ul de hCG) y reportan 8.20+2.58 y 17.80+8.34 cuerpos luteos
desarrollados en alpacas respectivamente, esto se deberia a las diferentes
hormonas utilizadas en los protocolos, como el uso de 1000 Ul de hCG que
influyo notoriamente y tuvo una mejor respuesta en la induccion de la
ovulacion, asi mismo el efecto de la especie es otro factor que influiria, Por
lo tanto, el foliculo dominante con un didmetro >7 mm, tendria la capacidad
de ovular y desarrollar un cuerpo luteo normal; En cambio, la induccién de
foliculos en regresion induce la formacion de un CL de menor duracion o

estructuras luteinizadas (Bravo et al., 1991).

“Asi mismo (Bravo et al., 2004) reporta una respuesta ovarica de 3 a 7
cuerpos luteos, (Correa et al., 1997), Reporta un total de 1.5+0.5 cuerpos
lateos luego de inducir la ovulacion con 750 Ul de hCG en llamas que fueron
estimulados con 500 Ul de eCG; ambos resultados son inferiores a los
obtenidos probablemente a la mayor dosis de eCG y GnRH utilizada para la
induccion de la ovulacion. La respuesta a la GnRH, esta condicionada por los
niveles enddgenos de estrégenos y el grado de desarrollo del foliculo
dominante. Algunos autores son capaces de inducir la ovulacién con 750 ug
de GnRH (Correa et al., 1997), mientras que otros indican que son necesarios
1000 ug (Bravo y col., 1992). Para que se produzca la ovulacion en las llamas
sometidas a la super estimulacion ovarica, el foliculo dominante tuvo un

diametro superior a los 7 mm”.

4.2.4. Nomero de embriones recuperados

El promedio de embriones recuperados de las llamas donadoras fue de 4.6 y
3.50 para el T1 (800UIl) yT2(1000UIl) respectivamente, este resultado
obtenido es muy préximo a lo reportado por (Ratto et al., 2006), quien reporta
en promedio 4.9+0.7 de embriones transferibles. (Pacheco et al., 2020),

reporta el promedio de embriones colectados en llamas donadoras fue de 1.6
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y 2.6 para los grupos | (500Ul) y II (700Ul), este resultado es inferior a lo
encontrado en el presente estudio, ello se deberia a la dosis de eCG utilizada,
tal como sefala (Trasorras et al., 2017), que a mayor dosis se tiene mejor

respuesta.

Por otra parte, (Trasorras et al., 2017), reporta haber obtenido 3,04 + 0,11
embriones al someter a las donadoras a dosis de 1000Ul de Ecg, al respecto
la cantidad de embriones recuperados en nuestro estudio fueron superiores
a lo obtenido por (Trasorras et al., 2017), con 1.6 £ 0.3 embriones con 4.6 y
3.50 para el T1 (800UIl) yT2(1000UIl) respectivamente, al respecto, del
numero de embriones recuperados estos dependen del momento en que se
realiza la coleccion, puesto que estos descienden hacia el Utero con el

transcurrir de los dias (Sumar y Picha, 2014).

En alpacas las tasas de recoleccion de embriones del Utero son éptimas
desde el dia 7,5 después del apareamiento o inseminacion artificial, pero son

bajas al dia 6 e inconsistentes entre los dias 6.5y 7. (Sumar, 2013).

“El porcentaje de recuperacion de embriones en camélidos esta condicionado
por diversos factores entre los que se ha destacado por su importancia la
imposibilidad de la fimbria oviductal para captar todos los ovocitos liberados,
el dia en el que se efectla la recogida (Taylor et al., 2001; Novoa et al., 1999)
y el procedimiento utilizado para el lavado del utero (Bourke et al., 1995, Ratto
et al., 1999; Huanca et al., 2006)”.

