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RESUMEN

La presente investigacion se realizé en el Centro Experimental Salache, Parroquia Eloy Alfaro,
Cantdn Latacunga, Provincia Cotopaxi, con el objetivo de evaluar la aplicacion de GnRH en
induccion de la ovulacion para inseminacion artificial de alpacas cuyos factores de estudio
fueron recuento folicular, medidas de didmetro folicular, valoracién ecografica del Gtero,
niveles de estrogeno y progesterona, nimero de animales prefiados, dosis de GnRH, obteniendo
como resultados un maximo de 8 foliculos con un promedio de 7.5 mm en la aplicacién de 1.5
ml de GnRH. En lo referente a los niveles de estrogeno presenta un promedio de 36.5 pg/ml a
0 ml dosis y 23.4 pg/ml a dosis de 1.5 ml, en relacion a la progesterona se obtiene 0.15 ng/ml
con 0 ml'y 0.09 ng/ml con dosis de 1.5 ml, de las mismas que se obtiene en el T2 un 100% de
prefiez. Concluyendo que no existe diferencia en el diametro folicular y si en el nimero de
foliculos en los niveles de estrogenos y progesterona existe diferencia de sus niveles por la
misma dinamica hormonal en su estado de gestacion. En forma general en la investigacion se
alcanza un 75% de prefiez, por tanto, se debe utilizar 1 ml o 1.5 ml del inductor de ovulacion

ya que asi se tiene porcentajes ideales y aceptables en la ovulacion.

Palabras Clave: Ovulacién, GnRH, foliculo, estr6geno, progesterona
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THEME: “GnRH APPLICATION IN OVULATION INDUCTION FOR ARTIFICIAL
INSEMINATION OF ALPACAS”

AUTHOR: Coronel Acufia Mayra Cleofe

ABSTRACT

This research was carried out at the Salache Experimental Center, Eloy Alfaro Parish,
Latacunga Canton, Cotopaxi Province, with the objective of evaluating the application of GnRH
in ovulation induction for artificial insemination of alpacas whose study factors were follicular
count, measurements of follicular diameter, ultrasound evaluation of the uterus, estrogen and
progesterone levels, number of pregnant animals, GnRH dose, obtaining as a result a maximum
of 8 follicles with an average of 7.5 mm in the application of 1.5 ml of GnRH. Regarding
estrogen levels, it presents an average of 36.5 pg / ml at 0 ml doses and 23.4 pg / ml at 1.5 ml
doses, in relation to progesterone, 0.15 ng / ml is obtained with 0 ml and 0.09 ng / ml with doses
of 1.5 ml, of the same ones that a 100% pregnancy is obtained in T2. Concluding that there is
no difference in the follicular diameter and if in the number of follicles in the levels of estrogens
and progesterone there is a difference in their levels due to the same hormonal dynamics in their
state of pregnancy. In general, in the research, a 75% pregnancy is reached, therefore, 1 ml or
1.5 ml of the ovulation inducer should be used since this way there are ideal and acceptable

percentages in ovulation.

Keywords: Ovulation, GnRH, follicle, estrogen, progesterone.
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Dr. Alonso Chicaiza, Mg. (Anexo 2)

Area de Conocimiento:
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2. DESCRIPCION DEL PROYECTO

El Ecuador ha iniciado con el estudio de la reproduccién de camélidos sudamericanos, tomando
en cuenta la conducta del macho que muestra una actitud agresiva durante el apareamiento esto
dificulta una eficiencia en la reproduccion con una caracteristica especial que es el tiempo
prolongado de cOpula, la eyaculacion intracervical y continua, la extrema viscosidad del semen,
la conducta de la hembra y de los machos que pelean entre ellos con la finalidad de hacer valer
y respetar su dominio, sin embargo, desde las universidades presentan trabajos de grado basados

en teorias y protocolos de estudios realizados en otros paises especialmente en Peru.

La Inseminacion Artificial (IA) se realiza pocas horas de la induccion de la ovulacion con la
debida asepsia y con semen diluido tomando como instrumento una pipeta de inseminacion
dirigida hacia el utero, las caracteristicas del semen dependeran del método de coleccion tanto
como la motilidad y el porcentaje de espermatozoides vivos y muertos. La induccion de la
ovulacion es una etapa critica en el proceso reproductivo, por tanto, estos protocolos son objeto

de investigaciones durante mucho tiempo.

En los camélidos el celo no se manifiesta de manera ciclica repetitiva y predecible, la fase
folicular no termina en la ovulacién y no existe la fase luteal que determina el correcto ritmo
de eventos, la liberacién de la hormona ovuladora LH por la hipéfisis anterior a la circulacion
sanguinea es normalmente producida por la cpula a través de las vias neurales produciendo la
receptividad de la hembra. Por tanto, se propone la aplicacién de la GnRH exdgena para
estimular la induccion en la hembra, antes de la inseminacion artificial, por ende, se aplicara

esta herramienta reproductiva después de la induccion a la ovulacion.

3. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Las especies de ovulacion inducida como los camélidos sudamericanos, necesitan un estimulo
para la ovulacion que generalmente es la copula, donde luego de causar la liberacion de la
hormona luteinizante da lugar a la ovulacién. Sin embargo, esta no es la Unica manera para
inducir ovulacién, también se ha reportado el uso de hormonas como la GnRH que mejoren la
posibilidad de alcanzar mayores didmetros de los foliculos (1). Se justifica este trabajo de gran
importancia ya que se busca optimizar el aspecto reproductivo, desarrollo de las técnicas de
biotecnologias reproductivas y también por beneficio econdmico. La inseminacién artificial en
alpacas con semen colectado es muy importante ya que contribuye a incrementar los porcentajes

de concepcion y natalidad.



Los primeros trabajos de coleccion de semen en camélidos se realizaron con el uso de fundas
vaginales luego con vagina artificial que tiene que ser mantenida a temperatura corporal de la
hembra con el apoyo de una frazadilla eléctrica para permitir que el macho no interrumpa la

copula y también se puede utilizar el electroeyaculador.

La inseminacion artificial es una técnica reproductiva ampliamente utilizada en diversas
especies domesticas, donde el semen previamente procesado es depositado en el aparato
reproductor de la hembra. El uso y ventajas de esta técnica se aprecian mas en el desarrollo de
la industria vacuna, los trabajos de 1A en camélidos sudamericanos (CSA) son escasos, debido

a que la coleccién de semen es laboriosa por el tipo y duracion de la cépula.

