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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo evaluar la eficiencia de la
transferencia de embriones de alpaca frescos y desvitrificados en receptoras alpaca (intra
especifica) y llama (inter especifica) se realiz6 en la EEA Santa Ana (INIA-Junin) del
distrito de EI Tambo-Huancayo a 3,260 msnm. Se usé 20 donadoras alpacas hembras, 22
alpacas hembras receptoras y 18 llamas hembras receptoras, las mismas que estuvieron
en un sistema de crianza semi-intensivo. La superovulacion de alpacas se realizo a partir
de la determinacion de presencia de foliculos >8 mm inducidas a ovulacion mediante
empadre con machos vasectomizados. Luego del tratamiento superovulatorio con 1000
Ul de ECG se realizo la monta con machos enteros. La colecta de embriones se realizo el
dia 6.5 posterior al primer empadre por via transcervical previa evaluacion de la presencia
de cuerpo lateo mediante ecografia. Una vez evaluados y clasificados los embriones
fueron transferidos frescos en receptoras alpacas y llamas, mientras que otros fueron
desvitrificados para su posterior transferencia. La prefiez se determino a partir de los 15
dias post transferencia por exposicion al macho y al mes mediante ecografia. Los
resultados fueron: la tasa de prefiez intraespecifica mediante transferencia de embriones
de alpaca a receptoras alpaca con embriones frescos fue de 30% (3/10) y 0.0% con
vitrificados (0/12). Mientras que la tasa de prefiez interespecifica mediante transferencia
de embriones de alpaca en receptoras Ilamas fueron de 30% con embriones frescos (3/10)
y 37.5% con vitrificados (3/8). Este trabajo concluye que la transferencia de embriones
frescos de alpaca intra e inter especifica es similar con tasas de prefiez del 30%, mientras
que con embriones vitrificados de alpaca se obtuvo mejores tasas de prefiez en la

transferencia interespecifica (en receptoras llama 37.5%, y 0% en receptoras alpaca).

Palabras clave: Transferencia embriones alpaca, frescos, vitrificados, prefiez receptoras

alpacas, llama



INTRODUCCION

Dado que la cria de ganado es la principal actividad productiva y fuente de
ingresos en las tierras altas andinas, la presencia de la poblacion de alpacas mas grande
del mundo tiene importantes implicaciones socioecondémicas. El uso de biotecnologias
reproductivas para adquirir y criar alpacas genéticamente superiores en beneficio de la
zona altoandina ha sido un foco importante de investigacion y desarrollo en las Gltimas
décadas (Miragaya et al., 2006; Vivanco, 2002). Si bien los camélidos han logrado
algunos avances en la domesticacion, todavia queda un largo camino por recorrer antes
de que los humanos los comprendan completamente debido a sus rasgos reproductivos

Unicos.

Machos y hembras hacen uso de biotecnologias reproductivas; sin embargo,
muchos estudios relacionados con las hembras se han centrado en la sincronizacion
folicular, la superovulacion, la recuperacion y transferencia de embriones, la generacién
de embriones in vitro y el método de inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides.
Estas biotecnologias reproductivas son una herramienta fundamental para la
diseminacion de genes deseables para una alguna caracteristica productiva, en el caso de

los camélidos la finura de fibra.

Al estimular los ovarios de las donantes femeninas e inducir ovulaciones repetidas
a través de terapias hormonales, la transferencia de embriones nos permite aprovechar el
potencial genético de especies superiores. Los embriones recuperados durante los
tratamientos superovulatorios pueden vitrificarse, congelarse, refrigerarse o transferirse
en forma fresca a hembras receptoras que actian como madres sustitutas; esto permite
evaluar la eficacia del tratamiento y al mismo tiempo tener en cuenta la respuesta
embrionaria variable de las alpacas. Receptores como este pueden existir dentro de la
misma especie (accion intraespecifica) o en especies estrechamente relacionadas (accion

interespecifica), como las llamas. Numerosas variables afectan el funcionamiento de la



transferencia de embriones, lo que a su vez afecta el éxito o el fracaso de este
procedimiento reproductivo. Casi poca literatura discute los efectos interespecificos e
intraespecificos de la prefiez en relacion con la frescura o vitrificacion del embrion
trasplantado. Por lo que, nos propusimos como objetivo principal comparar la prefiez
entre alpacas y Ilamas mediante la transferencia de embriones frescos y desvitrificados
de alpaca bajo el sistema semi intensivo en Huancayo a 3260msnm

Por todo lo expuesto, enumero los siguientes objetivos:

1. Determinar la tasa de prefiez intraespecifica mediante transferencia de embriones de
alpaca frescos y vitrificados en receptoras alpacas.

2. Determinar la tasa de prefiez interespecifica mediante transferencia de embriones de
alpaca frescos y vitrificados en receptoras llamas.

3. Analizar la accion de la prefiez intra e interespecifica.



CAPITULO |
MARCO TEORICO

1.1.  Anatomia reproductiva de la hembra

Los camélidos tienen un sistema reproductivo y un comportamiento sexual
complejos que necesitan investigacion debido a su anatomia y fisiologia inusuales. El
bajo rendimiento de cria en relacion con otras especies domésticas tipicas es

frecuentemente causado por estas caracteristicas (Brown, 2000).

Los ovarios de camélidos, especialmente aquellos con muchos foliculos, se
asemejan a los ovarios de las cerdas en su forma esférica irregular. Los tamafios
moleculares de 5 a 12 mm se consideran tipicos en las alpacas, sin embargo, los tamafios
superiores a este se consideran problemaéticos. La otra alpaca es bicornis, lo que significa
que tiene dos cuernos separados por un tabique. En alpacas y llamas, los cuernos uterinos
son romos y redondeados en la punta. Los oviductos son grandes y estan enrollados, y

terminan en una bolsa que rodea completamente el ovario (Hafez, 2002; Brown, 2000).

1.2.  Fisiologia reproductiva de la hembra
1.2.1. Pubertad

La mayoria de las hembras de alpaca alcanzan la madurez sexual entre los 12 y 14
meses, aunque las investigaciones han demostrado que la actividad ovérica (definida
como la aparicién de foliculos con un didmetro superior a 5 mm) comienza antes. Los
factores ambientales, particularmente el estado dietético, influyen en el inicio de la
adolescencia. Como resultado, los animales entran en la pubertad con 33-36 kg, que es el

60% del peso corporal de un adulto (Sumar, 1988).

1.2.2. Dinéamica folicular
Los sintomas, la duracién y la regularidad del estro (el momento en que una alpaca

hembra es méas receptiva a un macho) pueden variar mucho de un individuo a otro. A



menos que se aplique un estimulo externo, como la copula o el uso de una hormona
exogena, la fase folicular del ciclo menstrual de una alpaca no concluye en la ovulacion,

sino que continda en la fase lutea (Vivanco et al. 2011).

Las tasas de desarrollo del foliculo oscilan entre 0,43 mm / dia en alpacas y 0,5-
0,8 mm/ diaen Ilamas (Adams et al., 1989). El desarrollo del foliculo en las alpacas suele
durar cuatro dias y consta de tres etapas: crecimiento, madurez (momento en el que el

diametro del foliculo preovulatorio alcanza los 7-12 mm) y regresion (Bravo, 1990).

Un foliculo, o incluso dos en alrededor del 10% de los animales, crece hasta un
tamafo ovulatorio con un diametro tan pequefio como 7,0 mm, pero generalmente se
reclutan dos o tres para desarrollarse durante la primera etapa de desarrollo (Adams et al.,
1989). Durante el periodo de dominancia previsto de 5 dias, los foliculos elegidos parecen
suprimir el desarrollo folicular futuro en todos los demas foliculos en ambos ovarios. Sin
montaje, el foliculo dominante sufre una regresion en tres a cinco dias, y una nueva ola
de foliculos comienza la fase de desarrollo en tan solo un dia después de comenzar la
atresia en el foliculo dominante anterior. Después de dos o tres dias, el foliculo dominante
cambia (Bravo et al., 1990).

1.2.3. Ovulacion

Los estudios ecograficos mostraron que el 96% de las Ilamas ovularon el segundo
dia después de empadre, mientras que el tiempo previsto de ovulacion después de la
copula es de entre 26 y 42 horas (San-Martin et al., 1968). Entre quince y cuarenta
minutos después de que comienza la actividad sexual, una reaccién neuroendocrina hace
que los niveles plasmaticos de LH aumenten significativamente por primera vez (Adams
etal., 1989)

La cantidad de hormona luteinizante liberada durante la copula depende del
tamafo del foliculo que se considera dominante (Bravo et al., 1991). La ovulacién no
ocurre cuando los diametros de los foliculos son de 4 a 5 mm porque hay una disminucion
significativa en la cantidad de LH liberada. La incapacidad de los pequefios foliculos para
liberar suficiente estradiol para sensibilizar el eje hipotalamo-hipdfisis parece ser la causa

subyacente de esta situacion (Bravo et al., 1991).



Como alternativa, la cantidad de LH secretada por hembras con foliculos en
regresion durante el montaje es comparable a la de hembras con foliculos en desarrollo o
maduros (Bravo et al., 1991). Aunque los niveles (promedio de 0,96 ng ml-1) de hormona
estimulante del foliculo (FSH) varian a lo largo de los ciclos de crecimiento del foliculo,
esta claro que las concentraciones de FSH en ninguna especie se modifican por copula o
estan vinculadas al tamafio del foliculo (Bravo et al. 1991).

Aunque la mayoria de las prefiadas ocurren en el cuerno izquierdo, las ovulaciones
ocurren con la misma frecuencia en ambos ovarios. Ademas, no ha sido factible confirmar
que el ovario de origen de los ovocitos influya en la probabilidad de concepcion (Vaughan
etal., 2004).

1.2.4. Funcion luteal

A partir de estas ocurrencias, se infiere que las variaciones en el periodo entre la
copula y la ovulacion estan relacionadas con variaciones aparentes en la longitud de la
funcién latea. EI cuerno uterino derecho puede tener un efecto luteolitico local mas fuerte
porque, segun algunas teorias, el cuerpo lateo en el ovario derecho retrocede a un ritmo
mas rapido que en el ovario izquierdo. Para el dia 18, ambas especies habian retrocedido
completamente la CL. En la mayoria de los casos, una mujer no serad receptiva a un
hombre hasta que su desarrollo folicular haya alcanzado el nivel éptimo, que se suprime

durante la funcion latea (Bravo et al., 1991).

En los casos en que la prefiez no sigue a la ovulacién, la cantidad de progesterona
secretada por el CL funcional comienza a aumentar de manera constante desde el dia 4y
continta haciéndolo hasta alrededor de 8-10 dias después de la ovulacion (Adam et al.,
1989). Alrededor de los dias 10-12, junto con la produccion pulsétil de prostaglandina, la
CL comienza a retroceder en hembras no prefiadas (medido con el principal metabolito
15-keto-13, 14-dihidro-PGF.), segin (Sumar, 1996), las llamas y alpacas pueden tener
regresion latea como resultado de la prostaglandina. El desarrollo del foliculo se reanuda
en respuesta a la disminucion de los niveles de progesterona, lo que conduce a un aumento
en la produccion de estradiol y al inicio del estro (como se ve nuevamente el dia 12). Al
igual que otras especies, las Ilamas y alpacas tienen una fuerte relacion entre los niveles

de progesterona y el didmetro/peso luteo.



1.3.  Biotecnologias reproductivas
1.3.1. Sincronizacién de la dindmica del crecimiento folicular

Las ondas de expansion folicular pueden controlarse y sincronizarse en varias
especies con el uso de progesterona y progestagenos. La dindmica del desarrollo folicular
se modifica por la progesterona liberada durante la gestacion o la fase lutea; el tamafio
del foliculo dominante se reduce y el aumento de los incendios dura menos (Adams et al.,
1989).

La dinamica del desarrollo folicular se altera y comienza una nueva ola 7 dias
después de finalizar el tratamiento cuando se administran 50 mg de progesterona
diariamente durante 13 dias consecutivos (Alberio y Aller 1996). Otro estudio indicé que
cuando se toman juntos 25 mg de progesterona y 1 mg de 17 B-estradiol, se produce un
resultado comparable, con la aparicion de un nuevo foliculo dominante 7,7+0,5 dias
después del final de la terapia (Ratto et al., 2003).

Se suprimio el desarrollo folicular de mas de 7 mm y apareci6 una nueva ola de
crecimiento folicular 5,0 + 1,0 dias después de finalizar la terapia debido a la
administracion de 7 dias de dispositivos intravaginales impregnados con 0,33 g de
progesterona (CIDR) (Chaves et al., 2002).

Un enfoque alternativo para sincronizar las ondas de crecimiento folicular implica
estimular la ovulacion en el foliculo dominante mediante la administracion de LH. Esto
allana el camino para la creacion de un nuevo foliculo dominante después de 5,2 + 0,5
dias de terapia (Ratto et al., 2003).

Otros estudios proponen que el numero de foliculos emergentes pequeios (> 3
mm) en la etapa inicial del ciclo ovarico no influye significativamente en la respuesta
superovulatoria ni en la cantidad y calidad de embriones producidos en alpacas tratadas
con eCG. Esto sugiere que, para los programas de reproduccion asistida en alpacas, el
conteo inicial de foliculos pequefios no es un factor critico para predecir el éxito de la
superovulacion o la produccién embrionaria. Por lo tanto, otros factores fisiologicos o de
manejo podrian desempefiar un papel mas importante en la optimizacion de los resultados

reproductivos en estos animales (Pozo, 2020).



1.3.2. Induccion a la ovulacion

Para estimular la ovulacion en llamas y alpacas, es posible proporcionar hormonas
exogenas que imiten a la LH, como la hCG o la hormona liberadora de gonadotropina
(GnRH) (Vivanco et al., 2011).

Los niveles de estrogeno enddgeno y el grado en que el foliculo dominante ha
madurado determinan la reaccion a la GnRH. (Correa et al, 1997) encontraron que 750
pg de GnRH pueden desencadenar la ovulacion, por lo que esto es algo a considerar. La
universidad solo puede llevarse a cabo en llamas y alpacas cuando el foliculo dominante
ha crecido a un tamafio de 7 mm o més y se esta desarrollando activamente. Un foliculo
mas pequefio no se luteinizara durante la ovulacion, mientras que un foliculo dominante

en su fase de regresion si lo haréa (Bravo et al, 1991).

Se ha demostrado que las llamas y alpacas pueden inducir la ovulacion inyectando
plasma seminal en sus musculos. Debido a esto, una proteina que se encuentra en el semen
de camélidos se denomina factor inductor de la ovulacion (Sumar et al., 1988; Adams et
al., 2001)

1.3.3. Transferencia de embriones frescos

a) Transferencia de embriones frescos en llamas y alpacas

El primer producto de transferencia de embriones de alpaca nacié en 1974 de la
mano de Summary y Franco; incluia un proceso quirtrgico tanto para recolectar los
embriones como para transferirlos a los receptores. Posteriormente, se idearon formas no
quirdrgicas, y una de ellas fue utilizar llamas para inducir el nacimiento de una cria
(Wilson y Chapman, 1985); dos prefieces (Bourke et al., 1990), y una prefiez (Correa et
al., 1992).

Segun lo que ha informado Huanca, la tasa de recuperacion embrionaria depende
de la cantidad de cuerpo luteo en el ovario (Huanca, 2006), siendo 66.1% en llamas y

23.6% en alpacas.

Las tasas de prefieces en llamas han venido siendo estudiadas con resultados
alentadores, tal es el caso de Pacheco et al., (2021) quienes transfirieron embriones

colectados de llamas en la época reproductiva y la época no reproductiva, en total



obtuvieron 56.4% (22/39) de tasa de prefiez cuando se obtuvieron embriones sin
superovulaciéon y una tasa de prefiez de 56% (28/50) con embriones producto de
superovulacién. Los embriones usados para la transferencia fueron todos de grado |y
transferidas en el dia 8 luego de la induccién con 8.4 pg de acetato de buserelina. Los
embriones fueron transferidos en el cuerno izquierdo por el método no quirdrgico. Las

receptoras llamas se encontraban en un sistema de pastoreo.