4.2.5. Calidad de embriones recuperados

La mayor parte de la informacion reportada en super ovulacion en camélidos
sudamericanos, tan solo consideran el efecto de la situacion ovarica en el

momento de la coleccion sobre la produccion de embriones (Aller et al.,
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2002b; Ratto et al., 1997). Al respecto la calidad de embriones obtenida en
el presente trabajo se clasifico de acuerdo a (Stringfellow and Seidel, 1998),
obteniendo embriones en categoria de excelente 36.7%, buena 30.6%,
regular 10.2%, mala 6.1% y instranferible 16.3%, los resultados obtenidos
son inferiores respecto a la calidad embrionaria (Evangelista et al., 2009),
reporto 74,03 % fueron grado 1, el 14,29 % de grado 2, el 6,49 % de grado
3, el 5,19 % de grado 4 y ningun embrién de grado 5. Esta diferencia es
atribuida a las diferentes hormonas utilizadas en la super estimulacion
(LH+eCG; LH+eCG+P4), asi mismo esta variacion de la calidad embrionaria
estaria influenciada por las donadoras superovuladas, debido probablemente
a los cambios hormonales y estructurales en los fluidos foliculares y oocitos
respectivamente, durante el periodo preovulatorio y que podria afectar la

fertilizacion y desarrollo embrionario temprano” (Callensen et al., 1986).

(Huanca. 2008), “al evaluar la calidad de embriones recuperados utilizando
FSH obtuvo un mayor numero de embriones catalogados como excelentes,
mientras que el empleo de eCG permiti6 obtener un mayor niamero de
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 et al., 1978; Monniaux et al., 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 reduccién en los porcentajes de ovulacion y fecundacion
(Callesen et al., 1986)”.

4.3. Proceso de prueba de hipotesis
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4.3.2. Niamero de embriones recuperados

Variable: NUmero de embriones recuperados

Factor: Tratamiento (dosis de eCG).

Planteamiento de la hipotesis:

Hipotesis nula: El nimero de embriones recuperados con dosis de 800 Ul de eCG

es igual al utilizar la dosis de 1000 Ul de eCG.

Hipotesis alterna: El nUmero de embriones recuperados con dosis de 800 Ul de
eCG es diferente al utilizar la dosis de 1000 Ul de eCG.

Prueba estadistica y de significacion: Se utiliz6 la prueba de t-student con un
nivel de significancia del 5% («=0.05).
Si el valor de t calculada es mayor al valor de la t tabulada con (~=0.05) con 10

grados de libertad: Se rechaza la hipétesis nula y se acepta la hipotesis alterna.

Si el valor de t calculada es menor al valor de la t tabulada con (~=0.05) con 10

grados de libertad: Se acepta la hipétesis nula y se rechaza la hipétesis alterna.

Decision: Como t calculada: 2.91 es mayor a la t tabulada: 1.8125, se rechaza la

hipétesis nula y se acepta la hipétesis alterna.

Conclusion: El numero de embriones recuperados con dosis de 800 Ul de eCG es
mayor en comparacion a la dosis de 1000 Ul de eCG (p<0.05).

4.3.3. Numero de foliculos en ovarios superestimulados

Variable: NUumero de foliculos
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Factor: Tratamiento (dosis de eCG).
Planteamiento de la hipotesis:

Hipotesis nula: EI nUmero de foliculos superestimulados con dosis de 800 Ul de
eCG es igual a la dosis de 1000 Ul de eCG.

Hipotesis alterna: EI nimero foliculos superestimulados con dosis de 800 Ul de
eCG es diferente a la dosis de 1000 Ul de eCG.

Prueba estadistica y de significacion: Se utilizé la prueba de t-student con un

nivel de significancia del 5% (~=0.05).

Si el valor de t calculada es mayor a la t tabulada con (~=0.05) con 10 grados de
libertad: se rechaza la hipétesis nula y se acepta la hipétesis alterna.

Si el valor de t calculada es menor a la t tabulada con «~=0.05 con 10 grados de

libertad: se acepta la hipétesis nula y se rechaza la hip6tesis alterna.