Por varios trabajos investigativos realizados especialmente en el Per( y pocos trabajos en
Ecuador por algunos autores, se propone un manejo reproductivo denominado inseminacion
artificial con induccién de la ovulacion como estrategia de técnica de inseminacion y la

trasferencia de tecnologia a las productoras de la Provincia de Cotopaxi y el Pais.
4. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO
4.1 Beneficiarios Directos:

e Docentes y estudiantes del Campus Salache.
e El investigador principal del proyecto, requisito previo a la obtencion del Titulo en

Medicina Veterinaria y Zootecnia.
4.2 Beneficiarios Indirectos

e Productores de alpacas de la provincia de Cotopaxi.

e Estudiantes de la Carrera de Medicina Veterinaria.
5. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION:

En Latinoamérica los trabajos de reproduccidn asistida en los camélidos sudamericanos han
tenido un avance significativo especialmente en Pert, Chile, Bolivia y Argentina lo que no
sucede en Ecuador donde no existe estudios ni reportes aplicados en este tema.



Las alpacas son animales con una conducta reproductiva diferente por la cual no es aprovechado
al maximo las bondades de esta especie por la falta de conocimientos de estos animales,
dificultando el adecuado manejo reproductivo, sobre todo la inseminacion artificial en vista que

los Camélidos Sudamericanos son animales de ovulacion inducida por la copula.

Esto implica que los machos tengan un trabajo sexual intenso durante los primeros dias del
empadre, la inseminacion artificial constituye la principal herramienta para la diseminacion de
genes de alta calidad; sin embargo, en camélidos sudamericanos se limita a la utilizacion de
semen fresco y semen refrigerado presentando resultados muy variables; una de las posibles

causas de esta variabilidad podria ser la utilizacion de semen viable.

En camélidos, una limitante en el desarrollo de la inseminacion artificial es la dificultad para
la coleccion y conservacion de semen. El tiempo prolongado y la posicién adoptada por la
hembra durante la cépula son factores que dificultan el desarrollo de protocolos de coleccién

de semen (2).

6. OBJETIVOS:
6.1 General

e Evaluar laaplicacion de GnRH en induccion de la ovulacién para inseminacion artificial

de alpacas.

6.2 Especificos

e Comparar el efecto de la aplicacion de GnRH externo en el diametro folicular.
e Valorar la tasa de ovulacion cuando se aplica GnRH, para determinar la fertilidad.
e Determinar la tasa de concepcion de las alpacas inseminadas con semen fresco, para €l

hasta alcanzar el término de prefiez.

7. FUNDAMENTACION TEORICA

7.1 Reproduccion de los camélidos

Los Camélidos Sudamericanos presentan una serie de caracteristicas bioldgicas, que los
diferencian del resto de los mamiferos, que les permiten adaptarse a ecosistemas aridos y a la
altura. La fisiologia cardiovascular y respiratoria presenta condiciones propias, que permite

enfrentar situaciones extremas, compensando eficazmente la hipoxia a la que estan sometidos,



tienen el mismo gasto cardiaco que los animales ubicados a nivel del mar, sin embargo su
frecuencia cardiaca es menor; disponiendo ademas de una gran superficie de intercambio y
transporte de gases, Por otra parte, los camélidos poseen glébulos rojos elipticos y de pequefio
tamafio y no circulares como los demés mamiferos, presentando un elevado recuento de células
rojas totales con una vida media de 60 dias, es decir, la mitad del tiempo estimado para el
glébulo rojo humano (3).

Diversos estudios han confirmado el importante rol de la nutricion en el inicio de la pubertad,
sefialandose que una inadecuada nutricion resulta en un retraso de la pubertad, por un efecto
atribuido a una deficiente secrecion de la Hormona Luteinizante (LH) derivada de la inadecuada
secrecion de la Hormona Liberadora de las Gonadotropinas (GnRH). Una reproduccion
eficiente es el resultado de complejos e integrados procesos anatdmicos, desarrollo, fisioldgicos

y conductuales (4).

7.1.1 Particularidades en la reproduccion de la hembra

La reproduccién es fundamental para determinar el nimero de unidades productivas por cada
hembra en el rebafio, de ella depende el grado de progreso genético en términos de intervalo
generacional en donde los problemas reproductivos en los sistemas reproductivos de un sexo
a otro, en ambos sexos existen los érganos sexuales primarios y los centros regulatorios
primarios, el estudio de la fisiologia reproductiva debe por tanto enfocarse desde diferentes

puntos de vista, todos los cuales presentan altos grados de complejidad (5).

Los camélidos sudamericanos tienen caracteristicas especiales como: temperamento, sociables,
tranquilas, se comunican por medio de sonidos cortos cuando estan juntos, en peligro y durante
el empadre emiten un sonido especial. Ensituacion de agresividad voltean las orejas hacia atras
y levantan la cara y la cola, especialmente los machos durante la época de celo. Si se les molesta
su caracteristica es patear y escupir saliva fétida. Son longevos, rusticos y se adaptan hasta los
5000 msnm (6).

En ausencia de macho, la actividad ovarica ocurre en ondas de crecimiento y regresion folicular.
Si no son servidas, pueden permanecer en celo por periodos de hasta 35 - 40 dias. También
resulta peculiar la corta sobreviva del cuerpo Iuteo en animales vacios y el transitorio descenso
y posterior restablecimiento de las concentraciones plasmaticas de progesterona a partir de los
dias 8 - 10 postservicio en llamas y alpacas prefiadas, en asociacién con intensa liberacién de

PGF2. Las elevadas tasas de mortalidad embrionaria y la baja eficiencia reproductiva



condicionan la eficiencia y rentabilidad de los sistemas, es particular en su habitat natural. Estas
y muchas otras particularidades determinan la necesidad de profundizar en el conocimiento de
la fisiologia reproductiva de la especie (7).

7.2 Anatomia reproductiva de los camélidos sudamericanos (CSA)
7.2.1 Hembra

Existen descripciones generales acerca de la anatomia macroscopica del aparato reproductor
femenino, dispone de una mencion descriptiva en sentido cuando craneal asi mismo, se tiene
un cuadro de medidas de las diferentes estructuras macroscopicas que componen el aparato
reproductor, presentan el cuerno uterino izquierdo mas irrigado, y que hay una cierta similitud

con el canino y el camello sobre el patron de origen de las arterias que irrigan al Utero (8).

7.2.1.1 Anatomia de la alpaca hembra.

Esta constituido por vulva, vagina, cérvix, Utero, ovarios iniciando desde, la vulva de las aplacas
posee una hendidura con direccion oblicua ventro caudal de 2,5 cm de longitud, los labios
vulvares son poco prominentes con borde redondeado generalmente pigmentados y escasa
presencia de pelos, la comisura labial dorsal es redondeada y se encuentra a 2,5 cm de del ano,

la comisura labial ventral es aguda y termina en una corta proyeccién conica (9).

La vagina de la alpaca es un 6rgano muscular compuesto por tres capas: mucosa, muscular y
adventicia; revestida por epitelio estratificado plano no queratinizado. Los cambios hormonales
tienen efecto sobre el epitelio que ocasionan muerte y descamacion de las células de las capas
superficiales. Los cambios en la estructura histolégica de la vagina, que incluyen el aumento de

la irrigacion sanguinea, se deben a la edad y el nimero de partos del animal (10).