Otro estudio fue realizado por Trasorras et al., (2010) quienes trabajaron con 22
Ilamas donantes con una edad de 4 y 8 afios y un peso corporal promedio de 120 + 22 kg
alimentadas con heno y agua de forma ilimitada. Se usaron embriones de grado 1 y Il para
la transferencia. Las receptoras se dividieron aleatoriamente en cinco grupos, segun el
lugar en el Gtero donde se realizo la transferencia de embriones (TE) con respecto al
ovario donde ocurri6 la ovulacién 6 dias después de la administracién de acetato de

buserelina. Los grupos fueron los siguientes:

Izquierda-Ipsilateral n=10; TP 50% (5/10)
Izquierda-Contralateral n=10; 20% (2/10)
Derecha-Ipsilateral n=10; TP 30% (3/10)
Cuerpo-lzquierda n=10; TP 10% (1/10)
Cuerpo-Derecha n=10; TP 10% (1/10)

o > w0 N

Al contrastar las tasas de gestacidn entre los distintos conjuntos, no se evidenciaron
discrepancias estadisticamente relevantes (P = 0.4728). No obstante, el grupo “Izquierda-
Ipsilateral” exhibié la mayor proporcion de gestacion. En hembras no gestantes, se
percibi6é un descenso en las concentraciones plasmaticas de progesterona en el periodo
esperado para la ocurrencia del reconocimiento maternal de prefiez en animales prefiados

(entre los dias 8 y 10).

En la Estacion Experimental Quimsachata, ubicada a 4200 metros sobre el nivel
del mar en la zona de Puno, se realizé otro experimento. De enero a marzo, esta regién se
define como una zona agroecoldgica de puna seca. Diez llamas sirvieron como donantes
y cuarenta y tres como receptoras; sus edades variaron de cuatro a seis afios, y todas tenian
antecedentes de reproduccién que incluian un nacimiento. Siguiendo un sistema pastoral,
todos los animales fueron manejados de la misma manera. Hubo un total de 43 categorias

en las que se incluyeron los animales:



G1: (n=10) Cuerpo luteo en ovario derecho y transferencia ipsilateral TP 60% (6/10)
G2: (n = 10) Cuerpo lGteo en ovario derecho y transferencia contralateral TP 30% (3/10)
G3: (n = 15) Cuerpo luteo en ovario izquierdo y transferencia ipsilateral TP 75% (12/15)

G4: (n = 8) Cuerpo luteo en ovario izquierdo y transferencia contralateral TP 25% (2/8)

Se transfirieron los embriones en el dia 7. La transferencia de embriones se llevo
a cabo utilizando un enfoque no quirdrgico. Se utilizé un embrion fresco de calidad grado
1 (6ptima calidad) para cada Ilama receptora. El dia de la transferencia, se realiz6 una
evaluacion ecogréfica del cuerpo liteo de las receptoras, dividiéndolas en dos grupos
segun el tamafio del CL (<10 mmy >10 mm); Se observaron diferencias estadisticamente
relevantes entre G3 y G2, asi como entre G4 (p<0.05) en las tasas de prefiez (Carnero et
al., 2011).

Un estudio realizado por (Taylor et al, en 2001) se descubrié que los embriones
extraidos de hembras no superovuladas tenian una tasa de recuperacion del 79%. De
manera similar, Pineda (2012) encontr6 que, en colecciones repetidas de alpacas de
donantes naturales, la tasa de recuperacion general fue del 61,54%, con todos los

embriones en la etapa de blastocisto agrandado.

Los resultados de las prefiadas por transferencia de embriones oscilan entre el cero
y el cincuenta por ciento, siendo los primeros mas comunes en estudios con incendios que
con alpacas (Bourke et al, 1995). Huanca (2006b) encontré que las Ilamas tenian una tasa
de concepcidn del 68,9% v las alpacas del 30%. Vaughan (2012) descubri6 que, de 3963

transferencias de embriones frescos en Australia, el 41,8% resultd en una prefiada.

Las tasas de prefiez son variables mediante la técnica de transferencia de
embriones, asi en Canada en un estudio donde se transfirieron embriones de alpaca en 6
alpacas receptoras a los 8 dias después de la GnRH, se obtuvo 16.67% (1/6) de tasa de
prefiez, confirmado mediante ecografia a los 60 dias postransfencia (Palomino et al.,
2018). En otros trabajos realizados obtuvieron una tasa de prefiez del 67.6% (25/37). Los
embriones fueron transferidos a los 8 dias en el cuerno uterino ipsilateral al cuerpo ldteo,

sin importar su clasificacion (grados 1, 2, 3 0 4), (Pérez et al., 2019).



En otro estudio realizado en el Centro de Mejora Genética de Alpacas
PACOMARCA entre enero y marzo de 2015 se evalud el efecto del lugar de la
transferencia embrionaria en la migracion y localizacion del embrion, asi como su
impacto en la tasa de prefiez en alpacas. Se utilizaron 120 alpacas receptoras distribuidas

en cuatro tratamientos segun la ubicacion del cuerpo lGteo y la transferencia del embrion.

e Grupo G1 (n=30): Alpacas receptoras con cuerpo lGteo en ovario derecho y
transferencia ipsilateral. TP 53.33% (16/30)

e Grupo G2 (n=30): Alpacas receptoras con cuerpo lGteo en ovario derecho y
transferencia contralateral. TP 36.67% (11/30)

e Grupo G3 (n=30): Alpacas receptoras con cuerpo luteo en ovario izquierdo y
transferencia ipsilateral. TP 66.67% (29/30)

e Grupo G4 (n=30): Alpacas receptoras con cuerpo luteo en ovario izquierdo y
transferencia contralateral. TP 30% (10/30)

Los hallazgos mostraron que, para las hembras con cuerpo lGteo en ovario derecho
y transferencia ipsilateral, las tasas de prefiez fueron del 53,33% (16/30) y del 66,67%
(29/30), respectivamente. Por el contrario, en las transferencias contralaterales de derecha
0 izquierda, las tasas de prefiez fueron del 36,67% (11/30) y del 30% (10/30),
respectivamente. El grupo al que se le transfirio el cuerpo Iuteo al ovario derecho y una
colocacion ipsilateral no difirié significativamente de los otros grupos. Por otro lado, al
comparar los grupos que tuvieron transferencia contralateral con los que se sometieron a
transferencia ipsilateral, surgié una notable disparidad entre los dos. Ademas, se
descubri6 que la tasa de prefiez se veia muy afectada por el diametro de los embriones.
Especificamente, se registr6 una tasa de prefiez del 57,14% para embriones con un

diametro mayor a 3 mm (Quispe, 2018)

b) Transferencia de embriones frescos Interespecie.

En un estudio se llevé a cabo en la unidad Antacalla de la Empresa de Propiedad
Social, departamento de Puno, Per(, a una elevacion de 4230 metros sobre el nivel del
mar. Se escogieron donantes no prefiadas ni lactantes de las razas Huacaya (n=6) y Suri
(n=7). Las receptoras consistieron en 36 llamas (19 K'aray 17 Cha'ku), todas ellas con al
menos un parto y mas de 15 dias después del parto. Los machos empleados fueron
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reproductores del grupo élite del centro pecuario, con edades entre 3 y 5 afios y con
fertilidad comprobada. Los embriones fueron transferidos a los 8 dias en el cuerno uterino
ipsilateral al cuerpo luteo, sin importar su clasificacion (grados 1, 2, 3 0 4). y de 66.7%
(24/36) en llamas (Pérez et al., 2019).

Una investigacion adicional se llevé a cabo en marzo y abril en la hacienda La
Raya, que se encuentra a una altura de 4200 metros sobre el nivel del mar en Marangani,
Cusco, Pert, y forma parte de la Estacion Experimental del Centro de Investigacion
IVITA. Para este experimento, se utilizaron nueve alpacas Huacaya adultas como
donantes de embriones debido a su probada capacidad de reproduccion. Ademas, se
utilizaron cuarenta llamas adultas como receptoras, todas las cuales tenian antecedentes
de reproduccidn. Se utiliz6 un sistema de pastoreo natural para alimentar a los animales.
Con el fin de inducir la ovulacion, se administraron 0,0082 mg de acetato de buserelina a

los sujetos en dos grupos separados.

e Grupo 1: Transferencia de embriones en el dia 7 post induccion de ovulacion.

e Grupo 2: Transferencia de embriones en el dia 6 post induccion de ovulacion

Las tasas de prefiez con los embriones de grado | y Il fue del 33.3% (2/6) cuando
se transfirieron en el dia 7 y 11.1% (1/9) cuando transfirieron en el dia 6. Todos los

embriones fueron transferidos en el cuerno izquierdo (Pacheco et al., 2016).

1.3.4. Transferencia de embriones vitrificados y desvitrificados

La vitrificacion es el proceso de criopreservacion de gametos en la cual se
exponen éstos a altas concentraciones de crioprotectores las cuales inhiben la formacion
de hielo y produce el desarrollo de un sélido similar al vidrio. La célula embrionaria estara

expuesta solamente por periodos cortos a las soluciones vitrificadoras (Arav et al., 2002).

Los ovocitos de diferentes especies, como los bovinos, se vitrifican con més éxito
que los gametos de la misma especie. Entonces, Cryotech recientemente denudé y
vitrifico ovocitos maduros en Argentina utilizando una pelicula delgada como sustrato,
componentes osmoéticamente activos (sacarosa) y crioprotectores permeables (DMSO,
etilenglicol). Para obtener soluciones isotonicas, la desvitrificacion en este caso se llevo

a cabo reduciendo progresivamente la concentracion de soluciones de sacarosa. A

11



continuacidn, utilizaron lentes de aumento estereoscépicas para examinar la morfologia
de los ovocitos y el método de diacetato de fluoresceina fluorocromo para garantizar su
vitalidad. Con su morfologia normal, membrana plasmatica intacta, espacio perivitelino
reconstruido y citoplasma homogeéneo, se observaron 28 de 29 ovocitos desvitrificados
(viabilidad del 96,6%) (Donato y Dalvit, 2015)

Algunos estudios han utilizado una solucion de equilibrio que contiene
etilenglicol al 4% y una solucion de vitrificacion que contiene etilenglicol al 35%,
polivinilpirrolidona al 5% vy trehalosa 0,4 M para vitrificar ovocitos de alpaca en
microgotas sobre papel de aluminio suspendido en nitrégeno liquido. Mantuvimos las
microgotas vitrificadas en nitrégeno liquido para su almacenamiento. Como resultado, el

58,4 por ciento de los ovocitos desvitrificados eran viables (Ruiz, 2011)

Los intentos de estandarizar protocolos de vitrificacion de embriones en
camélidos sudamericanos se realizaron mayoritariamente utilizando embriones de llamas.
Uno de estos primeros intentos fue el realizado por Von Baer et al. (2002) quienes

utilizaron el protocolo siguiente:

El protocolo considera dos soluciones: Solucion de equilibracion (5% glicerol +
5 % etilenglicol + 0.2 M sucrosa + 10 % Suero fetal bovino + 50 ug/ ml Gentamicina) a
una temperatura de 25-26 °C, donde se coloca el embridn por 5 minutos. La solucién de
vitrificacidn estard compuesta de (20 % Glicerol +20 % etilenglicol + 0.5 M Sucrosa +10
% Suero fetal bovino + 50 ug/ ml Gentamicina), donde permaneceran por menos de un
minuto antes de ser colocados en las pajillas de 0.25 ml (1 embrion/pajilla), y ser
sumergidos inmediatamente en nitrégeno liquido. Asimismo, para la desvitrificacion
plantea el siguiente procedimiento: Después de retirar las pajitas del tanque de nitrégeno,
se dejan en el ambiente durante 10 segundos. Después de eso, se sumergen en agua a
37°C durante un minuto. A continuacién, se transfieren a una pequefia placa de petri que
contiene 100 ul de solucion de sacarosa 0,5 M.Rapidamente después de transferir los
embriones a una nueva placa, se incuban durante 5 minutos en una solucion de sacarosa
de lamisma molaridad. Los embriones se lavaron tres veces en PBS que contenia solucion
de SBF al 20% después de estar en una tercera placa petri con una solucion de sacarosa
0,2 M durante 5 minutos. Después de eso, puede volver a empaquetarlos y enviarlos en

camino. No se ha utilizado en camélidos debido a la falta de estandarizaciéon de los
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protocolos (Celestinos y Gatica, 2002), pero se han tenido experiencias de transferencia
de embriones desvitrificados pero en llamas dando resultados de prefiez pos transferencia
de 16.67% (2 prefiadas de 12 receptoras) en comparacion al 30.77%, decir 4 prefiadas de

13 receptoras con embriones frescos (Vasquez, 2008).

La transferencia de embriones desvitrificados de alpacas no resultara en adecuadas
tasas de prefiez. Ocho embriones devitrifcados de excelente aspecto morfoldgico fueron
implantados en 8 alpacas receptoras previamente sincronizadas. Sin embargo, no se
detectd la gestacion al examen ecografico. Estos hallazgos indican la posibilidad de que
factores distintos a la morfologia puedan influir en la supervivencia de los embriones
trasferidos (Vasquez et al., 2007). En otro trabajo con embriones desvitrificados
clasificados luego de la desvitrificacion en excelente, bueno y regular, se obtuvo un
13.04% (3/23) de tasa de prefiez. Se uso llamas como receptoras; las llamas que prefiaron
fueron las que se transfirid con embriones desvitrificados de alta calidad 60% (3/5)
(Cassa, 2018).

1.4,  Antecedentes
1.4.1. Antecedentes internacionales

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de las maniobras de
transferencia de embriones (ET) sobre las concentraciones plasmaticas de progesterona
en hembras receptoras llamas, y la relacion entre el sitio al que se transfirié el embrion y
la localizacion del cuerpo lateo (CL). Experimento | (efecto del enhebrado transcervical):
hembras de llama adultas no gestantes ni lactantes se asignaron aleatoriamente a dos
grupos: grupo de control (sin enhebrado cervical, n = 10) y grupo A (con enhebrado
cervical, n=10). En ambos grupos, la actividad de CL se evalué mediante la medicion de
las concentraciones plasmaticas de progesterona. En el grupo A, el dia 6 después de
inducir la ovulacién con buserelina, se ensart6 el cuello uterino para evaluar el efecto de
la maniobra sobre la viabilidad de CL. No se observaron diferencias significativas en las
concentraciones medias de progesterona entre los grupos (P > 0,05). Experimento Il
(efecto de depositar PBS): las hembras (n = 66) se asignaron al azar en seis grupos (n =
10 por grupo y grupo de control: n = 6) para evaluar el efecto de depositar PBS en
diferentes sitios del Utero en relacién a la localizacién del CL: grupo 'lzquierdo-
Ipsilateral’: colocacidn transcervical de PBS en el cuerno uterino izquierdo (CL en ovario

izquierdo); grupo 'Contralateral izquierdo': colocacion transcervical de PBS en el cuerno
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uterino izquierdo (CL en el ovario derecho); grupo 'Derecho-Ipsilateral': colocacion
transcervical de PBS en el cuerno uterino derecho (CL en ovario derecho); grupo 'Body-
Left": colocacion transcervical de PBS en el cuerpo uterino (CL en el ovario izquierdo);
grupo 'Body-Right": colocacion transcervical de PBS en el cuerpo uterino (CL en ovario
derecho) y grupo control. La actividad del cuerpo luteo se evalu6 en todos los grupos
midiendo las concentraciones de progesterona en plasma. El dia 6 post-buserelina se
realizd la maniobra correspondiente segun el grupo. No se encontraron diferencias
significativas para las concentraciones medias de progesterona en plasma entre los grupos
(P > 0,05). Experimento Il (efecto de ET sobre la viabilidad de CL): hembras (n = 22)
se utilizaron como donantes de embriones y 50 hembras como receptoras, con el fin de
evaluar si la colocacion del embrion en diferentes zonas del Gtero influye en la viabilidad
de CL. Las receptoras se dividieron aleatoriamente en cinco grupos, segun el lugar del
utero donde se realiz6 la TE con respecto al ovario donde ocurrié la ovulacion: grupo
'Ipsilateral-l1zquierdo’: ET en el cuerno uterino izquierdo (CL en el ovario izquierdo);
grupo 'lzquierdo-Contralateral’: ET en el cuerno uterino izquierdo (CL en el ovario
derecho); grupo 'Derecho-lIpsilateral’: ET en el cuerno uterino derecho (CL en el ovario
derecho); grupo 'Cuerpo-lzquierdo’: ET en el cuerpo uterino (CL en ovario izquierdo) y
grupo 'Cuerpo-Derecho’: ET en el cuerpo uterino (CL en ovario derecho). La actividad
del cuerpo luteo se evalud en todos los grupos midiendo las concentraciones de
progesterona en plasma. Los embriones se recuperaron lavando el Gtero el dia 8 después
del primer apareamiento de la donante y se realizé ET transcervical en las receptoras 6
dias después de la administracién de buserelina. Las tasas de prefiez fueron: grupo
'Ipsilateral-lzquierdo’: 50%; grupo ‘lzquierda-Contralateral: 20%; grupo 'Derecho-
Ipsilateral’: 30%; grupo 'Cuerpo-lzquierda’ y 'Cuerpo-Derecha’: 10%. Sin diferencias
significativas (P= 0,4728) se detectaron entre las tasas de prefiez en los cinco grupos. El
enhebrado del cuello uterino y la colocacidn transcervical de PBS en los cuernos uterinos
0 en el cuerpo no afectaron las concentraciones de progesterona en plasma en la llama, lo
que indica que las diferentes maniobras de transferencia de embriones no interfieren con
la viabilidad de CL. Para mejorar las tasas de prefiez se podria sugerir que la TE en el
cuerno uterino izquierdo con CL ipsilateral, es la opcion mas deseable (Trasorras et al.,
2019).