Decision: Como t calculada: 1.39 es menor a la t tabulada: 1.8125, se acepta la

hipétesis nula y se rechaza la hipétesis alterna.
Conclusion: El numero de foliculos superestimulados obtenidos en los ovarios de

las llamas donadoras al aplicar dosis de 800 Ul de eCG es similar a la dosis de
1000 Ul de eCG (p=0.05)

4.3.4. Numero de cuerpos luteos por ovario

Variable: Numero de cuerpos luteos

Factor: Tratamiento (dosis de eCG)
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Planteamiento de la hipotesis:

Hipotesis nula: El nimero de cuerpos luteos obtenidos en los ovarios de llama al

aplicar la dosis de 800 Ul de eCG es igual al aplicar la dosis de 1000 Ul de eCG.

Hipotesis alterna: El nUmero cuerpos lateos obtenidos en los ovarios de llama al
aplicar la dosis de 800 Ul de eCG es diferente al aplicar la dosis de 1000 Ul de eCG.

Prueba estadistica y de significacion: Se utilizo la prueba de F con un nivel de
significancia del 5% («~=0.05).

Si el valor de F calculada es mayor al valor de F tabulada con «»=0.05 con 1y 20

grados de libertad: se rechaza la hipétesis nula y se acepta la hipétesis alterna.

Si el valor de F calculada es menor al valor de F tabulada con «©=0.05 con 1y 20
grados de libertad: se acepta la hipétesis nula y se rechaza la hipotesis alterna.
Decision: Como el valor de F calculada: 0.14 y es menor al valor de F tabulada:
4.35, se acepta la hipotesis nula y se rechaza la hipétesis alterna.

Conclusion: El numero de cuerpos luteos observados en los ovarios de llama al
aplicar la dosis de 800 Ul de eCG es similar al aplicar la dosis de 1000 Ul de eCG
(p=0.05).

Variable: Numero de cuerpos liteos

Factor: Lado de ovario

Planteamiento de la hipétesis:

Hipotesis nula: El nUmero de cuerpos lUteos obtenidos en el ovario izquierdo es

igual al nimero de cuerpos luteos obtenidos del ovario derecho.
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Hipdtesis alterna: EI nimero cuerpos luteos obtenidos en el ovario izquierdo es

diferente al nUmero de cuerpos luteos obtenidos del ovario derecho.

Prueba estadistica y de significacion: Se utilizé la prueba de F con un nivel de
significancia del 5% («=0.05).

Si el valor de F calculada es mayor al valor de F tabulada con «=0.05 con 1y 20

grados de libertad: se rechaza la hipétesis nula y se acepta la hipétesis alterna.

Si el valor de F calculada es menor al valor de F tabulada con «©=0.05 con 1y 20

grados de libertad: se acepta la hipétesis nula y se rechaza la hipotesis alterna.

Decisién: Como el valor de F calculada: 20.28 es mayor al valor de F tabulada: 4.35,

se rechaza la hipoétesis nula y se acepta la hipétesis alterna.

Conclusion: El numero de cuerpos luteos obtenidos en el ovario izquierdo es mayor

al numero de cuerpos lateos del ovario derecho (p<0.05).

4.3.5. Calidad de embriones

Variable: Calidad de embriones

Planteamiento de la hipotesis:

Hipotesis nula: No existe asociacion entre la dosis aplicada de eCG y la calidad de

los embriones.

Hipotesis alterna: Existe asociacion entre la dosis aplicada de eCG y la calidad de

los embriones.
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Prueba estadistica y de significacién: Se utilizé la prueba de Chi-cuadrada con

un nivel de significancia del 5% (~=0.05).

Si el valor de Chi-calculada es mayoral valor de Chi-tabulada con «=0.05 con 4
grados de libertad: se rechaza la hipétesis nula y se acepta la hipétesis alterna.

Si el valor de Chi-calculada es menor al valor de Chi-tabulada con «=0.05 con 4

grados de libertad: se acepta la hipétesis nula y se rechaza la hipétesis alterna.

Decisién: Como el valor de Chi-calculada: 2.541 es menor al valor de Chi-tabulada:

9.49, se acepta la hipétesis nula y se rechaza la hipétesis alterna.