El cérvix es una estructura corta y dura que actia como entrada y salida del utero, se dilata para
recibir el semen del macho y permitir la salida de la cria en el momento del alumbramiento, el
resto del tiempo se mantiene cerrado para evitar que ingresen agentes contaminantes al Utero
(12).

El Utero consiste en dos cuernos donde desembocan los oviductos, el cuerpo tiene una marcada
bifurcacion de los cuernos y cuando esta en relajacion tiene una forma caracteristica de T. Desde
la bifurcacion a la extremidad distal, el cuerno izquierdo mide 7,9 £ 1,3 cmy el derecho 7,4 +
0,9 cm. Internamente esta compuesto de una pared medial, o velo uterino, de aproximadamente
2 cm de largo, el que divide ambos cuernos. El cuerpo uterino es pequefio y mide 1,5 cm de



largo por 2 cm de ancho (12). En las alpacas y llamas el cuerno uterino izquierdo es mas grande
que el derecho, ésta diferencia era atribuida al hecho de que del 95 al 98,4 % de las gestaciones

ocurren en el cuerno uterino izquierdo (13).

Los oviductos son dos conductos delgados y tortuosos, de 15 a 20 cm de longitud, que
comunican la superficie del ovario con el Utero, cada oviducto se une a un cuerno uterino a
través de un estrecho orificio que forma una papila protuberante denominada istmo, que actla
como un esfinter con la finalidad de evitar movimientos retrogrados de los fluidos existentes en
el Gtero. Varias son las funciones, pero se destaca la captacion del 6vulo que proviene del
ovario, transporte y almacenamiento de los espermatozoides depositados en el Utero, proveer

un microambiente adecuado para la fecundacion y el desarrollo embrionario (14).

El ovario de una hembra sexualmente madura tiene una superficie irregular, con surcos, grietas,
depresiones son cicatrices de foliculos maduros que llegaron a ocular, relieves semiesféricos de
los foliculos maduros, quistes foliculares llenos de liquido. Los ovarios presentan dos zonas
bien definidas: la corteza y una zona central o medular, en la corteza se reconocen foliculos
ovaricos en diferentes estadios de desarrollo, a nivel de la médula es notoria la presencia de

vasos sanguineos, sistema linfatico y nervioso. (15)

7.2.2 Macho

En camélidos machos existe la presencia de adherencias pene-prepuciales (fendmeno normal
en el macho inmaduro) que impiden una cépula eficiente. liberado de estas adherencias, a los
dos afos el porcentaje alcanza al 70%, llegando al 100% a los 3 afios. Al alcanzar el macho un
70% del peso adulto se produciria un incremento en los niveles de testos-terona y se liberarian
las adherencias pene prepuciales (14 meses de edad en promedio). La madurez del sistema
reproductivo comienza a producirse a partir de los 12 meses de edad en la alpaca (presencia de

espermatozoides, maduracion de células de Leydig testiculares, etc.) (16).

7.2.2.1 Anatomia de la alpaca macho.

Los testiculos son los principales 6rganos de la reproduccion de los machos puesto que
producen gametos masculinos (espermatozoides) y hormonas sexuales masculinos
(androégenos). Estan localizados en un escroto, formando una protuberancia sub anal, la
orientacion es caudodorsal, craneoventral, ambos testiculos son elipticos, similares en tamafio,
turgente a la palpacion y se mueve libremente en el escroto. El testiculo de alpaca adulto mide

aproximadamente de 4-5 cm de longitud por 2,5 — 3,0 cm de ancho y pesa 15-18. Los tabulos



seminiferos tienen un didmetro de 174- 237 um. y la produccion de espermatozoides es
correlacionado con el tamafio testicular, los tubulos seminiferos y la cola del epididimo son
distendidos con espermatozoides y fluido dando tono y resistencia a la palpacion, estas
caracteristicas o excesiva firmeza sugiere anormalidades testiculares y funcion del epididimo
(17).

El prepucio tiene forma triangular, morfolégicamente esta aplanado de lado a lado, es no
pendular y se sitda en la linea media de la regién inguinal, ubicado a 15 cm en direccién caudal
al ombligo, posee musculos bien desarrollados (musculos prepuciales laterales, prepuciales
craneal y caudal) que pueden orientar al prepucio hacia delante para la ereccion y hacia atras

para orinar (18).

Las glandulas anexas la prostata tiene forma de H; se encuentra en posicidn dorso lateral de la
uretra, cerca del trigono vesical y descansa dorsal y lateralmente sobre el cuello de la vejiga.
Las dos glandulas bulbouretrales son ovoides y situadas lateralmente sobre la uretra, a nivel de
la porcidn pélvica terminal, a la altura de la raiz del pene y a una distancia de 7 u 8 cm tras la
préstata el didmetro es de 1 cm en la alpaca, y cada una de ellas esta parcialmente recubierta
por el musculo bulbocavernoso. Los camélidos sudamericanos no presentan vesiculas

seminales (19).

El pene la raiz del pene se ubica a la altura de la tuberosidad isquiatica en el punto donde se
incorpora la uretra, se dirige por la regién de la ingle hacia adelante y presenta la flexura
sigmoidea o S peniana, por debajo de la tuberosidad isquiatica y termina en un prepucio péndulo
con una posicion retroflexa (apunta hacia atras). Esta caracteristica es tipica de los camélidos y
la forma del glande del pene, que tiene una estructura cartilaginosa con una ligera rotacion hacia
la derecha, donde desemboca la uretra (20). En la alpaca adulta, la adherencia pene-prepucial
desaparece a los tres afios esta condicion limita el inicio mas temprano de la actividad
reproductiva del macho, sin embargo, existe la presentacion de libido sexual en algunos machos
de un afio de edad (21).

7.3 Fisiologia reproductiva de los camélidos sudamericanos

El mecanismo fisiol6gico regido por el sistema nervioso central (SNC), que regula la iniciacion
mediante la sintesis y secrecion en el hipotalamo de la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH). Durante la etapa prepuber, la secrecion de GnRH esta bloqueada como consecuencia

de la sensibilidad del hipotdlamo frente al efecto inhibidor (retroalimentacion negativa)



originado por la baja concentracion de estrogenos que secreta el ovario prepuber. Para que se
inicie la pubertad en las hembras, es necesaria la disminucion gradual en la sensibilidad del
hipotdlamo a la retroalimentacién negativa provocada por las bajas concentraciones de
estrogenos, el hipotalamo comienza a secretar GnRH, que estimula la liberacién de la hormona
foliculoestimulante (FSH) y luteinizante (LH) permitiendo a los foliculos avanzar de la fase de
foliculo preantral y transformarse en foliculo antral. Este efecto positivo estimula la secrecion
del pico de LH necesario para desencadenar la ovulacion y luteinizacion folicular, y la actividad
ciclica ovérica. La retroalimentacion positiva se establece gradualmente durante el periodo de

transicion de la pubertad (4).