Durante las ultimas 3 décadas, y de manera similar a la industria equina, la

transferencia de embriones frescos ha sido ampliamente practicada a gran escala
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comercial en diferentes especies de camélidos, especialmente el dromedario y la alpaca.
Sin embargo, la incapacidad de criopreservar embriones reduce significativamente su
aplicacion mas amplia y, como tal, limita la capacidad de utilizar recursos genéticos de
élite a nivel internacional. Ademas, la criopreservacion del semen de camélidos también
es dificil, lo que sugiere una sensibilidad extrema del germoplasma a la refrigeracion y
congelacion. Como resultado, los recursos geneticos de los cameélidos deben continuar
manteniéndose como colecciones vivas de animales. Debido a la preocupacion por los
brotes de enfermedades como el sindrome respiratorio de Oriente Medio altamente
patdgeno en Oriente Medio y Asia, existe una necesidad urgente de establecer un sistema
de banco de genes eficaz para las especies de camélidos, especialmente el camello. La
revision actual compara y resume el progreso reciente en el campo de la criopreservacion
de embriones de camélidos., identificando cuatro posibles razones para el lento desarrollo
de un protocolo efectivo y describiendo ocho direcciones futuras para mejorar los
protocolos actuales. Al mismo tiempo, también se discuten los resultados de un reciente
estudio de transferencia de embriones de camellos dromedarios que produjo una alta
integridad morfologica y tasa de supervivencia de embriones vitrificados con pajita
abierta (Herrid y Skidmore, 2017).

1.4.2. Antecedentes nacionales

Esta investigacion se propuso determinar qué variables influyen en el éxito o
fracaso de las transferencias de embriones entre alpacas y llamas que fueron concebidas
después de la ovulacion simple en primer lugar. Se estudiaron las condiciones en el
Altiplano peruano de diciembre a marzo, cuando las aves estdn mas activas. Se eligieron
un total de 73 animales, incluidas 37 alpacas y 36 llamas, para el estudio, con un minimo
de 15 dias después del parto. Las alpacas donantes incluyeron 6 Huacayas y 7 Suri.
Después de 93 lavados sucesivos, las alpacas Huacaya tuvieron una tasa de recuperacion
de embriones del 88,68% vy las alpacas Suri una tasa del 80%. Entre los animales
analizados, el 67,57 por ciento (25/37) de las alpacas y el 66,67% (24/36) de las llamas
pudieron concebir, sin diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos.
Analizamos los siguientes factores: tamario y calidad del embrion, especie receptora
(Ilama o alpaca), raza donante (Huacaya o Suri), condicion corporal del receptor (CC),
profundidad del sitio de deposicidén del embrion (total o parcial) y cuerno uterino de
deposicion del embridn izquierdo o derecho. Los resultados de la regresion logistica

mostraron que una mayor calidad embrionaria (grados 1 y 2), raza donante (Huacaya) y
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CC receptora (grados 2 y 3) se asociaron con una mayor tasa de prefiezs exitosos (Pérez
etal., 2019).

Se probaron tres técnicas diferentes de superovulacion en alpacas para ver cudl
producia los mejores embriones. En el hato privado de alpaquero conocido como "Tres
estancias", la investigacion se realizo en la region de Sibayo, provincia de Caylloma. Se
utilizaron un total de 36 alpacas hembras, con edades comprendidas entre los tres y los
seis afios: En Prot. "A" (n=12), se administraron 500 Ul de eCG el dia 0, y se
administraron 1000 Ul de hCG y montajes el dia 5. En Prot. "B "(n=12), la relacién fue
de -1: 500 Ul de eCG el dia 0, y se administraron 2,5 ml de GnRH y montajes el dia 5.
con Prot. "C" (n=12): 200 Ul de eCG el dia 0 y 1000 Ul + montaje el dia 5. Utilizamos
una ecografia veterinaria con un transductor lineal de 7,5 Mhz para evaluar la respuesta
ovarica a las terapias mediante ecografia transrectal. Los protocolos " A "(5,83+0,90), "
C "(4,42+0,55) y "B" (4,17+0,82) tuvieron el mayor numero de CL, pero no se encontrd
diferencia significativa (p>0,05). Hubo una diferencia significativa (p<0,05) en el nimero
de quistes foliculares entre los protocolos "B" (2,83+0,31)," A "(1,75+£0,26) y " C
"(1,42+0,20). Tras la estimulacion de la ovulacion y monta, que tuvo lugar 7,5 dias
después, el dia 12, se llevo a cabo la técnica no quirdrgica de recoleccion de embriones.
Los resultados mostraron una diferencia significativa (p<0,05) en el nimero de embriones
en los protocolos "A" (2,67+0,45), "C" (1,83+0,28) y "B" (1,50+0,20). Con respecto a la
tasa de recoleccion de embriones, destaco el Protocolo "A™ con un 45,71 por ciento, el
Protocolo "C" con un 41,51 por ciento y el Protocolo "B" con un 36 por ciento. Después
de una cuidadosa consideracion, se ha determinado que el Protocolo "A" produce los
embriones mas finos. Para obtener la mayor cantidad de embriones posible, es mejor

seguir probando como funcionan las diversas terapias hormonales (Elguera, 2015).

Esta investigacion se propuso comparar dos técnicas diferentes de criopreservacion para
embriones de Ilama, observando qué tan bien le fue a cada una tanto en la naturaleza
como en un entorno de laboratorio controlado. Los embriones se dividieron en tres
grupos: Control (n = 14), Vitrificacion (n=30) y congelacion lenta (n=29). Los embriones
se recuperaron de forma no quirargica el dia 6,5 después del montaje de la llama y se
trataron con 1000 Ul de eCG. Los embriones se tomaron a través de dos fases de
vitrificacion en una solucién que incluia glicerol al 20%, etilenglicol al 20%, sacarosa 0,5

M, suero bovino fetal al 10% y gentamicina 50 ug/ml. A continuacion, los embriones se
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colocaron en pajitas de 0,25 ml que se sumergieron en nitrégeno liquido. Mezcla
automaética con sacarosa 0,5 M y 0,2 M seguido de descongelacion de las pajitas en un
bafio de agua a 37 °C durante 1 minuto. Los embriones se sometieron a una solucién que
contenia etilenglicol 1,5 M, suero bovino fetal (FBS) al 10% y 50 ug/ml de gentamicina
en pajitas de 0,25 ml. A continuacion, la mezcla se sell6 y se enfrid en un refrigerador
durante tres horas, con una velocidad de enfriamiento de 0,12 °C/min, de 26°C a 5°C.
Después de eso, las pajitas se trasladaron al tanque de nitrdgeno y se sometieron a una
caida de temperatura de 5°C cada minuto, de 5 ° C a -20 ° C, durante una duracién de 5
minutos, antes de sumergirse en nitrogeno liquido (N2L). Usando soluciones de dilucion
de sacarosa 0,25 M y 0,12 M, se eliminaron los crioprotectores después de descongelar.
Después de cultivarse en PBS con SFB al 20% durante 2 horas a 35 ° C, todos los
embriones del grupo de control y la mitad de los embriones de los grupos crioconservados
se analizaron in vivo antes de trasplantarlos directamente a hembras receptoras que ya se
habian sincronizado. No se observaron diferencias estadisticas significativas entre los
grupos en lo que respecta a la tasa de prefiez, que se determind entre los 20 y 30 dias de
gestacion mediante ecografia transrectal. Las receptoras que obtuvieron los embriones de
control, vitrificados y congelados tuvieron una tasa de prefiez correspondiente de 30.77
% (4/13), 16.67 % (2/12), y 0% (0/11) en consecuencia. Para realizar una evaluacion in
vitro, los embriones que se habian crioconservado se cultivaron durante una hora a 39 °C
en un medio que contenia 20% de SFB, 5% de CO2 y 75% de N2. Luego se registro la
morfologia de los embriones y la reexpansion embrionaria. Se observaron alteraciones
morfoldgicas notables, disminuyendo mas notablemente la calidad en los embriones
congelados. La diferencia entre los porcentajes de embriones vitrificados (75%, 9/12) y
embriones congelados lentamente (57,14%, 4/7), que fueron reexpandidos, no fue
estadisticamente significativa (p < 0,05). Con base en los rasgos morfolégicos y la
presencia de anomalias en embriones evaluados in Vivo e in Vitro, se concluy6 que ambos
procedimientos de crioconservacion redujeron la calidad de los embriones al
descongelarlos, siendo el efecto mas pronunciado en embriones congelados. No se
realizaron evaluaciones in vitro en el grupo de control. Para las pruebas in vivo,
utilizamos Chi-cuadrado, Fisher exacta y ANOVA unidireccional; para las pruebas in
vitro, utilizamos Fisher exacta y T-de Student. Los hallazgos sugieren que la vitrificacion

podria ser la mejor manera de congelar embriones de llama (Vasquez, 2008).
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1.4.3. Antecedentes locales

Este estudio tuvo como objetivo evaluar un método para producir y recolectar
embriones de fuentes naturales, especificamente Huacaya alpaca, sin el uso de hormonas
externas. Se llevd a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la Estacion
Experimental Canadn (INIA) en Ayacucho, provincia de Huamanga, departamento de
Ayacucho, a 2735 msnm. Se utilizaron diez alpacas hembras maduras y cuatro alpacas
machos adultos para el empadre. La dindmica ovérica se monitorizé mediante ecografia
veterinaria transrectal. Siete dias despues de la transferencia embrionaria, los embriones
se guardaron mediante una técnica no quirargica que utilizé lavado intrauterino con un
catéter de Foley. La tasa de ovulacion varié significativamente con el nimero de lavados,
pero no hubo diferencias estadisticamente significativas en la actividad ovérica para los
diametros del foliculo y del cuerpo lGteo segun la ubicacién ovarica o el nimero de
lavados consecutivos (1°, 2 ° y 3°). No hubo diferencia estadistica entre las tres categorias
de calidad embrionaria: sobresaliente (50%), decente (25%) y regular (25%). Con todos
los embriones recuperados en la etapa de blastocisto agrandado, la tasa general de
recuperacion de embriones fue del 61,54%. Las tasas de recuperacion de embriones son
comparables entre las ubicaciones del cuerno uterino, aunque existe una variacion
estadisticamente significativa segun la cantidad de lavados. El cincuenta por ciento de las
alpacas tenian foliculos preovulatorios siete dias después del primer lavado, mientras que
solo el veinte por ciento lo hizo después del segundo y posteriores lavados (Pineda et al.,
2012).

La condicién y calidad embrionaria, la tasa de ovulacién, el nimero y tasa de
embriones recuperados y la respuesta ovarica a la sobreestimulacion medida por tamafio
y numero de foliculos y cuerpo Itteo fueron los temas del presente estudio, que se llevo
a cabo a 2730 msnm en el Laboratorio de Biotecnologia y Reproduccién Asistida de la
Estacion Experimental Canaan INIA - Ayacucho en la provincia de Huamanga, region
Ayacucho. Se utilizé el DCA baésico (Disefio Completamente Aleatorio) con 20 alpacas
maduras. Usando la prueba de chi cuadrado, comparamos los efectos de la terapia
hormonal sobre el estado y la calidad embrionarios para ver si son variables
independientes. Segun los resultados, las alpacas tuvieron una respuesta folicular de 6,50
+ 2,76 foliculos/animal para FSH y de 10,20 + 4,47 foliculos / animal para eCG, con un
didmetro de 8,75 £ 0,51 mm. La diferencia entre las dos hormonas fue estadisticamente

significativa (P<0,05). Para ambos tratamientos hormonales, existe una diferencia
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significativa (P<0,05) entre el nimero promedio de cuerpo luteo con FSH (3,75 + 2,55
CL/animal) y el eCG (8,00 + 3,42 CL/). Ninguna hormona mostré diferencia significativa
(P>0,05) en el tamafio de la CL; la FSH tuvo 1,37 £ 0,54 mmy el eCG 12,57 £ 0,67 mm.
Hubo diferencia significativa (P<0,05) para ambas hormonas, con una tasa de ovulacién
del 41,36% / animal con FSH y del 65,76%/animal con eCG. No hubo diferencia
significativa (P>0,05) en el nimero de embriones recuperados con FSH (2,50 + 2,51
embriones/animal) y con eCG (3,00 £ 1,55). Estadisticamente, hubo diferencia (P<0,05)
en las tasas de recuperacion embrionaria con FSH (83,75%/animal) y eCG
(20,72%/animal). Con FSH se adquirieron 95% de blastocistos y 5% de morulas en estado
embrionario tras terapia hormonal; con eCG se obtuvieron 88,9% de blastocistos y 11,1%
de morulas. La condicion del embrion no depende de la terapia hormonal (P>0,05). Con
FSH, el 44,4% (8/38) fueron excelentes, el 16,7% (3/38) buenos, el 5,6% (1/38) regulares
y el 33,3% (6/38) horribles; con eCG, se aplico el mismo desglose: 40% (8/38) excelentes,
20% (4/38) buenos, 15% (3/38) regulares y 25% (5/38) malos. No existe correlacién entre

la terapia hormonal y la calidad embrionaria (P>0,05) (Mendoza, 2012).
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2.1.

CAPITULO I
METODOLOGIA

Ubicacion

El presente trabajo se realizé en la Estacion Experimental Agraria Santa Ana, del

Instituto Nacional de Innovacion Agraria, ubicado en el anexo de Hualaoyo, distrito del

Tambo, provincia de Huancayo, region Junin a 3280 m.s.n.m. (12°00°50” S; 75°1311”

0).
2.2. Materiales y equipos
Los materiales y equipos se detallan a continuacion:
Tabla 2.1
Materiales y equipos
Item Fases de la investigacién Materiales
1  Fase de busqueda de informacion Materiales de oficina
Libro de registros
) Fase de seleccidn y traslado de animales  Guantes de palpacion
a la EEA Santa Ana Vaselina
Pinturas
3 Fase de adaptacion de los animales al Alimento para los animales
sistema semi intensivo. Cuaderno de registros
Hormonas
Ecografo
4 Fase del tratamiento superovulatorio Transductor rectal
Jeringas y agujas
Alcohol y algoddn
Guantes de palpacion
.. .. Ecografo
Fase de recuperacion y evaluacion de
5 Transductor rectal

embriones

Catéter Foley 14 fr y mandril
Sifon de 50 ml




Medios de lavado y mantenimiento
Estereoscopio y platina térmica
Placas Petri

Jeringas y agujas

Micropipetas y puntas

Pistola de transferencia
Camiseta sanitaria

Funda de transferencia

Vaselina liquida

Papel toalla

Suero fisiologico

Pajilla de embrién

Lidocaina

Guantes de palpacion rectal
Jeringas

Corrales

Pinturas

Libro de registros

Alpacas machos vasectomizados
Guantes de palpacion

6 Fase de transferencia de embriones

7 Fase de diagnostico de prefiez

Ecografo
Fase de procesamiento y elaboracion del Materiales de oficina:  Computadora,
informe fotocopias, papeles

Fuente: elaboracion propia.

2.3.  Problema especifico
¢Cudl es la tasa de prefiez de embriones frescos y desvitrificados de alpacas

transferidos en alpacas y Illamas mantenidos bajo el sistema de crianza semi intensivo?