Conclusion: No existe asociacion entre la dosis aplicada de eCG y la calidad de los

embriones de llama (p=0.05).
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CONCLUSIONES

Bajo las condiciones en que se realiz6 el presente estudio se concluye que:

1. La superovulacion en Llamas mediante la administracion de Gonadotrofina
Corionica Equina (eCG) a dosis de 800 Ul y 1000Ul, es una alternativa ideal
para realizar la super ovulacion en Llamas, y permite obtener embriones en

namero y calidad.

2. El uso de dosis de 800 Ul y 1000 Ul de Gonadotrofina Corionica Equina
(eCG) no influye en el numero de foliculos post super estimulacion ovarica,

por lo que el efecto de ambas dosis es similar.

3. La dosis de 800 Ul de Gonadotrofina Corionica Equina (eCG) es una mejor
opcién para la obtencién de embriones en llamas, respecto a la dosis de
1000Ul.

4. La utilizacion de las dosis de 800 Ul y 1000 Ul de Gonadotrofina Coridnica
Equina (eCG) no influyen en la calidad de embriones.
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RECOMENDACIONES

Proseguir estudios sobre la evaluacion de dosis de Gonadotrofina Coriénica
Equina (eCG) con la adicibn de otras hormonas en la produccion de
embriones frescos en Llamas, la cual beneficiara a los criadores de llamas y
nos permitird ampliar nuestros conocimientos.

Realizar la evaluacion econdmica de todo el proceso para la obtencion de
embriones frescos en Llamas.

Realizar la congelacion y vitrificacion de embriones obtenidos en respuesta
a las dosis de Gonadotrofina Coriénica Equina (eCG) y la transferencia de
estos en llamas en su habitad.

Generar un banco de germoplasma de embriones producidos a través de la
super estimulacion ovarica en llamas con el apoyo de instituciones publicas
y privadas.
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ANEXO N° 01. MATRIZ DE CONSISTENCIA

Titulo. Respuesta superovulatoria de dos dosis de eCG para la obtencion de embriones en llamas, Ayacucho - 2020.

PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES E INDICADORES METODOLOGIA
GENERAL GENERAL GENERAL. INDEPENDIENTE UBICACION
Coordenadas Geograficas
o ;Existe diferencias de la dosis de | e Evaluar la respuesta | e Las diferentes dosis de e Gonadotropina Corionica | 13208'L.S.
eCG en la respuesta superovulatoria | superovulatoria de dos dosis de | Gonadotropina Corionica equina equina (eCG) 742 13’'long W
para la obtencion de embriones en eCG para la obtencién de (eCG) influyen en la respuesta Indicadores. 2772 msnm

Llamas (Lama glama), Ayacucho?

ESPECIFICOS

e ¢Influird la dosis de Gonadotropina
Corionica equina (eCG) sobre el
numero de embriones producidos

en Llamas (Lama glama),
Ayacucho?
o ¢Influird la  de dosis de

Gonadotropina Corionica equina
(eCG) sobre la calidad de embriones

producidos en Llamas (Lama
glama), Ayacucho?
o ¢Influirdn las de dosis de

Gonadotropina Corionica equina
(eCG) sobre el nimero de Foliculos
Post Super estimulacién en Llamas
(Lama glama), Ayacucho?

embriones en Llamas

glama), Ayacucho.

(Lama

ESPECIFICOS

e Determinar la influencia de las dosis
de Gonadotropina Corionica equina
(eCG) sobre el namero de
embriones en Llamas (Lama
glama), Ayacucho.

o Determinar la influencia de las dosis
de Gonadotropina Corionica equina
(eCG) sobre la calidad de embriones
en Llamas (Lama glama),
Ayacucho.

e Determinar la influencia de las dosis
de Gonadotropina Corionica equina
(eCG) sobre el nimero de Foliculos
Post Saper estimulacion con
Gonadotropina Corionica equina
(eCG) en Llamas (Lama glama),
Ayacucho.

superovulatoria para la obtencion
de embriones en Llamas (Lama
glama), Ayacucho.