7.3.1 La pubertad

Resulta de importancia conocer el momento de iniciacién de la pubertad. Esto se puede dividir
en dos fases: la primera cuando se inicia el cortejo y puede ser seguido de intentos de copula
con hembras en celo, pero sin intromision y la segunda es ya cuando el macho estd en
condiciones de realizar una copula completa, ademés de su madurez fisiolégica, debe tener
liberado el pene del prepucio completamente, esta separacion esta mediada por niveles de
testosterona. En general se estima que cuando el macho llega al 70 % del peso corporal adulto
se ha completado su desarrollo fisiolégico y anatdmico y ya esta en la pubertad. El tamafio
testicular es un signo mensurable que se relaciona tanto con la aparicion de la pubertad como
con la fertilidad del macho. Aproximadamente un tamafio de 3.5-4 cm de largo significa

desarrollo y aparicién de la pubertad, como asi mismo la tonicidad de los testiculos (22).

La pubertad es el proceso por el cual el animal adquiere su capacidad reproductiva. Su aparicion
depende de la habilidad de neuronas hipotaldmicas especificas para producir GnRH en
suficientes cantidades para promover y mantener la gametogenesis. La hormona responsable
del inicio de la actividad ovarica es la hormona luteinizante (LH). En el estadio prepuberal los
pulsos de la LH son similares a los adultos en cuanto a su amplitud, pero mucho mas bajo en
su frecuencia. Como consecuencia, el crecimiento folicular es insuficiente para activar el pico

preovulatorio de LH y no ocurre la ovulacion (23).

La mayoria de alpacas hembras son sexualmente receptivas a los 12-14 meses de edad, a pesar
que la actividad ovarica comienza a los 10 meses, con el crecimiento de foliculos ovaricos de
5 mm o mas de diametro, alcanzando tasas de ovulacién y fecundaciones similares a las
hembras adultas, ademas una practica generalizada de las comunidades campesinas es empezar

con el empadre a la edad de 2 afios en alpacas (24).



10

Las alpacas tienen la capacidad de reproducirse desde el afio de edad, afectan varios factores
como la alimentacién y la fecha de nacimiento que pueden alterar esta manifestacion. El peso
vivo y la edad influyen en los porcentajes de ovulacion, fertilidad y natalidad, los cuales se
incrementan cuando se sobrepasan los 33 kilos de peso vivo. Con los actuales sistemas de
alimentacion y crianza, solo el 50 % de las alpacas primerizas alcanzan un peso superior a los
33 kg al momento del empadre, que se efectla cuando las hembras tienen 12 meses de edad, se
puede mejorar con manejo adecuado, por cada kilogramo de incremento de peso corporal se
puede incrementar 5% en el porcentaje de natalidad (4).

La secrecion ciclica de FSH en espacios de 5-6 dias de niveles altos y 5-6 dias de niveles
basales, determina el desarrollo folicular dentro del ciclo ovarico de una hembra. El pico de
FSH coincide con el estado maximo de desarrollo folicular (10-12 mm). El ciclo folicular dura
en un 59% de los casos: 16-18 dias, 21% entre 18-21 dias y el 12% entre 21-23 dias. Y
sucesivamente se van desarrollando foliculos que van reemplazando a los anteriores en la
produccion de niveles de estrogenos lo suficientemente altos para mantener la receptividad en
forma permanente. Sin embargo, hay casos en que se produce rechazo al macho en el punto de
transicion de un ciclo al otro. Esta ausencia de receptividad es de solo 1-2 dias, en la curva de
desarrollo folicular que el tamafio m&ximo esta alrededor de 10 mm, donde si recibe estimulo
coital puede llegar a ovular y si no se atrofia (22).

Los camélidos sudamericanos no presentan un patron continuo del ciclo estral como en otras
especies de produccion, en su efecto, muestran periodos prolongados de receptividad sexual,
donde la hembra acepta al macho y se efectda la monta y cépula. En los CSA la ovulacion no
ocurre espontaneamente, sino que es inducida por el acto de la copula, a medida que los
foliculos se desarrollan la hembra se vuelve sexualmente receptiva, en la dindmica folicular
existe varios foliculos pequefios en el ovario y que generalmente solo uno madura (foliculo de
Graaf) y permanece en ese estado por 10 a 12 dias, si durante ese periodo ocurre la cdpula con
la consecuente ovulacidn; existe evidencia que las hembras ovulan en respuesta a la presencia
del macho (sensaciones visuales, olfativas y auditivas) sin que ocurra la monta. Si no se produce
la copula existe la regresion del foliculo, pero normalmente otro foliculo ya estd madurando
(frecuentemente en el ovario opuesto), lo que resulta en periodos casi continuos de receptividad
sexual de hasta 36 dias (25).

Se considera que la hembra que recibe servicio ovula y de esa manera se presenta una leve

modificacion del ciclo ovarico, si se produce la copula, aproximadamente entre 1,5-2 horas
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post-coito se produce un pico de LH, la cépula a través del semen produce liberacion de LH, la
cual vuelve a sus niveles basales a las 5-7 horas post-coito. En el ovario donde se produce la
ovulacion continta con el desarrollo de un cuerpo luteo en el mismo sitio que ocupaba el
foliculo que ovuld, el cuerpo luteo empieza a desarrollarse a partir del tercer dia y se secreta la
progesterona (P4) que tiene la funcion de preparar el aparato reproductor para recibir una
probable gestacion, la interrupcion del ciclo ovérico a través de un "feed back" negativo sobre
hipotdlamo e hipofisis. Esta hormona llega a su maximo nivel 8-11 dias post-coito en
coincidencia con el maximo desarrollo del cuerpo luteo. A partir del dia 12-13, si no hubo
fecundacion empieza la regresion del cuerpo lateo, disminuye su tamafio hasta el dia 18, el nivel
de P4 baja y un nuevo ciclo se inicia. Pueden pasar dos cosas: la hembra no queda prefiada ya
sea por falla en la fecundacién o se produjo una reabsorcién embrionaria, o efectivamente hay
un embrién nadando en la leche uterina y en ese caso el cuerpo luteo continta desarrollandose
y los niveles de progesterona aumentan. El dia 21 aproximadamente se produce la fijacion del
embrion (22).

7.4 Dinamica folicular

La dinamica folicular (DF) ocurre en forma de ondas, siendo descritas dos o tres ondas de
crecimiento folicular (CF) durante el ciclo estral. Las ondas foliculares se observan durante el
ciclo estral (CE), pero pueden también presentarse previas a la pubertad, durante la gestacion y
durante el periodo postparto. En CE de dos ondas, la primera onda emerge el d 2 del ciclo y la
segunda onda el d 11, siendo el intervalo entre emergencia de las ondas de 9 d. En ciclos de 3
ondas, las mismas emergen los d 2, 9 y 16 del ciclo con intervalos entre ondas de 7 d. La
concentracion de P4 en plasma influye sobre el nimero de ondas foliculares durante el CE, por
lo que ciclos de tres ondas tienen la fase luteal mas larga, y por ende intervalos inter estrales

mas largos, en comparacion con ciclos de dos ondas de CF (26).