2.3.1. Poblaciény muestra

La Estacién Santa Ana cuenta con una poblacién aproximada de 3 mil alpacas y
800 llamas que estan distribuidas en diferentes dos puntas: punta de machos y punta de
hembras. La muestra para el presente trabajo fue de 20 alpacas donadoras y 40 hembras

receptoras entre alpacas y llamas.

2.3.2. Seleccion de animales
a) Donadoras
Se seleccionaron veinte alpacas hembras para este estudio; dieron a luz de tres a

seis crias durante la temporada reproductiva, cuando pesaban un promedio de cincuenta
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kilogramos cada una, y se encontraban en medio de su fase de lactancia. Los animales
donantes se eligieron en funcion de su estado de salud (cc=2,75, intervalo de 1 a 5),
coloracion y actividad ovérica. Se utilizd palpacion rectal para evaluar la amplitud
pélvica; se extrajeron alpacas que eran demasiado delgadas para ser palpables. Todas las
donantes cumplieron con los criterios para los programas de transferencia de embriones,
que incluyen tener buena salud fisica y mental y no padecer ninglin trastorno

reproductivo.

b) Receptoras

e Alpacas: Se seleccionaron 22 alpacas hembra como receptoras, con 3 a 6
partos y en estado de lactacion. Para su seleccién se tomd en cuenta la
condicion corporal de 3-3.5 (en un rango de 1-5), estado reproductivo (vacias),
amplitud pélvica promedio de 15.7 cm y en época reproductiva. Apropiado
para programas de transferencia de embriones; es decir, con buena salud fisica
y mental, desprovisto de cualquier trastorno reproductivo y con una anatomia
y fisiologia del sistema reproductivo normal y suficiente.

e Llamas: Elegimos 18 Ilamas hembras lactantes que habian dado a luz entre
tres y seis veces. El estado reproductivo, la actividad ovarica y la salud general
de los animales se consideraron a lo largo de su proceso de seleccion.
Apropiado para programas de transferencia de embriones; es decir, con buena
salud fisica y mental, desprovisto de cualquier trastorno reproductivo y con una

anatomia y fisiologia del sistema reproductivo normal y suficiente.

2.3.3. ldentificacion
La identificacion de las donadoras y receptoras se realizé mediante el uso de aretes

con su respectivo codigo numérico.

2.3.4. Alimentacion
Los animales recibieron una alimentacion bajo un sistema semi intensivo, con
pasto asociado en los terrenos de la Estacion Experimental Santa Ana, y se alterné con

alfalfa y avena forrajera en los corrales.

2.3.5. Tratamiento pre experimental
Un mes previo al inicio del tratamiento superovulartorio se realizo la seleccion

para las donadoras y las receptoras, que consiste en un examen general, asi mismo, se
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hizo una evaluacion del grado de estrechez de la pelvis, puesto que solo se consideraron
a las hembras con buena amplitud pélvica. Posterior a la seleccion se formaron 4 grupos

de 6 alpacas por dia de tratamiento.

Para elegir a las receptoras a transferir se evaluo la respuesta al tratamiento mas

la condicion corporal del animal.

2.3.6. Tratamiento superovulatorio
Las alpacas donantes fueron sometidas al tratamiento superovulatorio segun el

protocolo establecido en la tabla 2.2.

Tabla 2.2
Protocolo de tratamiento superovulatorio
Dia Actividad
Observacion de la receptividad de la hembra.
Dia 0 Induccién a la ovulacion (mediante monta con machos
vasectomizados y aplicacion de GnRH). Administracion de
Gestar acetato de buserelina 0.084 mg (2 ml)
Dia 2 Aplicacion de eCG. 1000 Ul
Dia7 Aplicacion de PGF. 0.25 mg de cloprostenol sédico
Dia 8 (dia 0 edad embrién)  Primer empadre y aplicacion de GnRH (pm).
Dia9 Segundo empadre (am).
Dia 15 Colecta de embriones donadoras (am).

(6.5 dias edad del embrién)  Transferencia de embriones (am) a hembras receptoras.

Fuente: Vivanco et al, (2011)

El protocolo se inici6 evaluando la receptividad foliculo preovulatorio mayor o
igual a 8.0 mm, para luego inducir la ovulacion con la aplicacion de GnRH y empadre
con machos vasectomizados; el dia 2 del tratamiento se aplic6 eCG para iniciar la
superovulacién aprovechando la fase luteal natural (Vivanco et al.,2011); el dia 7 se cort6
la fase luteal con la aplicacion de PGF»,,; al dia 8 se indujo la ovulacion con el primer
empadre natural con machos enteros seleccionados y con la aplicacion de GnRH post
copula; al dia 9 (36 horas después) se realizo el segundo empadre. Posteriormente el dia
15 (6.5 dias post primer empadre) se procedié a la coleccion de embriones de alpacas
donantes, y su respectiva transferencia a las hembras receptoras (alpacas y llamas para el

presente trabajo de investigacion).
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2.3.7. Tratamiento hormonal de receptoras
Las alpacas y llamas receptoras fueron sometidas al siguiente tratamiento

hormonal para prepararlas a recibir los embriones.

Tabla 2.3
Protocolo de tratamiento para receptoras para alpacas y llamas
Dia Actividad
Dia0 Induccién con macho vasectomizado + aplicacion de GnRH
Dia 6.5 Transferencia de embriones

Fuente: Vivanco et al, 2011

El tratamiento hormonal para las hembras receptoras se inicié con la induccion a
la ovulacién con la simulacion del empadre utilizando machos vasectomizados, se sabe
que hay hembras que pueden estimular su ovulacion desde la sola presencia del macho y
otras pueden necesitar de una monta prolongada. Al finalizar esta induccion se les aplico
GnRH en una dosis de 0.0084 mg. Pasados 6.5 dias estas hembras presentaron cuerpo
luteo de buena calidad con un tamafio promedio de 10 mm, con buena visualizacién al
ecografo, que es ideal para realizar la transferencia del embrion por el método
transcervical. Los embriones colectados de grado 1 fueron vitrificados inmediatamente y
mantenidas en nitrogeno liquido en un minimo de 3 horas, para luego ser transferidos a
las receptoras.

Figura 2.1
Método simplificado de la investigacion

r
pm
ler empadre
D Q Teceptiva +
0 i i GnRH
vasectomizado
N T am Colecta embriones
A -
D GnRH eCG PG 2do empadre de 6.5 dias
o
R
A
5
Dia : : : : : E.Ir : :
- 6 2.0 15 30
R
E
C
E
d Ovasecomizado Transeferencia de Deteccion de prefiez Confirmacion de
: e emmine o
R rafia
A
5
\

Fuente: Vivanco et al., (2011)
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Ocho dias antes se administr6 GnRH para estimular a las alpacas y llamas a liberar
la hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculoestimulante (FSH). Posteriormente,
durante dos dias seguidos, se realiz6 una ecografia en la que se administro eCG. Después
de cinco dias, se administro PG. En el dia cero se administré6 GnRH para que en el dia 6.5
se llevara a cabo la poscopula, y las especies animales se sometieron a una ecografia.
Entre los dias 20 y 30 se realiz6 un diagnostico de prefiez y, finalmente, entre los dias 60

y 90 se procedio a realizar la evaluacion in vitro.

2.3.8. Recuperacion de embriones

e Luego de una evaluacion ecografica, los embriones se recolectaron mediante una
técnica no invasiva conocida como transferencia transcervical (Vivanco et al.,
2011).

e Un catéter con balon Foley 14 fr de dos vias y 5 cc (Bioniche Animal Health, Inc.)
se inserto en el cuerno uterino usando un mandril y luego se llend con 8 a 10 ml
de solucion fisiologica, dependiendo de la luz del cuerno uterino.

e Después de que el catéter estuvo bien colocado, se conectd a una jeringa de 50 ml
con un volumen de lavado de 30 a 40 ml. Esto se repitié de cuatro a cinco veces,
masajeando suavemente todo el cuerno después de cada lavado.

e Los embriones se recogieron usando un medio que incluia medio de lavado al
10% suplementado con Solucion de Ringer Lactato.

e Lacapacidad de respuesta embrionaria se definié como la cantidad de embriones
viables recuperados de cada donante hembra lavada.

e Se vitrificaron los embriones de grado |

2.3.9. Vitrificacion y desvitrificacion de embriones
a) Vitrificacion
1. Preparacion inicial
e Se clasificaron los embriones en medio Buffer Fosfato Salino (MDPBS) y se
mantuvieron a 23°C.
e Se entibiaron las soluciones medio de mantenimiento (MM), solucién de
vitrificacion 1 (SV1) y solucion de vitrificacion (SV2) en platina caliente

durante 3-4 minutos para equilibrar los medios.
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. Distribucién de soluciones

En una placa de 4 hoyos que reposaba sobre una platina caliente, se
distribuyeron las soluciones de la siguiente manera:

Hoyo 1: 800 pl de MM.

Hoyo 2: 800 pl de MM.

Hoyo 3: 1000 ul de SV1.

Hoyo 4: 1000 pl de SV2.

. Transferencia de embriones

Se colocaron los embriones en el Hoyo 1 usando pipetas de 10 pl.

Después de 1 minuto, se transfirieron los embriones al Hoyo 2 con la pipeta de
10 pl.

. Preparacion de gotas de SV2

Se llen6 una caja de poliestireno con NL, el nivel era més alto que la longitud
de los goblets.

Con el SV2 del Hoyo 4, se hizo una gota de 20 pul en la superficie de la placa

de 4 hoyos.

. Vitrificacion de embriones en grupo

Se transfirieron del Hoyo 2 al Hoyo 3 (SV1) hasta 6 embriones a la vez usando
una pipeta de 10 pl.

Después de 30 segundos, se transfirieron los embriones a la gota de 20 pl de
SV2.

. Transferencia final a la Open Pulled Straw (OPS)

Se llen6 la pipeta con medio SV2 mas los embriones y se expulsaron
lentamente, se aspiraron de nuevo y se expulsaron nuevamente.

Se aspiraron secuencialmente cada embrion en un volumen bajo de alrededor
de 2 pl y se hizo una pequefia gota al costado izquierdo de la gota de 20 pl.

Se toco la pequefia gota con la parte de menor didmetro de la OPS mantenida

a un angulo de 30 grados.
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Inmersién en nitrégeno liquido (NL)

Se sumergi6 la OPS en el NL, primero casi horizontal y luego vertical.
Se pusieron las OPS dentro de los goblets pequefios usando los forceps.
Se cerr el goblet con un pedazo de papel de toalla enrollado.

Se coloco el goblet chico dentro del grande y se transfirié al tanque de NL.

. Cambio de medio

Antes de cada nuevo ciclo de vitrificacion, se cambid el medio de la gota de 20
pl.

b) Desvitrificacion (calentamiento post-vitrificacion)

1.

Preparacion de soluciones

En una placa de 4 hoyos, se distribuyeron los siguientes medios entibiados a
38.5°C:

Hoyo 1: 800 pl MM + 400 pl MS.

Hoyo 2: 800 pl MM + 400 pl MS.

Hoyo 3: 800 pl MM + 200 pl MS.

Hoyo 4: 800 pl MM.

. Descongelacién de OPS

Se puso el Hoyo 1 de la placa de 4 hoyos en el campo 6ptico del microscopio.
Se selecciond una OPS y se calent6 el cuello con los dedos antes de remover el
plug.

Se saco la OPS del NL evitando sostenerla en direccion a los ojos.

Después de 3 segundos, se sumergio la OPS en el Hoyo 1 a un angulo de 30 a
45 grados.

. Transferencia de embriones

Inmediatamente después de que el SV2 dentro de la OPS se disolvid, se cerrd
la punta abierta de la OPS con el dedo indice.

Se transfirieron los embriones al Hoyo 1y luego al Hoyo 2.

Después de 5 minutos, se transfirieron al Hoyo 3.

Después de otros 5 minutos, se transfirieron al Hoyo 4.
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e Los embriones fueron transferidos a gotas de MDPBS y de alli a pajuelas o

catéteres de transferencia.

2.3.10. Transferencia de embriones intra e interespecifica y diagnostico de prefiez

a) Técnica de transferencia de embriones utilizada

La técnica de transferencia de embriones se realizo de la siguiente manera:

 Inicialmente de colocé un tranquilizante a cada receptora, para lo cual se utilizd
xilacina al 2% por via IM a dosis de 1ml en alpacas y 2ml en llamas.

e Seguidamente se colocé anestesia epidural, para lo cual se les administro
Lidocaina al 2% en dosis de 1ml en alpacas y 2 ml en llamas.

o La transferencia se realizo a través de la via vagino-cervical; para asegurar la
correcta colocacion del embrion se introdujo la mano a través del recto para
fijar la cérvix, lo cual permitio una localizacion precisa dentro del utero.

e Se depositd el embrion con la pistola de transferencia, en la porcién craneal del
cuerno uterino, ipsilateral al cuerpo luteo; el tiempo de duracion de la
transferencia por alpaca una vez cargada la pistola de transferencia dur6 en
promedio 15 segundos. Sélo se transfirieron a las receptoras que tenian un

cuerpo luteo con un diametro mas de 10 mm promedio.

b) Descripcion de la transferencia intra especifica e interespecifica
La transferencia de embriones intra especifica (embrion de alpaca y receptora
alpaca) se realizé en 22 ejemplares, de los cuales 10 fueron embriones frescos y 12

embriones desvitrificados.

En el caso de la trasferencia de embriones inter especifica (embriones de alpacas

y receptora llama) se realiz6 la transferencia de 10 embriones frescos y 8 desvitrificados.

Los embriones vitrificados fueron de grado | y los embriones frescos fueron de
grado | y 1l segun la clasificacion de Tybari et al, (2015). Se transfirieron los embriones

frescos y desvitrificados en MDPBS.

c) Diagndstico de prefiez
El diagndstico de prefiez se realiz6 15 dias posteriores a la transferencia de

embriones utilizando machos vasectomizados, esto consiste en introducir los machos
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vasectomizados donde las hembras transferidas, al entrar en contacto las hembras que no
prefiaron se mostraron aun receptivas mientras que las alpacas prefiadas rechazaron y
huyeron a la presencia del macho. Posteriormente a los 30 dias se hizo la confirmacion

de la prefiez es con el uso de un ecdgrafo.

2.3.11. Coleccion de datos
Luego de recopilar datos desde el inicio del proceso (seleccion de donante y
receptora), continuando con la terapia superovulatoria, la recoleccion y transferencia de

embriones y el diagndstico de prefiez, evaluamos cada criterio.

2.3.12. Criterios de evaluacion

Los embriones se evaluaron y clasificaron segun la clasificacién realizado por
Tibary et al, (2015) y también se tuvo en cuenta los criterios de la Sociedad Internacional
de Tecnologia Embrionaria (IETS) haciendo una extrapolacion de los bovinos a los

camélidos sudamericanos.

a) Tasa de prefiez de la transferencia de embriones frescos
La transferencia se realizé con embriones frescos, por método no quirdrgico, el
namero de receptoras vario de acuerdo a la cantidad de embriones colectados, los cuales

fueron transferidos a las alpacas y a las llamas.

Luego de transferidos se realizd la deteccién de prefiez a los 15 dias con machos
vasectomizados, y al mes con ecografo para poder sacar la tasa de prefiez entre ambas

especies.

b) Tasa de prefiez de la transferencia de embriones desvitrificados
La transferencia se realizd con embriones desvitrificados por método no
quirdrgico tratando de destinar la misma cantidad de alpacas y llamas para recibir los

embriones.
Se realizo la deteccion de prefiez a los 15 dias con machos vasectomizados, y al

mes con ecdgrafo para poder sacar la tasa de prefiez entre ambas especies (alpacas y

Ilamas).
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2.4.  Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico consistié en realizar la prueba exacta de Fisher con un
nivel de significancia de 5%, para comparar las tasas de prefiez logradas mediante las
transferencias de los embriones frescos frente los desvitrificados, asimismo la interaccion

intra e interespecifica con embriones frescos y desvitrificados.
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CAPITULO 11l
RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion, se presenta los resultados de la investigacion:

3.1. Determinacidn de la tasa de prefiez intraespecifica mediante transferencia de

embriones de alpaca frescos y desvitrificados en receptoras alpacas

Tabla 3.1

Tasa de prefiez en alpacas por transferencia de embriones frescos y desvitrificados
Embrion Alpacas N Alpacas Prefadas % Prefiez
Fresco 10 3 30.00?
Desvitrificado 12 0 00.00?

ab | etras diferentes en la misma columna muestran diferencias significativas (p=0.078) a la prueba exacta
de Fischer.