ESPECIFICA

e Las diferentes dosis de
Gonadotropina Corionica equina
(eCG) determinaran el nimero de
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Gonadotropina Corionica equina
(eCG) determinaran la calidad de
embriones producidos en Llamas
(Lama glama), Ayacucho.

e Las diferentes dosis de
Gonadotropina Corionica equina
(eCG) determinaran el nimero de
Foliculos Post Super estimulacién
en Llamas (Lama glama), Ayacucho.

e Dosis de eCG (800 y 1000ui)
Dependientes:

e Embriones
Indicadores.

e NUmero de embriones.

e Calidad de embriones

e Numero de foliculos post
superovulacion

TIPO DE INVESTIGACION: Aplicada
NIVEL DE INVESTIGACION: Explicativa
Correlacional

METODO: Analitico, comparativo.
DISENO EXPERIMENTAL

Disefio completo al azar (DCA)
POBLACION

Llamas (Lama glama)

MUESTRA

08 llamas hembras

Con 02 repeticiones
INSTRUMENTOS: Ecografo,
estereomicroscopio.

TECNICA:

e Se utilizardn protocolos como se
detallan

e Evaluacion ecografica de ovarios de
hembras

e Las hembras tendran que tener un
foliculo mayor a 7mm.

o Dia 0 aplicacion de dosis de eCG

e Dia 7 aplicaciéon de prostaglandina F2
alfa y una dosis de eCG

e Dia 8 empadre

eDia 15 lavado vy
embriones

recoleccién de




Anexo N° 02. INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS (HOJAS DE
CAMPO)

HOJA DE EVALUACION ECOGRAFICA DONADORAS DE EMBRIONES

ID HEMBRA:

DiA OVARIO DERECHO OVARIO IZQUIERDO OBSERVACIONES
...... { S - © ©
...... f S - © ©




Anexo N° 03. REGISTRO DE CONDICION CORPORAL DE LLAMAS

ARETE  NOMBRE EDAD PESO CONDICION OBSERVACIONES
CORPORAL
01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14
15
16
17

18



Anexo N° 04. BASE DE DATOS

The SAS System

The TTEST Procedure

Variable: NUMERO DE EMBRIONES RECUPERADOS
TRAT N Mean StdDev StdErr Minimum Maximum

T1 6 4.6667 0.8165 0.3333 4.0000 6.0000
T2 6 3.5000 0.5477 0.2236 3.0000 4.0000

Diff (1-2)  1.1667 0.6952 0.4014

a.b | etras diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica significativa (p<0.05),
prueba t-student

TRAT Method Mean 95% CL Mean Std Dev 95% CL Std Dev

T1 4.6667 3.8098 5.5235 0.8165 0.5097 2.0026
T2 3.5000 2.9252 4.0748 0.5477 0.3419 1.3434
Diff (1-2) Pooled 1.1667 0.2723 2.0610 0.6952 0.4858 1.2201

Diff (1-2) Satterthwaite 1.1667 0.2546 2.0788

Method Variances DF tValue Pr>|t|

Pooled Equal 10 291 0.0157

Satterthwaite  Unequal 8.7422 291  0.0179

t calculada: 2.91 > ttabulada: 1.8125

Equality of Variances

Method Num DF Den DF FValue Pr>F

Folded F 5 5 222 0.4014
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Q-Q Plots of NER
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The SAS System

The TTEST Procedure

Variable: NUMERO DE FOLICULOS

TRAT N Mean Std Dev Std Err Minimum Maximum

T1 6 6.3333 1.0328 0.4216 5.0000 8.0000
T2 6 55000 1.0488 0.4282 4.0000 7.0000

Diff (1-2) 0.8333 1.0408 0.6009

TRAT Method Mean 95% CL Mean Std Dev 95% CL Std Dev
T1 6.3333 5.2495 7.4172 1.0328 0.6447 2.5330
T2 5.5000 4.3993 6.6007 1.0488 0.6547 2.5723
Diff (1-2) Pooled 0.8333 -0.5056 2.1723 1.0408 0.7272 1.8266