Las alpacas presentan ondas de desarrollo folicular ovarico y son de ovulacién inducida, por lo
tanto, no presentan ciclos de celo con ovulacion de manera espontanea. Las ondas foliculares
del ovario se ha confirmado la falta de consistencia en la informacion sobre la dindmica de la
onda folicular ovarica en alpacas, esto nos conllevo a seguir investigando. Siendo necesario
conocer estos eventos fisioldgicos en sus diferentes fases de desarrollo del foliculo en las
alpacas, para luego desarrollar protocolos para controlar el estado folicular ovéarico y
posteriormente poder manipular y aplicar las diferentes técnicas reproductivas eficientemente
(27).
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En alpacas se presentan ondas de desarrollo folicular ovarico y son de ovulacion inducida, por
lo tanto, no presentan periodos de celo con ovulacion de manera espontanea como sucede en
ovinos y vacunos. Siendo necesario conocer estos eventos fisioldgicos en las diferentes fases
de desarrollo del foliculo en las alpacas; emplear protocolos para controlar el estado folicular

ovarico, manipular y aplicar las diferentes técnicas reproductivas. (28).

El hipotdlamo es un 6rgano que produce neurosecreciones con ayuda de hormonas liberadoras
e inhibidoras de la liberacién, rige la secrecion de las hormonas adenohipofisiarias. En el
hipotalamo las células neuronales parvocelulares producen GnRH, la cual es secretada en forma
pulsatil, regulando, controlando la liberacién y secrecion de hormonas gonadotréficas como
FSH y LH de la hipdfisis, que son responsables del control de la actividad ovarica, de la

secrecion de hormonas esteroides y la ovulacion (29).

La accion principal de la secrecion de LH es la induccion de la ovulacion, una vez ocurrido esto
las células del foliculo ovulatorio se luteinizan y se inicia la secrecidn de progesterona, que
tiene un efecto de retroalimentacion negativa en el hipotdlamo, al evitar la secrecion de GnRH
y desensibilizar a los gonadotrofos a la accion de la GnRH. La retroalimentacion positiva de la
cascada de oxitocina desde el cuerpo luteo al ttero y de la prostaglandina F2a (PGF2a) desde
el utero al cuerpo luteo sirve como un mecanismo que asegura la luteolisis, donde los niveles
de progesterona decrecen junto con el efecto inhibitorio de la progesterona sobre el hipotalamo
y la hipofisis permitiendo el reinicio de los niveles de GnRH para continuar con un nuevo ciclo
(30).

7.5 Induccion a la ovulacion

En los camélidos se diferencia 4 regiones anatomicas de caudal a craneal: infundibulo, ampolla
0 &mpula, istmo y unidn utero-tubal (UUT) que termina en el Gtero formando una papila, tiene
un esfinter muscular que protruye dentro del cuerno uterino. En la ultra estructura, se observa
que tanto el oviducto de Ilama como de vicufia poseen un epitelio pseudoestratificado con

células ciliadas y secretoras. Las células secretoras poseen abundantes microvellosidades (31).

Se estudid la formacion de reservorios espermaticos por la adhesion de espermatozoides a la
mucosa oviductal. Se observaron espermatozoides en contacto con el epitelio de la UUT a las
6, 18, 24y 28 hs post-copula, atrapados en una sustancia distribuida en parches sobre la mucosa,
35 horas después de la copula no se encontraron espermatozoides en contacto con la mucosa

En istmo no se detectaron espermatozoides adheridos; es muy probable que la interaccion



13

oviducto-espermatozoides sea importante para proteger la integridad de las membranas
impidiendo la capacitacion y la reaccion acrosomica. De esa forma podran esperar hasta la
ovulacién, momento en que por otro mecanismo aun desconocido se desvincularian de la

mucosa para ascender hasta el ampula y fertilizar el ovocito (31).

Muchas teorias mencionan que las especies de ovulacion espontanea evolucionaron de las de
ovulacién inducida, otras hipotesis sugieren que la ovulacion inducida evoluciond en ciertas
especies como alternativa de asegurar la conservacion a traves de un estado de receptividad
constante que permite la maxima posibilidad de concebir cuando esta sometido a condiciones
medioambientales extremas, posiblemente podria ser el caso de los camélidos, quienes se
originaron en América del Norte, pero se vieron obligados a cruzar el Estrecho de Bering

durante la ultima glaciacion (32).

En todas estas especies, la fase folicular se caracteriza por el reclutamiento de varios foliculos
de los cuales solo uno se convierte en el dominante e inhibe a los foliculos restantes y crece, en
el caso de los ovuladores espontaneos llegara a ovular; en el caso de los ovuladores inducidos,
en los cuales de no haber el estimulo de la monta no se producira la ovulacion y el foliculo

dominante entrard en regresion (33).

En Camelidos Sudamericanos se produce la ovulacion si existe un foliculo dominante de 7 mm
o mayor al momento del coito, si los foliculos son mas pequefios de 6 mm o se encuentran en
fase de regresion la ovulacion no se produce; durante la fase luteal, las hembras no son

receptivas al macho, pero si no hay prefiez se produce la luteolisis (34).

La existencia de la proteina denominada “Factor Inductor de Ovulacion” (FIO) que se
encuentra presente en el plasma seminal de los camélidos, con capacidad de inducir ovulacion
ha generado muchas interrogantes sobre el mecanismo de accion. Se ha determinado que la
aplicacion intramuscular de plasma seminal estimula un potente efecto luteotropico en alpacas
y llamas e induce una tasa de ovulacion del 100%, lo cual lleva a la formacion de un cuerpo
luteo de mayor tamafio con secrecion de progesterona superior en comparacién con animales
que fueron inducidos la ovulacién con GnRH. Estos estudios fueron realizados midiendo las
concentraciones de LH plasmatica y se observo la vascularizacion formada en el cuerpo lUteo

posterior a la ovulacion (23).
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El FIO es una proteina presente en el plasma seminal de llama que se ha identificado
recientemente como factor de crecimiento del nervio B (NGF) e induce no solo una alta tasa de

ovulacion, sino que también parece tener propiedades luteotroficas en esta especie (35).
7.6 Medicién del diametro folicular

La Medicion de volimenes Automatizado de foliculos en técnicas de reproduccion asistida para
estimar los volimenes de los foliculos ovaricos, ofrecen una alta precision, en la modalidad del
modo inverso se colorean cada uno de los foliculos de un color diferente y se obtienen de forma
inmediata mediciones y volimenes. De esta manera, un volumen de 1cc. corresponde a un
didmetro > 12mm, un volumen de 4cc corresponde a un didmetro >18-20 mm correspondiendo
un volumen de 7cc con un didmetro > 24mm. las medidas automatizadas proporcionan
resultados que son al menos tan precisos como las realizadas por un ecografista con experiencia
considerable. Muchas de estas limitaciones estan en relacion con la influencia del indice de
Masa Corporal (IMC) de la paciente sobre la calidad de la imagen, pues la cantidad de tejido

adiposo de la paciente afecta a la calidad de la imagen (36).