En la tabla 3.1, la tasa de prefiez que se obtuvo mediante transferencia de
embriones frescos y desvitrificados en receptoras alpacas fue del 30% y 00.0%,
respectivamente. Estos resultados sometidos a prueba exacta de Fisher: Valor p = 0.078
no muestran diferencia estadistica. Un valor p de 0.078 indica que hay una probabilidad
del 7.8% de que la diferencia observada se deba al azar, que esta cerca del umbral
convencional de 0.05, recomendado para este trabajo. Algunos investigadores
considerarian esto como una tendencia hacia significancia y no descartarian la posibilidad
de una diferencia real. Es decir, en el sentido estricto, todavia indica una diferencia que
podria ser relevante en un contexto practico, especialmente con el tamafio de muestra
pequefio. Debemos considerar el contexto bioldgico y las implicaciones practicas que es

lo méas importante al interpretar estos resultados.

Los resultados obtenidos con la transferencia de embriones frescos son menores a

lo obtenido por Pérez et al. (2019) donde reportan una tasa de prefiez del 67.6% (25/37)



tras la transferencia de embriones a los 8 dias al cuerno uterino ipsilateral, de donadoras
alpacas a receptoras alpacas, sin tomar en cuenta la clasificacion de los embriones. Segln
Vaughan (2012), sugiere que la diferencia entre una transferencia a los 6 dias vs 8dias
podria ser una causa de este detrimento de la fecundidad, dado que sus resultados fueron
16.7% (11/663) y 44.2% (140/317) respectivamente.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo son inferiores a los obtenido por
Quispe (2018), donde se transfirieron embriones frescos de alpacas transferidos a
receptoras alpacas donde se obtuvo una tasa de prefiez del 57.14%, probablemente esta
diferencia se deba a que este autor utiliz6 embriones superiores a 3mm de didmetro,
presumiblemente superiores al nuestro, que no se tuvo en cuenta para la transferencia.
Empero, otros trabajos sugieren que el didmetro de los embriones (1.89 £0.92 mm) no
influye sino mas bien a la calidad del embrién (grado I y 1) y la condicién corporal.
(Pérez et al., 2019).

En discordancia los resultados son superiores al trabajo realizado por Palomino et
al. (2018) en el cual refieren una tasa de prefiez significativamente menor del 16.67%
(1/6) en un estudio realizado en Canada, donde los embriones de alpacas fueron
transferidos a alpacas receptoras también a los 8 dias después de la GnRH. El diagndstico
de la prefiez se realizé mediante ecografia a los 60 dias post-transferencia. Esta baja tasa
de prefiez sugiere posibles limitaciones o diferencias en la técnica utilizada, el manejo de

los embriones o las condiciones ambientales, que podrian influir en los resultados.

Los resultados con embriones desvitrificados son similares a los resultados del
estudio de Vasquez et al. (2007) donde sugiere que la transferencia de embriones
desvitrificados en alpacas no logré generar tasas de prefiez satisfactorias 00.00% (0/8), a
pesar de la excelente calidad morfoldgica de los embriones utilizados. Este resultado
desafia la idea de que la morfologia del embrion es el Unico factor determinante para el
éxito de la gestacidn después de la transferencia. Este hallazgo resalta la complejidad de
la transferencia de embriones y sugiere que la calidad morfoldgica por si sola puede no

ser suficiente para garantizar el éxito de la gestacion.

Otros estudios exploraron la viabilidad de embriones de camélidos sometidos a

criopreservacion, enfocandose en la vitrificacion como técnica predominante. Vasquez
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(2008) determind que, en embriones de llamas, la vitrificacién conserva la morfologia
embrionariay se asocia con tasas de prefiez del 16.67% (2/12), sugiriendo que esta técnica
podria ser méas eficiente que la congelacion lenta 0% (0/11), aunque sin diferencias
estadisticamente significativas. En este mismo estudio los resultados sugieren que la
vitrificacion proporciona una ventaja significativa en la reexpansion embrionaria, con una
tasa del 75% en comparacion con el 57.14% observado en los embriones sometidos a
congelacion lenta; aunque esta diferencia no se reflejo en una variacion estadisticamente
significativa en las tasas de prefiez. EI mayor indice de reexpansion indica que la
vitrificacién podria ser mas efectiva en la preservacion de la integridad celular y la
viabilidad embrionaria en llamas. Por otro lado, Vasquez (2007), al implementar un
protocolo similar en alpacas, observo que, aunque los embriones conservaron una buena
morfologia después de la vitrificacion, no se obtuvo ninguna prefiez tras la transferencia.
Esta disparidad entre las especies sugiere que, aunque la vitrificacion es eficaz para
mantener la calidad morfoldgica de los embriones, pueden existir factores adicionales que

afectan su viabilidad, especialmente en alpacas.

Otros estudios de accién intraespecifica de camélidos sudamericanos han sido
realizados por Trasorras et al., (2010) donde se usé embriones frescos de llamas
transferidos en receptoras llamas, el lugar de la trasferencia de embriones influyé en las
tasas de prefiez, asi, este trabajo mostré una mejor proporcion de gestacion cuando se
transfirieron "lzquierda-Ipsilateral”, con una tasa de prefiez del 50% (5/10). Aunque no
se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (p = 0.4728),
este grupo tuvo el rendimiento més alto en términos de gestacién. Sin embargo, es
importante destacar que el tamafio muestral de cada grupo fue limitado, lo que podria
influir en la significancia estadistica de las diferencias observadas. Estos datos son
corroborados por Carnero et al., (2011) en un trabajo similar con embriones frescos de
llamas de calidad grado I transferido a 43 llamas receptoras el grupo “cuerpo liteo en
ovario izquierdo y transferencia ipsilateral” presento una mayor tasa de prefiez 75%
(12/15) frente a los demas grupos (p<0.05). Los resultados del presente trabajo también
son menores a los obtenidos por Pacheco et al., (2021) cuando se transfirieron embriones
de llamas frescos a receptoras Ilamas, se obtuvo una tasa de prefiez 56.4% (22/39) con
ovulacion simple y 56% (28/50) de tasa de prefiez con superovulacion, en época

reproductiva asi como en época no reproductiva, en este trabajo la transferencia de
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embriones se realiz6 en el dia 8, a pesar de realizar la transferencia de en el cuerno

izquierdo, independientemente de la ubicacion del cuerpo ldteo.

3.2.  Determinacion de la tasa de prefiez interespecifica mediante transferencia de

embriones de alpaca frescos y vitrificados en receptoras llamas

Tabla 3.2
Tasa de prefiez en llamas por transferencia de embriones frescos y desvitrificados de alpaca
Embrion Alpacas N Llamas Prefiadas % Prefiez
Fresco 10 3 30.00%*?
Desvitrificado 8 3 37.50%*?

ab | etras diferentes en la misma columna muestran diferencias significativas (p>0.05) a la prueba
exacta de Fischer.

La tasa de prefiez obtenida mediante transferencia de embriones frescos y
desvitrificados en receptoras llama, fueron de 30.00% y 37.50%, respectivamente, como
se muestra en la tabla 3.2. Estos resultados sometidos a prueba exacta de Fisher: Valor
p>0.05 no muestran diferencia estadistica.

Los resultados con embriones frescos transferido en el dia 6.5 pos copula (machos

enteros) son similares a lo obtenido por Pacheco et al., (2016) quien obtuvo 33.3%.

Los resultados del estudio indican una diferencia notable en las tasas de prefiez
segun el dia de transferencia post induccién de ovulacion. Las Ilamas receptoras en las
que se transfirieron embriones de alpaca el dia 7 post induccién de ovulacion mostré una
tasa de prefiez del 33.3% (2/6), mientras que aquellas que recibieron los embriones de
alpaca el dia 6 presentaron una tasa de prefiez significativamente menor del 11.1% (1/9).
Este hallazgo sugiere que el entorno uterino es mas receptivo al embridn en el dia 7 post
induccion de ovulacién, lo que puede estar relacionado con el desarrollo endometrial y la

sincronizacion del embrion con el Gtero.
La utilizacién de embriones de grado | y 1l asegura que los resultados no se vean

sesgados por la variabilidad en la calidad embrionaria. A pesar de esto, la variacion en las

tasas de prefiez entre los dias 6 y 7 post induccién de ovulacion indica que la calidad del
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embrion no es el Unico factor critico para el éxito de la prefiez. La sincronizacion entre el

embrion y el ambiente uterino parece ser un factor determinante.

La investigacion de Cassa (2018) sobre la transferencia de embriones
desvitrificados de alpacas transferidos en llamas revela tasas de prefiez relativamente
bajas, con un 13.04% (3/23) de éxito general. Sin embargo, un analisis mas detallado de
los datos muestra que la calidad de los embriones juega un papel crucial en los resultados
de la prefiez. Las llamas receptoras que fueron transferidas con embriones de alta calidad
presentaron una tasa de prefiez significativamente mayor del 60% (3/5), en comparacion
con aquellos de calidad buena o regular. Esta observacion refuerza la importancia de la
clasificacion de los embriones después de la desvitrificacion, sugiriendo que la calidad
morfoldgica del embrion es un factor determinante en la viabilidad y el éxito de la

implantacion.

Pérez et al., (2019) transfirieron embriones de alpacas a llamas, y lograron tasa de
prefiez del 66.7% (24/36), una cifra significativamente alta en comparacion con este
estudio. Este éxito sugiere que la transferencia en el dia 8 post ovulacion, junto con las
técnicas de sincronizacion y transferencia utilizadas, son altamente efectivas. Este estudio
muestra la importancia del momento de transferencia. de transferir en el dia 8 y no
discriminar entre la calidad de los embriones parece haber mejorado los resultados

significativamente.

Los resultados del estudio indican una diferencia notable en las tasas de prefiez
segun el dia de transferencia post induccion de ovulacion. Las Ilamas receptoras en las
que se transfirieron embriones de alpaca el dia 7 post induccién de ovulacion mostré una
tasa de prefiez del 33.3% (2/6), mientras que aquellas que recibieron los embriones de
alpaca el dia 6 presentaron una tasa de prefiez significativamente menor del 11.1% (1/9).
Este hallazgo sugiere que el entorno uterino es mas receptivo al embridn en el dia 7 post
induccidn de ovulacién, lo que puede estar relacionado con el desarrollo endometrial y la

sincronizacion del embrion con el Gtero.

Cabe mencionar que en otros trabajos similares Huanca T. et al., (2015),
obtuvieron un 60% de tasa de prefiez; pero se realizd la transferencia de 2 embriones por

receptora, uno de calidad excelente y uno regular.
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En otros trabajos sugieren que la tasa de prefiez interespecie (alpaca donadora,
Ilama receptora) no influye el tamafio de los embriones (1.89 £0.92 mm) sino la calidad

del embridn, asi como la condicion corporal (2 y 3) (Pérez et al., 2019).

Los resultados con embriones desvitrificados son superiores a los resultados
obtenidos por Cassa (2018) donde encontr una tasa de prefiez del 13.04% (3/23) al
transferir embriones desvitrificados en Ilamas receptoras. Notablemente, las llamas que
quedaron prefiadas recibieron embriones clasificados como de alta calidad, con una tasa
de éxito del 60% (3/5) para estos embriones en particular. Este hallazgo refuerza la
importancia de la calidad del embridn post-desvitrificacion, pero también sugiere que, en
[lamas, hay una mayor probabilidad de éxito si los embriones son de alta calidad después

del proceso de desvitrificacion.

3.3.  Analisis de la accion de la prefiez intra e interespecifica de embriones frescos

Tabla 3.3
Accidn intraespecifica e interespecifica sobre la tasa de prefiez por transferencia de embriones

frescos de alpaca

Especie receptora N Prefiadas % prefiez
Alpaca (Intraespecifica) 10 3 30.00%?
Llama (Interespecifica) 10 3 30.00%*

ab | etras diferentes en la misma columna muestran diferencias significativas (p>0.05) a la prueba exacta de
Fischer.

La tasa de prefiez evaluado como accion intra e interespecifica empleando
embriones frescos transferidos en receptoras alpacas y llamas fueron de 30% en ambas
especies como se muestra en la tabla 3.3. Estos resultados sometidos a la prueba exacta

de Fischer no muestran diferencia estadistica (p<0.05).

La comparacion entre los resultados de prefiez obtenidos en Ilamas y alpacas tras
la transferencia de embriones de alpaca revela mucha importancia practica en el productor
de camélidos sudamericanos en términos de eficacia y respuesta reproductiva. En alpacas,
los estudios muestran tasas de prefiez prometedoras, alcanzando hasta un 67.6% (25/37)
tras la transferencia de embriones frescos ipsilateral a los 8 dias post ovulacion (Pérez et
al., 2019), es probable que en el presente trabajo se obtuvo una menor tasa de prefiez

debido al momento de la transferencia de embridn.
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Sin embargo, son superiores a los resultados de Palomino et al. (2018) reportan
una tasa de prefiez significativamente menor del 16.67% (1/6) en un estudio realizado en
Canada con embriones transferidos el dia 8, lo que sugiere posibles limitaciones o
diferencias en la técnica utilizada, el manejo de los embriones o las condiciones

ambientales.

Como analisis de la accidn interespecifica, los resultados en llamas en el presente
trabajo sugieren tasas de prefiez del 30% cuando se transfirieron en el dia 6.5. Otros
trabajos muestran una dependencia significativa del dia de transferencia post-induccion
de ovulacion, asi Pacheco et al. (2016) encontrd un 33.3% de prefiez al transferir el dia 7
post ovulacién, mientras que la transferencia el dia 6 resultd en una tasa
significativamente menor del 11.1%. Este hallazgo sugiere que el momento de la
transferencia puede ser un factor critico en la receptividad uterina y el éxito de la prefiez

en llamas.

Como resumen de la accion intra e inter especifica con embriones frescos de
alpaca podemos mencionar que nuestros resultados en receptoras alpacas son similares a
lo obtenido por Huanca W. (2006b), Vaughan J., (2012), mientras que en receptoras
[lamas son similares a los obtenido por Huanca T. et al., (2015). Esto se debe
probablemente a la similitud filogenética y embrioldgica en ambas especies (Nowshari et
al., 2005).

3.4. Analisis de la accién de la prefiez intra e interespecifica de embriones

desvitrificados

Tabla 3.4
Accién intra e interespecifica sobre la tasa de prefiez por transferencia de embriones

desvitrificados de alpaca

Especie receptora N Prefiadas % Prefez
Alpaca 12 0 0.009%"
Llama 8 3 37.50%?

ab| etras diferentes en la misma columna muestran diferencias significativas (Valor p = 0.049) a
la prueba exacta de Fischer.
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La tasa de prefiez evaluado como accién intra e interespecifica empleando
embriones desvitrificados de alpaca transferidos en receptoras alpaca y llamas fueron de
0.00% y 37.5% respectivamente en ambas especies como se muestra en la tabla 3.4.
Estos resultados sometidos a prueba de comparacion a la prueba exacta de Fischer

muestran diferencia estadistica favorable a las receptoras llama, (p = 0.049).

En cuanto a la accién intraespecifica podemos decir que nuestros resultados son
similares a los resultados de Vasquez et al. (2007), en el cual resalta la complejidad de
este proceso reproductivo. A pesar de la excelente morfologia de los embriones, no se
logrd la gestacion en ninguna de las alpacas receptoras 0.0% (0/8), lo que sugiere que
otros factores, mas alld de la morfologia, podrian influir en la supervivencia y el

establecimiento exitoso de la prefiez.

Por otro lado, los resultados en Ilamas son superiores a lo obtenido por Cassa
(2018) quien presenta resultados al obtener una tasa de prefiez del 13.04% (3/23), con
embriones desvitrificados clasificados en excelente, bueno y regular. Pero nuestros
resultados son inferiores cuando las llamas receptoras que resultaron prefiadas fueron
aquellas que recibieron embriones desvitrificados de alta calidad 60% (3/5), lo que
sugiere que la calidad del embrién desempefia un papel crucial en el éxito de la

transferencia.