Diff (1-2) Satterthwaite 0.8333 -0.5057 2.1723

Method Variances DF tValue Pr> [t

Pooled Equal 10 1.39 0.1957

Satterthwaite Unequal  9.9976 1.39 0.1957

Equality of Variances

Method Num DF Den DF FValue Pr>F

Folded F 5 5 1.03 0.9739
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1.0

The SAS System

The GLM Procedure
Class Level Information

Class Levels Values
TRAT 2 T1T2

LADO 2 DI

Number of Observations Read 24

Number of Observations Used 24




The SAS System

The GLM Procedure

Dependent Variable: NUMERO DE CUERPOS LUTEOS

Source DF Sum of Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 3 24.16666667  8.05555556 6.81 0.0024
Error 20 23.66666667  1.18333333

Corrected Total 23 47.83333333

R-Square Coeff Var Root MSE NCL Mean

0.505226 21.39957 1.087811  5.083333

Source DF Type Il SS Mean Square FValue Pr>F
TRAT 1 0.16666667 0.16666667 0.14 0.7114
LADO 1 24.00000000 24.00000000 20.28 0.0002

TRAT*LADO 1 0.00000000 0.00000000 0.00 1.0000
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The SAS System
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MCL LS-Mean

5.1

5.0

The GLM Procedure
Least Squares Means
Adjustment for Multiple Comparisons: Tukey

TRAT NCL LSMEAN HO:LSMean1=LSMean2

Pr > |t|
T1 5.00000000 0.7114

T2 5.16666667

T1

LS-Means for TRAT

TRAT

T2



NCL Comparisons for TRAT

5.50
525 -
5.00 -
475 -
s
T1 T2
s
4.50 —
T T T T T
4.50 4.75 5.00 525 5460

Differences for alpha=0.05 (Tukey Adjustment)
Mot significant ————— Significant
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The SAS System

93

MCL LS-Mean

6.0

5.5

a.0

4.5

4.0

The GLM Procedure
Least Squares Means
Adjustment for Multiple Comparisons: Tukey

LADO NCL LSMEAN HO:LSMeanl1=LSMean2

Pr > |t|
D 4.08333333 0.0002

I 6.08333333

LS-Means for LADO

LADD
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NCL Comparisons for LADO

B
]
o
4
[+ I
4 5 &
Differences for alpha=0.05 (Tukey Adjustment)
Mot significant Significant
TRATAMIENTO POR CALIDAD DE EMBRIONES
Tratamiento*Calidad tabulacién cruzada
Calidad Total
B E M R
Tratamiento T1 Recuento 10 8 3 3 4 28
% dentro de Tratamiento 35,7% 28,6% 10,7% 10,7% 14,3% 100,0%
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T2 Recuento 7 2 0 4 21
% dentro de Tratamiento 38,1% 33,3% 9,5% 0,0% 19,0% 100,0%

Total Recuento 18 15 5 3 8 49
% dentro de Tratamiento 36,7% 30,6% 10,2% 6,1% 16,3% 100,0%

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética
Valor gl (2 caras)
Chi-cuadrado de Pearson 2,5412 ,637
Razén de verosimilitud 3,646 ,456
N de casos validos 49

a. 6 casillas (60,0%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento

minimo esperado es 1,29.

Anexo N° 05. GALERIA FOTOGRAFICA
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Fotografia 2. Instalacién de cobertizos
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Fotografia 3. Preparacién de terreno para cultivo de forraje
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Fotografia 4. Siembra de forraje
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Fotografia 6. Llamas donadoras de embrione
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Fotografia 8. Evaluacion de donadoras superovuladas

99



100

Fotografia 9. Evaluacion de estructuras ovaricas

Fotografia 10. Hormona para inducir la ovulacion-GnRH
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Fotografia 11. Hormona eCG para inducir la superovulacion
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Fotografia 12. Materiales para la coleccion de embriones

Fotografia 13. Introduccion del dilatador cervical
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Fotografia 14. Coleccion de embriones a través de lavado con PBS

Fotografia 15. Placas Petri con embriones
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Fotografia 16. Embriones obtenidos por proceso de superovulacion