Los transductores de uso comudn en ultrasonografia reproductiva en humanos como en otras
especies domeésticas son los lineales (transrectal) y microconvexos endocavitarios
(transvaginal). Ambos tienen la disposicion lineal de los cristales piezoeléctricos; sin embargo,
los microconvexos se caracterizan por presentar un campo de vision méas amplia, ademas que
generan imagenes de mayor calidad. Esta caracteristica de ultrasonografia transvaginal
permitiria evaluar eficientemente los fendbmenos y comportamientos de la dinamica folicular en
llamas (37).

Estudios demuestran que el nimero de foliculos por cohorte se contabilizaron al momento que
existia en uno de los ovarios foliculos con tamafios entre 2 y 3 mm. Foliculos de este tamafio
indican, ademas, el inicio de la fase de reclutamiento y se considera como el dia 0 o inicio de
la onda folicular. Intervalo interonda: Numero de dias entre el momento en que se diferencian
los foliculos reclutados y uno de ellos alcanza 6.5 mm aproximadamente y termina cuando el
FD disminuye su diametro hasta los 5-6 mm. Diametro mé&ximo del foliculo: EIl didmetro
méaximo del FD alcanzado durante la onda folicular (en mm). El desarrollo sincronico de un
nimero determinado de foliculos pequefios de 2-3 mm (fase de reclutamiento), contintia cuando
uno de ellos aumenta su tamafio de forma diferenciada (fase de desviacion folicular) y se hace

dominante aumentando su diametro (fase dominancia), momento en que se hace el registro para
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su evaluacion. Luego, el foliculo comienza una fase de regresion donde disminuye su diametro

hasta alcanzar aproximadamente los 6.5 mm (37).

7.7 GnRH en la ovulacion

El hipotdlamo forma la base del cerebro, y sus neuronas producen la hormona liberadora de
gonadotrofina 0 GnRH; en la eminencia media, difunde a los capilares del sistema porta
hipofisiario y de aqui a las células de la adenohipoéfisis en donde su funcion es estimular la
sintesis y secrecion de las hormonas hipofisiarias, FSH y LH (38).

La GnRH regula la liberacion de LH y FSH en células gonadotropas en la adenohip6fisis, tanto
los estrdgenos y la progesterona circulan por el torrente sanguineo totalmente unidos a las
proteinas plasmaticas, la accion principal es estimular los érganos diana del aparato reproductor
(39).

El principal mecanismo en la liberacion preovulatoria de GnRH en los ovuladores inducidos,
incluyendo los conejos, hurones, gatos y camellos; implica la activacion de las neuronas
noradrenérgicas del cerebro medio y del encéfalo en respuesta a las sefiales somatosensoriales
genitales generadas por la introduccion del 6rgano copulatorio de un macho durante la monta
(40).

En alpacas, especie doméstica de ovulacién inducida, han sido estudiadas las variaciones de los
niveles plasmaticos de FSH y LH, asi como la respuesta endocrina normal frente a diferentes
estimulos inductores de la ovulacion (41).

En los camélidos sudamericanos, se observa el desarrollo de ondas foliculares ciclicas,
relacionado con el crecimiento, maduracion y atresia del foliculo dominante, en alpacas se
encontraron que la duracion del intervalo interondas depende del tamafio del foliculo dominante
al momento de la cépula, siendo el promedio de 15.8 — 0.6 dias. Las ondas foliculares se dan
de manera alternada en ambos ovarios en un 81 %; donde uno de los ovarios presenta foliculos
de tamafio ovulatorio mientras que en el otro van creciendo otros foliculos que rapidamente
adquieren el tamafio ovulatorio cuando en el anterior se vuelvan atrésicos, explicandose con
esto, los largos periodos de aceptacion de la hembra frente al macho. La receptividad se observa
cuando el foliculo tiene didmetro = 6mm. El crecimiento del foliculo dominante esta
relacionado con la regresion de los foliculos subordinados, estando la inhibina relacionada con

la inhibicién de los foliculos pequefios. Si no ocurre la copula el foliculo dominante se atresia
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y el nuevo foliculo dominante puede ser reconocido 2 a 3 dias después de que se da el descenso

de tamafio del foliculo dominante presente inicialmente (42).

7.8 Métodos de coleccion de semen
7.8.1 Coleccion de Semen por Aspiracion Vaginal

Segun Virgilio Alarcon (43), seleccion6 10 alpacas vacias adultas, con tres semanas postparto,
sin infecciones uterinas, y sexualmente receptivas al macho. Cada hembra fue empadrada con
un macho entero. La frecuencia de coleccion de semen fue dos veces por semana y el tiempo
de copula fue 17 + 6 minutos. Luego de la monta, sujet6 y limpio la zona perineal con agua
jabonosa, insertd un espéculo vaginal y localiz6 el hocico de tenca de esta forma el semen fue
colectado con el espéculo y depositado en un tubo de vidrio graduado y mantenido a 37 °C.

7.8.2 Vagina Artificial

El maniqui fabricado con un marco de metal semejante a la grupa de llamas y a su vez forrado
con cuero de llama para adaptar la vagina artificial de uso en ovinos que funciondé muy bien, se
llen6 con agua caliente necesaria, la temperatura del agua al armar la vagina fue de 41°C por lo
que se considera que se pierde cerca de 3°C hasta colocar la vagina artificial en la frazada
térmica, mediante la bomba se puso aire para generar presion (1 bar), se colocé el cono de latex
y en su extremo terminal se ubico el tubo falcon el cual viene graduado en ml, donde se colecto6
el eyaculado, se cubrié al tubo falcon con papel para mantener la temperatura, luego se procedid
a envolver toda la vagina artificial armada con la frazada térmica la cual ya estuvo previamente
encendida y caliente; luego para proteccion se cubrié todo con una franela y se ubicé con ligas
y correas de velcro las cuales sujetan y posesiona con mayor seguridad y facilidad todo el
paquete en el maniqui de grupa, se utilizé una hembra vacia ciclica para la estimulacién de los

machos y sobre esta se coloco el maniqui de grupa (44).

7.8.3 Electro eyaculacion

Con este método se puede extraer semen de los animales sin previo entrenamiento, es
importante para evaluar a los reproductores. Consiste en la aplicacion ritmica de un estimulo
eléctrico por via transrectal sobre el sistema nervioso autbnomo y somatico, que conduce a la

obtencidn de secreciones de las glandulas accesorias y la consecuente eyaculacion (45).