Valorando la llama como receptora de embriones de alpaca por su alta relacion
filogenética y su rusticidad, que le da fortaleza manifiesta en su aparato reproductor para
albergar un embrion de una especie distinta, y ain no descrito, pero podria también

concebir embriones de otros congéneres camélidos.
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CONCLUSIONES

La prefiez intraespecifica mediante transferencia de embriones de alpaca frescos y
desvitrificados en receptoras alpacas resultd en una tasa de prefiez del 30% (3/10),
mientras que la transferencia de embriones desvitrificados no resulté en ninguna
prefiez 0.00% (0/12).

La tasa de prefiez interespecifica mediante transferencia de embriones de alpaca
frescos y vitrificados en receptoras llamas mostraron tasas de prefiez comparables.
Se observd una tasa de prefiez del 30.00% (3/10) y 37.50% (3/8) para los embriones

frescos y para los embriones desvitrificados, respectivamente.

La accion intraespecifica e interespecifica por transferencia de embriones frescos no
mostro diferencias significativas en las tasas de prefiez entre llamas y alpacas cuando
se transfirieron embriones frescos, la especie receptora (alpaca o llama) no influyé
significativamente en la tasa de prefiez observada. Ambas especies mostraron una
tasa de prefiez del 30.00% (3/10).

La accion intra e interespecifica sobre la tasa de prefiez por transferencia de
embriones desvitrificados no mostr6 diferencia significativa en las tasas de prefiez
entre llamas y alpacas cuando se transfirieron embriones desvitrificados. La tasa de
prefiez en llamas fue del 37.50% (3/8), mientras que en alpacas fue del 0.00% (0/12).



RECOMENDACIONES

Continuar perfeccionando protocolos de vitrificacion de embriones de alpacas, ya
que parece una alternativa viable para lograr prefieces mediante la transferencia de

embriones.

Aumentar el numero de embriones transferidos para lo cual es necesario aumentar el

nlimero de receptoras.

Considerar a la llama como receptora de embriones de alpaca en proximos trabajos
de transferencia de embriones en camélidos ya que tiene compatibilidad embrionaria

interespecifica.
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ANEXOS



Anexo 1. Panel fotografico

Foto 2. Seleccion de donadoras a traves de palpacion rectal
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Foto 3. Identificacion de especies seleccionadas

Foto 4. Régimen alimentario de animales seleccionados
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Figura 6. Hembras del tratamiento super ovulatorio receptivas
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Foto 7. Empadre controlado de hembras

Foto 8. Empadre de receptoras para induccion de ovulacién con macho vasectomizado
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Foto 9. Lavado embrionario via transcervical

Foto 10. Lavado embrionario via transcervical
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Foto 12. Diagnostico de prefiez mediante ecografia
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Anexo 2. Registros de produccion de embriones por superovulacion con ECG

Anexo 2.1. Resultados obtenidos en alpacas donadoras de embriones durante trabajo de investigacion

CARACTERISTICAY  INDUCCION PMSG PGF ler EMP (induccién) 2do EMP LAVADO (RECUPERACION EMBRIONARIA)

§ E S FECHA GnRH ESTRUCTURAS Hora de Estructuras colectadas | TOTAL

=2 = FECHA HORA Ul | FECHA HORA | FECHA MACHO INICIO FIN Ap.(GnRH)| FECHA MACHO INICIO FIN FECHA 1ZQUIERDO DERECHO

8[%] € | ooomm fol oL ol c O Ot lavadoecisto mérula nt

g g ol 0l astocisto morula Intr.
1 15577 C.Claro  09-mar 17:37 11-mar  17:10 700 16-mar 17:.05 17-ene 346 18:44 19:03 19:04 18-mar 346 08:14 08:20 24-mar 0 5 0 5 0 10 11:30 0 0 0 0
2 13 567 Café 09-mar 17:35 11-mar 17:12 700 16-mar 16:59 17-ene 498 18:21 18:36 18:29 18-mar 498 07:57 08:20 24-mar 0 3 1 4 1 7 13:17 2 0 0 2
3 9505 LF 07-mar 17:17 09-mar  17:08 700 14-mar 16:47 15-mar 426 17:00 17:19 17:09 16-mar 426 06:23 06:36 22-mar 0 5 2 4 2 9 10:46 0 0 0 0
4 7615 C.Claro 07-mar 17:15 09-mar  17.07 1000 14-mar 16:45 15-mar 466 17:04 17:11 17:38 16-mar 466 06:20 06:38 22-mar 1 4 0 5 1 9 10:07 5 0 0 5
5 4257 C.rojizo  06-mar 17:38 08mar  17:04 1000 13-mar 17:59 14-mar 336 17:06 17:20 17:16 15-mar 336 06:16 06:29 21-mar 0 4 0 3 0 7 10:28 5 1 0 6
6 16 597 Blanco 09-mar 17:38 11-mar  17:05 1000 16-mar 17:04 17-ene 486 17:30 17:53 17:50 18-mar 486 06:49 06:59 24-mar 3 2 4 2 7 4 15:07 0 0 10 10
7 12 519 Negro 09-mar 17:34 11-mar  17:09 1000 16-mar 17:00 17-ene 740 17:38 17:59 18:01 18-mar 740 07:02 07:22 24-mar 0 6 1 4 1 10 09:44 0 0 0 0
8 19595 LF 10-mar 17:16 12-mar  16:41 1000 17-mar 17:09 18-ene s/a 17:35 17:31 17:42 19-mar 426 06:37 06:52 25-mar 1 1 0 5 1 6 10:55 0 0 0 0
9 2571 C.rojizo 06-mar 17:36 08-mar 17:06 700 13-mar 17:55 14-mar 472 17:11 17221 17:31 15-mar 472 06:16 06:36 21-mar 1 2 1 3 2 5 12:42 5 0 1 6
10 21 611 Blanco  10-mar 17:19 12-mar  16:41 700 17-mar 17:08 18-ene s/a 17:21 17:31 17:31 19-mar s/a 06:33 06:55 25-mar 2 1 4 2 6 3 11:45 6 0 0 6
11 18 393 Café 10-mar 17:15 12-mar  16:46 700 17-mar 17:13 18-ene s/a 17:35 17:40 17:40 19-mar 470 07:07 07:11 25-mar 1 2 0 2 1 4 09:30 0 0 0 0
12 20 607 C.Claro 10-mar 17:13 12-mar  16:43 1000 17-mar 17:12 18-ene s/a 17:31 19:58 17:49 19-mar 466 06:41 06:52 25-mar 0 6 0 6 0 12 11:30 7 0 0 7
13 5581 Blanco 06-mar 17:39 08-mar  17:08 1000 13-mar 17:57 14-mar s/a 17:14 17:36 17:18 15-mar s/a 06:28 06:49 21-mar 0 5 0 4 0 9 12:18 0 0 0 0
14 8647 Café 07-mar 17:16 09-mar  17:06 700 14-mar 16:45 15-mar 470 17:02 17:18 17:38 16-mar 470 06:33 06:40 22-mar 0 3 0 3 0 6 09:33 4 0 0 4
15 14 637 Café 09-mar 17:36 11-mar  17:08 700 16-mar 17:02 17-ene 472 18:24 18:38 18:31 18-mar 472 07:57 08:07 24-mar 0 5 2 5 2 10 14:05 3 0 2 5
16 10 291 Blanco  09-mar 17:32 11-mar  17:14 1000 16-mar 17:03 17-ene 436 17:29 18:00 17:48 18-mar 436 06:43 06:57 24-mar 4 3 5 1 9 4 10:20 0 0 0 0
17 11 631 C.rojizo  09-mar 17:33 11-mar  17:11 1000 16-mar 17:01 17-ene 500 17:45 18:00 17:56 18-mar 500 07:33 07:44 24-mar 1 6 4 7 5 13 12:11 0 0 0 0
18 6451 Blanco 06-mar 17:40 08-mar  17:01 1000 13-mar 17:56 14-mar 436 17:18 17:36 17:24 15-mar 436 06:21 06:49 21-mar 1 4 1 3 2 7 10:00 1 0 2 3
19 17 227 C.caoba 10-mar 17:10 12-mar  16:44 700 17-mar 17:11 18-ene s/a 17:31 17:40 17:48 19-mar 336 06:37 06:50 25-mar 1 4 0 2 1 6 10:08 2 0 0 2
20 1195 Blanco 06-mar 17:35 08-mar  17:03 700 13-mar 17:53 14-mar 48 17:09 17:29 17:17 15-mar 486 06:16 06:36 21-mar 0 3 0 4 0 7 10:39 0 0 0 0
Sum 16 74 25 74 41 148 40 1 15 56
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Anexo 2.2. Estructuras foliculares y luteales obtenidos en las donadoras

°S= p n°= ESTRUCTURAS
Ne| = | &8 =1 FECHA O.1IZQUIERDO O. DERECHO
S| < S - L . L Folto Clto
o o
1 15 577 C.Claro 24-mar 0 5 (0] 5 (0] 10
2 13 567 Café 24-mar 0 3 1 4 1 7
3 9 505 LF 22-mar 0 5 2 4 2 9
4 7 615 C. Claro 22-mar 1 4 0 5 1 9
5 4 257 C.rojizo 21-mar 0 4 (0] 3 (0] 7
6 16 597 Blanco 24-mar 3 2 4 2 7 4
7 12 519 Negro 24-mar (o} 6 1 4 1 10
8 19 595 LF 25-mar 1 1 0 5 1 6
9 2 571 C.rojizo 21-mar 1 2 1 3 2 5
10 21 611 Blanco 25-mar 2 1 4 2 6 3
11 18 393 Café 25-mar 1 2 0 2 1 4
12 20 607 C. Claro 25-mar 0 6 0 6 0 12
13 5 581 Blanco 21-mar 0 5 0 4 0 9
14 8 647 Café 22-mar 0 3 0 3 0 6
15 14 637 Café 24-mar 0 5 2 5 2 10
16 10 291 Blanco 24-mar 4 3 5 1 9 4
17 11 631 C. rojizo 24-mar 1 6 4 7 5 13
18 6 451 Blanco 21-mar 1 4 1 3 2 7
19 17 227 C. caoba 25-mar 1 4 (0] 2 1 6
20 1 195 Blanco 21-mar [0} 3 (0] 4 (0] 7
ISum 16 74 25 74 41 148
Anexo 2.3. Estructuras embrionarias obtenidos de las donadoras
nsﬂ s g Estructuras colectados
N° = E ol FECHA HORA TOTAL
o = Blastocisto Moérula Intransf.
1 15 577 C.Claro 24-mar 11:30 0 0 0 0
2 13 567 Café 24-mar 13:17 2 0 0 2
3 9505 LF 22-mar 10:46 0 0 0 0
4 7 615 C.Claro 22-mar 10:07 5 0 0 5
5 4 257 C.rojizo 21-mar 10:28 5 1 0 6
6 16 597 Blanco 24-mar 15:07 0 0 10 10
7 12 519 Negro 24-mar 09:44 0 0 0 0
8 19 595 LF 25-mar 10:55 0 0 0 0
9 2 571 C.rojizo 21-mar 12:42 5 0 1 6
10 21 611 Blanco 25-mar 11:45 6 0 0 6
11 18 393 Café 25-mar 09:30 0 0 0 0
12 20 607 C.Claro 25-mar 11:30 7 0 0 7
13 5 581 Blanco 21-mar 12:18 0 0 0 0
14 8 647 Café 22-mar 09:33 4 0 0 4
15 14 637 Café 24-mar 14:05 3 0 2 5
16 10 291 Blanco 24-mar 10:20 0 0 0 0
17 11 631 C.rojizo 24-mar 12:11 0 0 0 0
18 6 451 Blanco 21-mar 10:00 1 0 2 3
19 17 227 C. caoba 25-mar 10:08 2 0 0 2
20 1 195 Blanco 21-mar 10:39 0 0 0 0
Sum 40 1 15 56
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Anexo 3. Resultados de la prueba exacta de Fisher para estimacion de significancia de
tasa de prefiez

Anexo 3.1 Tasa de prefiez en alpacas por transferencia de embriones frescos y
desvitrificados de alpacas

Prueba e IC para dos proporciones

Muestra X N Muestra p
1 3 10 0.300000
2 0 12 0.000000

Diferencia=p (1) -p (2)

Estimacion de la diferencia: 0.3

IC de 95% para la diferencia: (0.0159742; 0.584026)

Prueba para la diferencia =0 vs. #0: Z =2.07 Valor p =0.038

* NOTA * La aproximacion normal puede ser inexacta para muestras pequefias.

Prueba exacta de Fisher: Valor p =0.078

Anexo 3.2 Tasa de prefiez en llamas por transferencia de embriones frescos y
desvitrificados de alpaca

Prueba e IC para dos proporciones

Muestra X N Muestra p
1 3 10  0.300000
2 3 8 0.375000

Diferencia=p (1) -p (2)

Estimacion de la diferencia: -0.075

IC de 95% para la diferencia: (-0.514560; 0.364560)

Prueba para la diferencia =0 vs. #0: Z=-0.33 Valor p =0.738

* NOTA * La aproximacidon normal puede ser inexacta para muestras pequefias.

Prueba exacta de Fisher: Valor p = 1.000
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Anexo 3.2 Accidn intra e inter especifica sobre la tasa de prefiez por transferencia de
embriones frescos de alpaca

Prueba e IC para dos proporciones

Muestra X N Muestra p
1 3 10 0.300000
2 3 10 0.300000

Diferencia=p (1) - p (2)

Estimacion de la diferencia: 0

IC de 95% para la diferencia: (-0.401673; 0.401673)

Prueba para la diferencia=0vs. #0: Z=0.00 Valor p=1.000

* NOTA * La aproximacion normal puede ser inexacta para muestras pequenas.
Prueba exacta de Fisher: Valor p = 1.000
Anexo 3.4 Accion intra e interespecifica sobre la tasa de prefiez por transferencia de

embriones devitrificados de alpaca

Prueba e IC para dos proporciones

Muestra X N Muestra p
1 3 8 0.375000
2 0 12 0.000000

Diferencia=p (1) -p (2)

Estimacion de la diferencia: 0.375

IC de 95% para la diferencia: (0.0395261; 0.710474)

Prueba para la diferencia =0 vs. #0: Z=2.19 Valor p =0.028

* NOTA * La aproximacion normal puede ser inexacta para muestras pequefias.

Prueba exacta de Fisher: Valor p = 0.049
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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo evaluar la eficiencia de la
transferencia de embriones de alpaca frescos y desvitrificados en receptoras alpaca
(intra especifica) y llama (inter especifica) se realizo en la EEA Santa Ana (INIA-Junin)
del distrito de EI Tambo-Huancayo a 3,260 msnm. Se usé 20 donadoras alpacas
hembras, 22 alpacas hembras receptoras y 18 llamas hembras receptoras, las mismas
que estuvieron en un sistema de crianza semi-intensivo. La superovulacién de alpacas se
realizd a partir de la determinacion de presencia de foliculos >8 mm inducidas a
ovulacion mediante empadre con machos vasectomizados. Luego del tratamiento
superovulatorio con 1000 Ul de ECG se realizé la monta con machos enteros. La
colecta de embriones se realizd el dia 6.5 posterior al primer empadre por via
transcervical previa evaluacion de la presencia de cuerpo luteo mediante ecografia. Una
vez evaluados y clasificados los embriones fueron transferidos frescos en receptoras
alpacas y llamas, mientras que otros fueron desvitrificados para su posterior
transferencia. La prefiez se determind a partir de los 15 dias post transferencia por
exposicion al macho y al mes mediante ecografia. Los resultados fueron: la tasa de
prefiez intraespecifica mediante transferencia de embriones de alpaca a receptoras
alpaca con embriones frescos fue de 30% (3/10) y 0.0% con vitrificados (0/12).
Mientras que la tasa de prefiez interespecifica mediante transferencia de embriones de
alpaca en receptoras llamas fueron de 30% con embriones frescos (3/10) y 37.5% con
vitrificados (3/8). Este trabajo concluye que la transferencia de embriones frescos de
alpaca intra e inter especifica es similar con tasas de prefiez del 30%, mientras que con
embriones vitrificados de alpaca se obtuvo mejores tasas de prefiez en la transferencia
interespecifica (en receptoras llama 37.5%, y 0% en receptoras alpaca).

Palabras clave: Transferencia, embriones, vitrificados, prefiez, alpacas y llamas.
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Pregnancy of alpacas (Vicugna pacos) and llamas (Lama glama) with
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m.s.n.m above sea level. - 2016

ABSTRACT

The objective of this research work was to evaluate the efficiency of the transfer of
fresh and devitrified alpaca embryos in alpaca recipients (intra specific) and llama (inter
specific) and was carried out at the EEA Santa Ana (INIA-Junin) in the district of El
Tambo-Huancayo at 3,260 meters above sea level. 20 female alpaca donors, 22
recipient female alpacas and 18 recipient female Illamas were used, all of which were in
a semi-intensive breeding system. Superovulation of alpacas was carried out by
determining the presence of follicles >8 mm induced to ovulation by mating with
vasectomized males. After superovulatory treatment with 1000 IU of ECG, mating was
carried out with whole males. Embryo collection was carried out on day 6.5 after the
first mating by transcervical route after evaluation of the presence of corpus luteum by
ultrasound. Once evaluated and classified, the embryos were transferred fresh into
recipient alpacas and llamas, while others were devitrified for later transfer. Pregnancy
was determined 15 days after transfer by exposure to the male and one month later by
ultrasound. The results were: the intraspecific pregnancy rate by transferring alpaca
embryos to alpaca recipients with fresh embryos was 30% (3/10) and 0.0% with
vitrified embryos (0/12). While the interspecific pregnancy rate through transfer of
alpaca embryos in llama recipients was 30% with fresh embryos (3/10) and 37.5% with
vitrified embryos (3/8). This work concludes that the transfer of fresh intra- and inter-
specific alpaca embryos is similar with pregnancy rates of 30%, while with vitrified
alpaca embryos better pregnancy rates were obtained in the interspecific transfer (in
Ilama recipients 37.5%, and 0% in alpaca recipients).

Keywords: Transfer, embryos, vitrified, pregnancy, alpacas and llamas
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I.  INTRODUCCION

Dado que la cria de ganado es la principal actividad productiva y fuente de ingresos en
las tierras altas andinas, la presencia de la poblacion de alpacas mas grande del mundo
tiene importantes implicaciones socioecondmicas. ElI uso de biotecnologias
reproductivas para adquirir y criar alpacas genéticamente superiores en beneficio de la
zona altoandina ha sido un foco importante de investigacion y desarrollo en las Gltimas
décadas (Miragaya et al., 2006; Vivanco, 2002). Si bien los camélidos han logrado
algunos avances en la domesticacion, todavia queda un largo camino por recorrer antes
de que los humanos conozcan sus rasgos reproductivos Unicos.
Muchos estudios relacionados con las hembras se han centrado en la sincronizacion
folicular, la superovulacion, la recuperacion y transferencia de embriones, la generacion
de embriones in vitro y el método de inyeccidn intracitoplasmatica de espermatozoides.
Estas biotecnologias reproductivas son una herramienta fundamental para la
diseminacion de genes deseables para una alguna caracteristica productiva, en el caso de
los camélidos la finura de fibra.
Al estimular los ovarios de las donantes femeninas e inducir ovulaciones repetidas a
través de terapias hormonales, la transferencia de embriones nos permite aprovechar el
potencial genético de especies superiores. Los embriones recuperados durante los
tratamientos superovulatorios pueden vitrificarse, congelarse, refrigerarse o transferirse
en forma fresca a hembras receptoras que actian como madres sustitutas; esto permite
evaluar la eficacia del tratamiento y al mismo tiempo tener en cuenta la respuesta
embrionaria variable de las alpacas. Receptores como este pueden existir dentro de la
misma especie (accion intraespecifica) o en especies estrechamente relacionadas (accion
interespecifica), como las llamas. Numerosas variables afectan el funcionamiento de la
transferencia de embriones, lo que a su vez afecta el éxito o el fracaso de este
procedimiento reproductivo. Casi poca literatura discute los efectos interespecificos e
intraespecificos de la prefiez en relacion con la frescura o vitrificacion del embrién
trasplantado. Por lo que, nos propusimos como objetivo principal comparar la prefiez
entre alpacas y Ilamas mediante la transferencia de embriones frescos y desvitrificados
de alpaca bajo el sistema semi intensivo en Huancayo a 3260 m.s.n.m.
Por todo lo expuesto, enumero los siguientes objetivos:
1. Determinar la tasa de prefiez intraespecifica mediante transferencia de embriones de
alpaca frescos y vitrificados en receptoras alpacas.
2. Determinar la tasa de prefiez interespecifica mediante transferencia de embriones de
alpaca frescos y vitrificados en receptoras llamas.
3. Analizar la accién de la prefiez intra e interespecifica.
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Il. MATERIALES Y METODOS

2.1. Ubicacion
El presente trabajo se realizd en la Estacion Experimental Agraria Santa Ana, del
Instituto Nacional de Innovacion Agraria, ubicado en el anexo de Hualaoyo, distrito del
Tambo, provincia de Huancayo, regioén Junin a 3280 msnm (12°00°50” S; 75°1311” O).

2.2.

Materiales y equipos

Tabla 2.1
Materiales y equipos

item

Fases de la investigacion

Materiales

1

Fase de bisqueda de informacion

Materiales de oficina

Fase de seleccion y traslado de animales a la
EEA Santa Ana

Libro de registros
Guantes de palpacion
Vaselina

Pinturas

Fase de adaptacion de los animales al sistema
semi intensivo.

Alimento para los animales
Cuaderno de registros

Fase del tratamiento superovulatorio

Hormonas
Ecdgrafo
Transductor rectal
Jeringas y agujas
Alcohol y algodén

Fase de recuperacion y evaluacion de
embriones

Guantes de palpacion

Ecografo

Transductor rectal

Catéter Foley 14 fr y mandril

Sifon de 50 ml

Medios de lavado y mantenimiento
Estereoscopio y platina térmica
Placas Petri

Jeringas y agujas

Micropipetas y puntas

Fase de transferencia de embriones

Pistola de transferencia
Camiseta sanitaria

Funda de transferencia
Vaselina liquida

Papel toalla

Suero fisioldgico

Pajilla de embridn
Lidocaina

Guantes de palpacion rectal
Jeringas

Fase de diagndstico de prefiez

Corrales

Pinturas

Libro de registros

Alpacas machos vasectomizados
Guantes de palpacion

Ecdgrafo

Fase de procesamiento y elaboracion del
informe

Materiales de oficina:

fotocopias, papeles

Computadora,
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2.3. Poblacion y muestra
La Estacion Santa Ana cuenta con una poblacion aproximada de 3 mil alpacas y 800
Ilamas que estan distribuidas en diferentes dos puntas: punta de machos y punta de
hembras. La muestra para el presente trabajo fue de 20 alpacas donadoras y 40 hembras
receptoras entre alpacas y llamas.
2.4. Seleccion de animales
a) Donadoras
Se seleccionaron veinte alpacas hembras para este estudio; dieron a luz de tres a seis
crias durante la temporada reproductiva, cuando pesaban un promedio de cincuenta
kilogramos cada una, y se encontraban en medio de su fase de lactancia. Los animales
donantes se eligieron en funcion de su estado de salud (cc=2,75, intervalo de 1 a 5),
coloracion y actividad ovarica. Se utilizé palpacion rectal para evaluar la amplitud
pélvica; se extrajeron alpacas que eran demasiado delgadas para ser palpables. Todas las
donantes cumplieron con los criterios para los programas de transferencia de embriones,
que incluyen tener buena salud fisica y mental y no padecer ningln trastorno
reproductivo.

b) Receptoras

e Alpacas: Se seleccionaron 22 alpacas hembra como receptoras, con 3 a 6 partos y en
estado de lactacion. Para su seleccidn se tomd en cuenta la condicion corporal de 3-
3.5 (en un rango de 1-5), estado reproductivo (vacias), amplitud pélvica promedio de
15.7 cm y en época reproductiva. Apropiado para programas de transferencia de
embriones; es decir, con buena salud fisica y mental, desprovisto de cualquier
trastorno reproductivo y con una anatomia y fisiologia del sistema reproductivo
normal y suficiente.

e Llamas: Elegimos 18 llamas hembras lactantes que habian dado a luz entre tres y
seis veces. El estado reproductivo, la actividad ovarica y la salud general de los
animales se consideraron a lo largo de su proceso de seleccion. Apropiado para
programas de transferencia de embriones; es decir, con buena salud fisica y mental,
desprovisto de cualquier trastorno reproductivo y con una anatomia y fisiologia del
sistema reproductivo normal y suficiente.

2.5. Tratamiento pre experimental

Un mes previo al inicio del tratamiento superovulartorio se realizo la seleccién para las

donadoras y las receptoras, que consiste en un examen general, asi mismo, se hizo una

evaluacion del grado de estrechez de la pelvis, puesto que solo se consideraron a las

hembras con buena amplitud pélvica. Posterior a la seleccion se formaron 4 grupos de 6

alpacas por dia de tratamiento. Para elegir a las receptoras a transferir se evaluo la

respuesta al tratamiento mas la condicion corporal del animal.
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2.5.1. Tratamiento superovulatorio
Las alpacas donantes fueron sometidas al tratamiento superovulatorio segun el
protocolo establecido en la tabla 2.2.

Tabla 2.2
Protocolo de tratamiento superovulatorio
Dia Actividad
Observacion de la receptividad de la hembra.
Dia 0 Induccién a la ovulacion (mediante monta con machos
vasectomizados y aplicacion de GnRH). Administracion de Gestar
acetato de buserelina 0.084 mg (2 ml)
Dia 2 Aplicacion de eCG. 1000 Ul
Dia 7 Aplicacion de PGF. 0.25 mg de cloprostenol sédico
Dia 8 (dia 0 edad embri6n) Primer empadre y aplicacién de GnRH (pm).
Dia9 Segundo empadre (am).
Dia 15 Colecta de embriones donadoras (am).

(6.5 dias edad del embri6n) Transferencia de embriones (am) a hembras receptoras.
Fuente: Vivanco et al, (2011)

El protocolo se inici6 evaluando la receptividad foliculo preovulatorio mayor o igual a

8.0 mm, para luego inducir la ovulacién con la aplicacion de GnRH y empadre con
machos vasectomizados; el dia 2 del tratamiento se aplicO eCG para iniciar la
superovulacién aprovechando la fase luteal natural (Vivanco et al.,2011); el dia 7 se
corto la fase luteal con la aplicacion de PGF,,; al dia 8 se indujo la ovulacion con el
primer empadre natural con machos enteros seleccionados y con la aplicacion de GnRH
post cépula; al dia 9 (36 horas después) se realiz6 el segundo empadre. Posteriormente
el dia 15 (6.5 dias post primer empadre) se procedid a la coleccion de embriones de
alpacas donantes, y su respectiva transferencia a las hembras receptoras (alpacas y
Ilamas para el presente trabajo de investigacion).

2.5.2. Tratamiento hormonal de receptoras

Las alpacas y llamas receptoras fueron sometidas al siguiente tratamiento hormonal para
prepararlas a recibir los embriones.

Tabla 2.3
Protocolo de tratamiento para receptoras para alpacas y llamas
Dia Actividad
Dia 0 Induccion con macho vasectomizado + aplicacion de GnRH

Dia 6.5 Transferencia de embriones

Fuente: Vivanco et al, 2011
El tratamiento hormonal para las hembras receptoras se inicié con la induccion a la

ovulacion con la simulacién del empadre utilizando machos vasectomizados, se sabe
que hay hembras que pueden estimular su ovulacion desde la sola presencia del macho y
otras pueden necesitar de una monta prolongada. Al finalizar esta induccién se les
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aplico GnRH en una dosis de 0.0084 mg. Pasados 6.5 dias estas hembras presentaron
cuerpo luteo de buena calidad con un tamafio promedio de 10 mm, con buena
visualizacion al ecografo, que es ideal para realizar la transferencia del embrion por el
método transcervical. Los embriones colectados de grado 1 fueron vitrificados
inmediatamente y mantenidas en nitrogeno liquido en un minimo de 3 horas, para luego
ser transferidos a las receptoras.

Figura 2.1
Método simplificado de la investigacion
4
pm
ler empadre
]C)) Q recep_rl\'a G:ll;H
vasectomnizado
N . am Colecta embriones
A . )
D GaRH eCG PG 2do empadre de 6.5 dfas
o)
R
A
5
Dizs—— R ! : |
3 6 Qo0 1 65 15 30
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’1])_ O'vaseciomizado Transeferencia de Deteccion de prefiez Confirmacion de
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Fuente: Vivanco et al., (2011)
Ocho dias antes se administr6 GnRH para estimular a las alpacas y llamas a liberar la

hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculoestimulante (FSH). Posteriormente,

durante dos dias seguidos, se realizd una ecografia en la que se administr6 eCG.

Después de cinco dias, se administré PG. En el dia cero se administr6 GnRH para que

en el dia 6.5 se llevara a cabo la poscopula, y las especies animales se sometieron a una

ecografia. Entre los dias 20 y 30 se realizé un diagnostico de prefiez y, finalmente, entre

los dias 60 y 90 se procedio6 a realizar la evaluacion in vitro.

2.5.3. Recuperacién de embriones

e Luego de una evaluacion ecogréafica, los embriones se recolectaron mediante una
técnica no invasiva conocida como transferencia transcervical (Vivanco et al., 2011).

e Un catéter con balon Foley 14 fr de dos vias y 5 cc (Bioniche Animal Health, Inc.) se
insertd en el cuerno uterino usando un mandril y luego se llen6 con 8 a 10 ml de
solucion fisiologica, dependiendo de la luz del cuerno uterino.

e Después de que el catéter estuvo bien colocado, se conect6 a una jeringa de 50 ml
con un volumen de lavado de 30 a 40 ml. Esto se repitié de cuatro a cinco veces,
masajeando suavemente todo el cuerno después de cada lavado.
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e Los embriones se recogieron usando un medio que incluia medio de lavado al 10%
suplementado con Solucién de Ringer Lactato.

e La capacidad de respuesta embrionaria se defini6 como la cantidad de embriones
viables recuperados de cada donante hembra lavada.

e Se vitrificaron los embriones de grado I.

2.6. Coleccion de datos

Luego de recopilar datos desde el inicio del proceso (seleccion de donante y receptora),

continuando con la terapia superovulatoria, la recoleccion y transferencia de embriones

y el diagnostico de prefiez, evaluamos cada criterio.

2.7. Criterios de evaluacion

Los embriones se evaluaron y clasificaron segun la clasificacion realizado por Tibary et

al, (2015) y también se tuvo en cuenta los criterios de la Sociedad Internacional de

Tecnologia Embrionaria (IETS) haciendo una extrapolacion de los bovinos a los

camélidos sudamericanos.

2.6. Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico consistié en realizar la prueba exacta de Fisher con un nivel

de significancia de 5%, para comparar las tasas de prefiez logradas mediante las

transferencias de los embriones frescos frente los desvitrificados, asimismo la

interaccion intra e interespecifica con embriones frescos y desvitrificados.

I1l. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Determinacion de la tasa de prefiez intraespecifica mediante transferencia de
embriones de alpaca frescos y desvitrificados en receptoras alpacas

Tabla 3.1

Tasa de prefiez en alpacas por transferencia de embriones frescos y desvitrificados

Embrién Alpacas N Alpacas Prefiadas % Prefiez
Fresco 10 3 30.00?
Desvitrificado 12 0 00.00?

ab | etras diferentes en la misma columna muestran diferencias significativas (p=0.078) a la prueba exacta
de Fischer.

En la tabla 3.1, la tasa de prefiez que se obtuvo mediante transferencia de embriones
frescos y desvitrificados en receptoras alpacas fue del 30% y 00.0%, respectivamente.
Estos resultados sometidos a prueba exacta de Fisher: Valor p = 0.078 no muestran
diferencia estadistica. Un valor p de 0.078 indica que hay una probabilidad del 7.8% de
que la diferencia observada se deba al azar, que esta cerca del umbral convencional de
0.05, recomendado para este trabajo. Algunos investigadores considerarian esto como
una tendencia hacia significancia y no descartarian la posibilidad de una diferencia real.
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Es decir, en el sentido estricto, todavia indica una diferencia que podria ser relevante en
un contexto practico, especialmente con el tamafio de muestra pequefio. Debemos
considerar el contexto bioldgico y las implicaciones practicas que es o mas importante
al interpretar estos resultados.