Para la colecta de semen por este método implica tranquilizar al animal por via intravenosa con

una mezcla de xylacina, en dosis de 0,2 mg/kg y de ketamina, 1,5 mg/kg. La coleccion se realiza
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con el animal acostado; la sonda del electroeyaculador consta de tres electrodos, la cual es
introducida y colocar sobre la prostata, cuya profundidad es evaluada por medio de un
transductor ecografico. La estimulacion ocurre mediante impulsos eléctricos de 0,2 voltios
inducidos a intervalos de 1 segundo durante 3 segundos; el voltaje se va incrementando
progresivamente de 2 a 10 V en 6 a 12 minutos. Este método permitié recolectar semen en el
100% de oportunidades de las 110 tentativas de coleccién y sin presencia de orina. En esta

coleccidn se evita la formacion de espuma, como ocurre con la vagina artificial (46).

7.9 Determinacion de la calidad seminal

El éxito reproductivo esta determinado por una serie de factores entre los que se incluyen la
calidad de los gametos masculinos y femeninos, el espermatozoide realiza un largo y aparatoso
viaje en busqueda del 6vulo, sin embargo, éste no va solo, lo acompafian una gran cantidad de
componentes que forman el vehiculo a través del cual se desplaza; a este conjunto se le
denomina semen, el cual es motivo de analisis tanto en laboratorios clinicos como de
investigacién empleando un elevado nimero de pruebas. En la actualidad existen diferentes
metodologias para evaluar la calidad seminal, siendo la valoracion de la movilidad y de la

morfologia espermatica los indicadores cominmente utilizados en el analisis seminal (47).

Los métodos conocidos que se usan en la comprobacién de la calidad seminal y la fertilidad del
esperma pueden valorar los procesos vitales (metabolismo o movimiento), asi como las
caracteristicas morfoldgicas y composicién quimica, tanto de los espermatozoides como del

plasma seminal (48).

7.9.1 Examen macroscopico

En alpacas existe una variabilidad del volumen del eyaculado entre individuos aun en el mismo
individuo de una colecta a otra, encontrandose cifras 0.5 — 2 ml, los machos de 3 a 4 afios de
edad muestran mayor actividad sexual, asi como también varia segun el método de coleccion
(48), en el semen es predominante de color blanquecino aunque va desde blanco lechoso a
blanco cristalino, puede depender de la concentracion espermatica y la proporcion de la
secrecion de las glandulas sexuales accesorias (49), se reporta un pH promedio de 7.2 que a
pesar de diferencias entre las condiciones de crianza de las alpacas, ésta variable no se afectan
en forma significativa (50), la viscosidad del semen se debe a las mucoproteinas secretadas por
las glandulas bulbouretrales que constituyen el 80 % del eyaculado, se atribuye al fosfato de

espermina y proteinas, estas son secretadas por la glandula prostatica (51).
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7.9.2 Examen microscopico

Mayorga (52), en su investigacion determina la concentracion espermética de los grupos en
cada colecta que se realizo se obtuvo los valores de 47,5 hasta 80,5 x106/ml, con la siguiente
férmula: Suma de las cuadriculas de la cdmara de Neubauer para determinar el promedio de la

concentracion espermatica.

‘ Cl+C2=?/2=X ‘

C1= cuadricula 1
C2= cuadricula 2
X= promedio

Para calcular la concentracion espermatica aplico la siguiente formula

Concentracién=X * Fd * Ac * Fc

Donde: X = Promedio

Fd= Factor de dilucién 1:100 (100)
Ac= Atura de la cdmara 0.0050 (50)
Fc= Factor de concentracion (1000).

La motilidad se ve comprometida por la presencia de viscosidad y filancia, se muestra por
medio de la contraccion del flagelo y en un solo sitio, como un movimiento oscilatorio, el
espermatozoide incrementa su motilidad progresiva cuando el eyaculado se vuelve mas liquido;
la motilidad masal es un movimiento de superficie que refleja la proporcion de espermatozoides
que presentan algun tipo de movimiento; la motilidad individual se observa rectilineo y
progresivo, se requiere para un eyaculado un minimo progresivo de 70%; la observacion del
movimiento se realiza en tres o cuatro campos, cuyo porcentaje se calcula con la siguiente

formula:

Espermatozoides moviles
Motilidad = --------=--=-m=-mm oo x 100

Total espermatozoides
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La lectura se realiza en la siguiente escala:

» 80 % de motilidad = Buena calidad

» 60 % de motilidad = Regular calidad

» 40 % de motilidad = Pobre calidad

» 20 % de motilidad = Muy pobre calidad (53),

En el examen morfologico se puede encontrar anormalidades primarias que se refiere a cabeza
gigante, microcéfalo, colas enrolladas, colas rotas, cabezas dobles, doble cola, colas torcidas
alrededor de la cabeza de los espermatozoides y anormalidades secundarias que incluye cabeza
suelta o sola, cola sola, colas en gancho, cola doblada, para su determinacién en porcentaje, se
aplica la siguiente formula (54).

% EPZ. ANORM = _ N°Epz Anormales x 100%
N°® Epz. Contados

% EPZ. ANORM = Porcentaje de espermatozoides anormales

7.10 Seleccion de animales para reproduccion

En programas de mejoramiento genético que son a largo plazo se debe ordenar las actividades
pertinentes, en algunos paises las actividades van en funcién de los reglamentos y leyes que
rigen al pais, donde los organismos de control que suelen ser los ministerios de agricultura son
los que regulan las actividades de reproduccion y mejoramiento genético, las asociaciones y
criadores tanto publicas como privadas coadyuvan los programas establecidos, donde los
programas en las diferentes especies de produccion deben expresar los objetivos, finalidad e

intenciones muy bien establecidas (55).

7.10.1 Seleccién de machos

La poblacion de la majada puede clasificarse segln la edad y sexo, para determinar el nimero
adecuado de reproductores, determinado por los registros existentes, movilizacion de animales

tanto de ingreso como de salida.

De los animales seleccionados como superiores divididos en edad se los puede clasificar de la

siguiente manera:
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» Clase S: Clase Super. Son aquellos animales libres de defectos congénitos, poseer
excelente conformacion y uniformidad de rizos en los puntos de visualizacién: paleta,
costillar medio y muslo, densa, excelente finura, sin canas, color blanco entero;

» Clase A: aquellos que cumplen con las caracteristicas como libre de defecto congénito,
poseer buena conformacion, pero menor que la clase S, buena uniformidad en los puntos
de visualizacién: paleta, costillar medio y muslo, buena densidad, buena finura, sin
canas, color blanco entero;

» Clase B: Libre de defectos congénitos, conformacién regular menor que la A, menor
densidad, de color blanco entero, poseen canas casi invisibles, uniformidad del vellon,
rizos y diametro de fibra menos uniformes;

» Clase C: Libre de defectos congénitos, color blanco entero, mayor diametro de fibra que
las clases anteriores, menor densidad al tacto los machos son llevados a la majada;

» Clase R: Animales de rechazo, con defectos congénitos, vellbn manchado, mala
conformacion, fibra demasiado gruesa y canosa;

» Clase RV: Animales de rechazo por vejez (56).