Los resultados obtenidos con la transferencia de embriones frescos son menores a lo
obtenido por Pérez et al. (2019) donde reportan una tasa de prefiez del 67.6% (25/37)
tras la transferencia de embriones a los 8 dias al cuerno uterino ipsilateral, de donadoras
alpacas a receptoras alpacas, sin tomar en cuenta la clasificacion de los embriones.
Segun Vaughan (2012), sugiere que la diferencia entre una transferencia a los 6 dias vs
8dias podria ser una causa de este detrimento de la fecundidad, dado que sus resultados
fueron 16.7% (11/663) y 44.2% (140/317) respectivamente.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo son inferiores a los obtenido por Quispe
(2018), donde se transfirieron embriones frescos de alpacas transferidos a receptoras
alpacas donde se obtuvo una tasa de prefiez del 57.14%, probablemente esta diferencia
se deba a que este autor utilizO embriones superiores a 3mm de diametro,
presumiblemente superiores al nuestro, que no se tuvo en cuenta para la transferencia.
Empero, otros trabajos sugieren que el didmetro de los embriones (1.89 £0.92 mm) no
influye sino mas bien a la calidad del embrion (grado 1 y 1) y la condicién corporal.
(Pérez et al., 2019).

En discordancia los resultados son superiores al trabajo realizado por Palomino et al.
(2018) en el cual refieren una tasa de prefiez significativamente menor del 16.67% (1/6)
en un estudio realizado en Canada, donde los embriones de alpacas fueron transferidos a
alpacas receptoras también a los 8 dias después de la GnRH. El diagndstico de la prefiez
se realizd6 mediante ecografia a los 60 dias post-transferencia. Esta baja tasa de prefiez
sugiere posibles limitaciones o diferencias en la técnica utilizada, el manejo de los
embriones o las condiciones ambientales, que podrian influir en los resultados.

Los resultados con embriones desvitrificados son similares a los resultados del estudio
de Véasquez et al. (2007) donde sugiere que la transferencia de embriones desvitrificados
en alpacas no logrd generar tasas de prefiez satisfactorias 00.00% (0/8), a pesar de la
excelente calidad morfol6gica de los embriones utilizados. Este resultado desafia la idea
de que la morfologia del embrién es el Unico factor determinante para el éxito de la
gestacion después de la transferencia. Este hallazgo resalta la complejidad de la
transferencia de embriones y sugiere que la calidad morfolégica por si sola puede no ser
suficiente para garantizar el éxito de la gestacion.

Otros estudios exploraron la viabilidad de embriones de camélidos sometidos a
criopreservacion, enfocandose en la vitrificacion como técnica predominante. Vasquez
(2008) determind que, en embriones de llamas, la vitrificacién conserva la morfologia
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embrionaria y se asocia con tasas de prefiez del 16.67% (2/12), sugiriendo que esta
técnica podria ser mas eficiente que la congelacion lenta 0% (0/11), aunque sin
diferencias estadisticamente significativas. En este mismo estudio los resultados
sugieren que la vitrificacion proporciona una ventaja significativa en la reexpansion
embrionaria, con una tasa del 75% en comparacion con el 57.14% observado en los
embriones sometidos a congelacion lenta; aunque esta diferencia no se reflejé en una
variacion estadisticamente significativa en las tasas de prefiez. EI mayor indice de
reexpansion indica que la vitrificacion podria ser mas efectiva en la preservacion de la
integridad celular y la viabilidad embrionaria en llamas. Por otro lado, VVasquez (2007),
al implementar un protocolo similar en alpacas, observé que, aunque los embriones
conservaron una buena morfologia después de la vitrificacién, no se obtuvo ninguna
prefiez tras la transferencia. Esta disparidad entre las especies sugiere que, aunque la
vitrificacion es eficaz para mantener la calidad morfolégica de los embriones, pueden
existir factores adicionales que afectan su viabilidad, especialmente en alpacas.

Otros estudios de accion intraespecifica de camélidos sudamericanos han sido
realizados por Trasorras et al., (2010) donde se usG embriones frescos de Ilamas
transferidos en receptoras llamas, el lugar de la trasferencia de embriones influy6 en las
tasas de prefiez, asi, este trabajo mostré6 una mejor proporcion de gestacion cuando se
transfirieron "lzquierda-lpsilateral™, con una tasa de prefiez del 50% (5/10). Aungue no
se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (p = 0.4728),
este grupo tuvo el rendimiento més alto en términos de gestacién. Sin embargo, es
importante destacar que el tamafio muestral de cada grupo fue limitado, lo que podria
influir en la significancia estadistica de las diferencias observadas. Estos datos son
corroborados por Carnero et al., (2011) en un trabajo similar con embriones frescos de
llamas de calidad grado I transferido a 43 llamas receptoras el grupo “cuerpo liteo en
ovario izquierdo y transferencia ipsilateral” presento una mayor tasa de prefiez 75%
(12/15) frente a los demas grupos (p<0.05). Los resultados del presente trabajo también
son menores a los obtenidos por Pacheco et al.,, (2021) cuando se transfirieron
embriones de Ilamas frescos a receptoras llamas, se obtuvo una tasa de prefiez 56.4%
(22/39) con ovulacion simple y 56% (28/50) de tasa de prefiez con superovulacién, en
época reproductiva asi como en época no reproductiva, en este trabajo la transferencia
de embriones se realizo en el dia 8, a pesar de realizar la transferencia de en el cuerno
izquierdo, independientemente de la ubicacion del cuerpo luteo.
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3.2. Determinacion de la tasa de prefiez interespecifica mediante transferencia de
embriones de alpaca frescos y vitrificados en receptoras llamas

Tabla 3.2

Tasa de prefiez en llamas por transferencia de embriones frescos y desvitrificados de alpaca

Embrion Alpacas N Llamas Prefiadas % Prefiez
Fresco 10 3 30.00%?
Desvitrificado 8 3 37.50%?

ab | etras diferentes en la misma columna muestran diferencias significativas (p>0.05) a la prueba
exacta de Fischer.

La tasa de prefiez obtenida mediante transferencia de embriones frescos y
desvitrificados en receptoras llama, fueron de 30.00% y 37.50%, respectivamente, como
se muestra en la tabla 3.2. Estos resultados sometidos a prueba exacta de Fisher: Valor
p>0.05 no muestran diferencia estadistica.

Los resultados con embriones frescos transferido en el dia 6.5 pos copula (machos
enteros) son similares a lo obtenido por Pacheco et al., (2016) quien obtuvo 33.3%.

Los resultados del estudio indican una diferencia notable en las tasas de prefiez segun el
dia de transferencia post induccién de ovulacion. Las llamas receptoras en las que se
transfirieron embriones de alpaca el dia 7 post induccion de ovulacion mostré una tasa
de prefiez del 33.3% (2/6), mientras que aquellas que recibieron los embriones de alpaca
el dia 6 presentaron una tasa de prefiez significativamente menor del 11.1% (1/9). Este
hallazgo sugiere que el entorno uterino es mas receptivo al embrién en el dia 7 post
induccioén de ovulacién, lo que puede estar relacionado con el desarrollo endometrial y
la sincronizacion del embrién con el Gtero.

La utilizacion de embriones de grado | y Il asegura que los resultados no se vean
sesgados por la variabilidad en la calidad embrionaria. A pesar de esto, la variacion en
las tasas de prefiez entre los dias 6 y 7 post induccion de ovulacion indica que la calidad
del embrién no es el Unico factor critico para el éxito de la prefiez. La sincronizacion
entre el embridn y el ambiente uterino parece ser un factor determinante.

La investigacion de Cassa (2018) sobre la transferencia de embriones desvitrificados de
alpacas transferidos en llamas revela tasas de prefiez relativamente bajas, con un
13.04% (3/23) de éxito general. Sin embargo, un andlisis mas detallado de los datos
muestra que la calidad de los embriones juega un papel crucial en los resultados de la
prefiez. Las llamas receptoras que fueron transferidas con embriones de alta calidad
presentaron una tasa de prefiez significativamente mayor del 60% (3/5), en comparacion
con aquellos de calidad buena o regular. Esta observacion refuerza la importancia de la
clasificacion de los embriones después de la desvitrificacion, sugiriendo que la calidad
morfoldgica del embrion es un factor determinante en la viabilidad y el éxito de la
implantacion.
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Pérez et al., (2019) transfirieron embriones de alpacas a llamas, y lograron tasa de
prefiez del 66.7% (24/36), una cifra significativamente alta en comparacion con este
estudio. Este éxito sugiere que la transferencia en el dia 8 post ovulacion, junto con las
técnicas de sincronizacion y transferencia utilizadas, son altamente efectivas. Este
estudio muestra la importancia del momento de transferencia. de transferir en el dia 8 y
no discriminar entre la calidad de los embriones parece haber mejorado los resultados
significativamente.

Los resultados del estudio indican una diferencia notable en las tasas de prefiez segun el
dia de transferencia post induccién de ovulacion. Las llamas receptoras en las que se
transfirieron embriones de alpaca el dia 7 post induccion de ovulacion mostré una tasa
de prefiez del 33.3% (2/6), mientras que aquellas que recibieron los embriones de alpaca
el dia 6 presentaron una tasa de prefiez significativamente menor del 11.1% (1/9). Este
hallazgo sugiere que el entorno uterino es mas receptivo al embrién en el dia 7 post
induccioén de ovulacién, lo que puede estar relacionado con el desarrollo endometrial y
la sincronizacion del embridn con el Utero.

Cabe mencionar que en otros trabajos similares Huanca T. et al., (2015), obtuvieron un
60% de tasa de prefiez; pero se realizd la transferencia de 2 embriones por receptora,
uno de calidad excelente y uno regular.

En otros trabajos sugieren que la tasa de prefiez interespecie (alpaca donadora, Ilama
receptora) no influye el tamafio de los embriones (1.89 +£0.92 mm) sino la calidad del
embrion, asi como la condicion corporal (2 y 3) (Pérez et al., 2019).

Los resultados con embriones desvitrificados son superiores a los resultados obtenidos
por Cassa (2018) donde encontré una tasa de prefiez del 13.04% (3/23) al transferir
embriones desvitrificados en llamas receptoras. Notablemente, las llamas que quedaron
prefiadas recibieron embriones clasificados como de alta calidad, con una tasa de éxito
del 60% (3/5) para estos embriones en particular. Este hallazgo refuerza la importancia
de la calidad del embrién post-desvitrificacion, pero también sugiere que, en llamas, hay
una mayor probabilidad de éxito si los embriones son de alta calidad después del
proceso de desvitrificacion.

3.3. Andlisis de la accion de la prefiez intra e interespecifica de embriones frescos
Tabla 3.3

Accidn intraespecifica e interespecifica sobre la tasa de prefiez por transferencia de embriones
frescos de alpaca

Especie receptora N Prefiadas % prefiez
Alpaca (Intraespecifica) 10 3 30.00%?
Llama (Interespecifica) 10 3 30.00%*

ab | etras diferentes en la misma columna muestran diferencias significativas (p>0.05) a la prueba exacta de
Fischer.
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La tasa de prefiez evaluado como accién intra e interespecifica empleando embriones
frescos transferidos en receptoras alpacas y llamas fueron de 30% en ambas especies
como se muestra en la tabla 3.3. Estos resultados sometidos a la prueba exacta de
Fischer no muestran diferencia estadistica (p<0.05).
La comparacién entre los resultados de prefiez obtenidos en llamas y alpacas tras la
transferencia de embriones de alpaca revela mucha importancia practica en el productor
de camélidos sudamericanos en términos de eficacia y respuesta reproductiva. En
alpacas, los estudios muestran tasas de prefiez prometedoras, alcanzando hasta un 67.6%
(25/37) tras la transferencia de embriones frescos ipsilateral a los 8 dias post ovulacion
(Pérez et al., 2019), es probable que en el presente trabajo se obtuvo una menor tasa de
prefiez debido al momento de la transferencia de embrion.
Sin embargo, son superiores a los resultados de Palomino et al. (2018) reportan una tasa
de prefiez significativamente menor del 16.67% (1/6) en un estudio realizado en Canada
con embriones transferidos el dia 8, lo que sugiere posibles limitaciones o diferencias en
la técnica utilizada, el manejo de los embriones o las condiciones ambientales.
Como andlisis de la accion interespecifica, los resultados en llamas en el presente
trabajo sugieren tasas de prefiez del 30% cuando se transfirieron en el dia 6.5. Otros
trabajos muestran una dependencia significativa del dia de transferencia post-induccién
de ovulacién, asi Pacheco et al. (2016) encontré un 33.3% de prefiez al transferir el dia
7 post ovulacién, mientras que la transferencia el dia 6 resultd en una tasa
significativamente menor del 11.1%. Este hallazgo sugiere que el momento de la
transferencia puede ser un factor critico en la receptividad uterina y éxito de la prefiez.
Como resumen de la accidn intra e inter especifica con embriones frescos de alpaca
podemos mencionar que nuestros resultados en receptoras alpacas son similares a lo
obtenido por Huanca W. (2006b), Vaughan J., (2012), mientras que en receptoras
[lamas son similares a los obtenido por Huanca T. et al., (2015). Esto se debe
probablemente a la similitud filogenética y embriolégica en ambas especies (Nowshari
et al., 2005).
3.4. Andlisis de la accion de la prefiez intra e interespecifica de embriones
desvitrificados
Tabla 3.4
Accién intra e interespecifica sobre la tasa de prefiez por transferencia de embriones
desvitrificados de alpaca

Especie receptora N Prefiadas % Prefiez
Alpaca 12 0 0.00%"
Llama 8 3 37.50%?

ab | etras diferentes en la misma columna muestran diferencias significativas (Valor p = 0.049) a
la prueba exacta de Fischer.
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La tasa de prefiez evaluado como accidn intra e interespecifica empleando embriones
desvitrificados de alpaca transferidos en receptoras alpaca y llamas fueron de 0.00% y
37.5% respectivamente en ambas especies como se muestra en la tabla 3.4. Estos
resultados sometidos a prueba de comparacion a la prueba exacta de Fischer muestran
diferencia estadistica favorable a las receptoras llama, (p = 0.049).

En cuanto a la accion intraespecifica podemos decir que nuestros resultados son
similares a los resultados de Vasquez et al. (2007), en el cual resalta la complejidad de
este proceso reproductivo. A pesar de la excelente morfologia de los embriones, no se
logré la gestacion en ninguna de las alpacas receptoras 0.0% (0/8), lo que sugiere que
otros factores, mas alld de la morfologia, podrian influir en la supervivencia y el
establecimiento exitoso de la prefiez.

Los resultados en llamas son superiores a lo obtenido por Cassa (2018) quien presenta
resultados al obtener una tasa de prefiez del 13.04% (3/23), con embriones
desvitrificados clasificados en excelente, bueno y regular. Pero nuestros resultados son
inferiores cuando las llamas receptoras que resultaron prefiadas fueron aquellas que
recibieron embriones desvitrificados de alta calidad 60% (3/5), lo que sugiere que la
calidad del embrion desempefia un papel crucial en el éxito de la transferencia.
Valorando la Ilama como receptora de embriones de alpaca por su alta relacién
filogenética y su rusticidad, que le da fortaleza manifiesta en su aparato reproductor
para albergar un embrion de una especie distinta, y aln no descrito, pero podria también
concebir embriones de otros congéneres camélidos.

CONCLUSIONES

1. La prefiez intraespecifica mediante transferencia de embriones de alpaca frescos y
desvitrificados en receptoras alpacas resultd en una tasa de prefiez del 30% (3/10),
mientras que la transferencia de embriones desvitrificados no resulté en ninguna
prefiez 0.00% (0/12).

2. La tasa de prefiez interespecifica mediante transferencia de embriones de alpaca
frescos y vitrificados en receptoras llamas mostraron tasas de prefiez comparables.
Se observd una tasa de prefiez del 30.00% (3/10) y 37.50% (3/8) para los embriones
frescos y para los embriones desvitrificados, respectivamente.

3. La accidn intraespecifica e interespecifica por transferencia de embriones frescos
no mostro diferencias significativas en las tasas de prefiez entre llamas y alpacas
cuando se transfirieron embriones frescos, la especie receptora (alpaca o llama) no
influy6é significativamente en la tasa de prefiez observada. Ambas especies
mostraron una tasa de prefiez del 30.00% (3/10).
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4. La accion intra e interespecifica sobre la tasa de prefiez por transferencia de
embriones desvitrificados no mostro diferencia significativa en las tasas de prefiez
entre llamas y alpacas cuando se transfirieron embriones desvitrificados. La tasa de
prefiez en llamas fue del 37.50% (3/8), mientras que en alpacas fue del 0.00%
(0/12).
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