Para la seleccion de los machos como reproductores se debe considerar que desde los 12 meses
presenta actividad sexual con 33 Kg de peso, muchos llegan a montar, pero no son efectivos
por la adherencia del prepucio al pene esto es condicionado a la falta de secrecion de
testosterona, a los dos afios aproximadamente el 70% ya no tienen adherencias pene-prepucial,
a los 3 afos de edad el 100% de los animales tienen el pene libre de adherencias y estarian aptos

para la reproduccion (57).

7.10.2 Seleccién de hembras

Son seleccionados segun sus cualidades o rasgos genotipicos y fenotipicos, alojadas en grupos
con el objetivo de tener un mejor control sobre las actividades que se realizan a diario, deben

estar en un ambiente confortable, con alimento, agua y minerales permanentemente.

Los aspectos mas importantes en la seleccion de las reproductoras son los siguientes:

» Edad: es un aspecto importante para su seleccion y se considera la edad ideal
comprendida entre los 4 a 8 afios.
» Estado fisiologico: deben ser sobresalientes dentro de un rebafio, fertiles y con actividad

ciclica.
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» Sanidad: las hembras deben estar libre de enfermedades, en especial aquellas que
afectan la reproduccién.

» Condicion corporal: es recomendable que se encuentre en una condicion corporal ideal
de 3,5. La alimentacion debe controlarse y corregir las deficiencias nutricionales para
cubrir por completo sus requerimientos.

» Fenotipo: las hembras a seleccionar deben reunir las caracteristicas propias segun su
raza o aptitud.

» Evaluacion genética: se debe tomar en cuenta los datos existentes en los registros,
pueden realizarse estimaciones de los valores de cria dentro del rebafio y seleccionar
solo a hembras que sean de produccion comprobada superior a la media del rebafio.

Las hembras que son seleccionadas, se efectta un chequeo reproductivo, ginecologico; también
ecografia a los ovarios y del Utero para ver si esta en condiciones de iniciar o continuar con su
periodo reproductivo (58).

7.11 Inseminacion artificial

La inseminacion artificial (1A) se utiliza principalmente para incrementar la produccion de crias
de un macho genéticamente superior, puede utilizarse en casos de incapacidad fisica del macho
0 la hembra; es una técnica reproductiva ampliamente utilizada en varias especies domésticas,
donde el semen previamente procesado es depositado en el aparato reproductor de la hembra
en el momento oportuno. Los trabajos de 1A en alpacas son escasos, ya que la coleccion de
semen es laboriosa por el tipo y duracion de la copula; en los Gltimos afios se han dado avances

importantes en el procesamiento y congelacion de semen (59).

La inseminacion artificial en camélidos es una técnica que comprende en el macho: la
recoleccion, procesamiento y conservacion del semeny en la hembra: la induccion de ovulacion
y la inseminacién propiamente dicha. Los pasos para la inseminacion propiamente dicha son:
identificacion de las hembras, induccidn de la ovulacion, determinar el tiempo 6ptimo para la
inseminacion y el procedimiento de inseminacion. Las alpacas producen bajos volimenes de
semen por eyaculacion en comparacion con especies pequefias como el ovino o el cerdo. En la
practica comun, en los camélidos sudamericanos (CSA) aun se realiza la I.A. como en la vaca,
por lo general en forma transcervical. Las experiencias sobre IA presentan tasas de prefiez del
73% con semen fresco depositado en los cuernos uterinos y un 67% de prefiez a la 1A por

laparoscopia (60).
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En trabajos realizados en llamas en argentina se colectdé semen de 10 machos adultos
entrenados, los eyaculados seleccionados para IA tuvieron un volumen de 1,6 + 0,8 ml,
concentracion de 79,7 £ 32 x 106 espermatozoides/ml y motilidad minima de 30%. Las hembras
tratadas con GnRH fueron inseminadas utilizando semen puro o diluido con un diluyente
compuesto por TRIS-Ac. citrico-Fructosa a 37°C. La dosis promedio para IA fue de 28,9 + 18,7
x 106 espermatozoides y se insemind a diferentes intervalos pos GnRH: 24, 24y 48 (doble 1A)
y 48 hs. Para la IA se utilizé la técnica recto-vaginal con pipeta pléstica depositando el semen
dentro del cuerno uterino ipsilateral al ovario con foliculo ovulatorio (61).

Ordoriez (62), utilizd 7 alpacas machos de raza Huacaya de entre 5 y 8 afios de edad para la
coleccién de semen. Para la colecta de semen se realizé por el método de electroeyaculacion,
para la anestesia general, utiliz6 ketamina 10% (2,5 ml/100 kgPV) y xilazina 2% (0,2 mi/20
kgPV). En el proceso de colecta se alternaron periodos de estimulacion eléctrica y reposo, los
eyaculados se produjeron a los 7 voltios.

Identificaron las hembras receptivas a las que se indujo la ovulacion con 1 ml de GnRH, 24
horas después se efectu6 la inseminacion con 0,5 ml de semen fresco, refrigerado o
descongelado con una concentracion de 10 y 16 millones de espermatozoides por dosis, la
inseminacioén fue via transvaginal utilizando un espéculo vaginal de uso humano y una fuente
de luz (62).

7.12 Chequeo ginecoldgico para detectar prefiez en alpacas

Las alpacas suelen ser déciles a un examen ecografico, esta técnica sobre el aparato
reproductivo puede hacerse transrectal o transabdominal, generalmente se realiza con el animal
retenido de forma manual también en la manga con el animal en posicion de pie o de monta. La
sonda se introduce en el recto con una mano enguantada y lubricada como en palpacién
transrectal, en la mayoria de las alpacas adultas sobre todo si son multiparas; en las hembras
jévenes o pequefias, el espacio pélvico intrarectal es estrecho para la introduccion de la mano
del examinador para esto se puede utilizar una extension en la sonda rigida como un tubo PBC
de 2,0 a 2.5 cm de diametro y 40 cm de longitud; previo a introducir la sonda en el recto, debe
ser lubricada con gel ecogréfico. La ecografia transrectal se realiza con un transductor lineal de
7.5 MHz, y se coloca sobre los cuernos uterinos para determinar la presencia de la vesicula

embrionaria confirmando asi la prefiez (63).



23

8. HIPOTESIS

H1: La aplicacién de GnRH influye en la induccion de la ovulacién para programas en
inseminacién artificial de alpacas, lo que permitird mejorar la reproduccion asistida de esta

especie.

HO: La aplicacion de GnRH no influye en la induccion de la ovulacion para programas en
inseminacién artificial de alpacas, lo que no permitird mejorar la reproduccion asistida de esta

especie.

9. METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL

9.1 Localizacion

Caracteristica del lugar experimental.

Ubicacién: El lugar de estudio esta ubicado en la provincia de Cotopaxi, canton Latacunga,
parroquia Eloy Alfaro. CEASA Centro Experimental Académico SALACHE.

Facultad: Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales
Carrera: Medicina Veterinaria

Proyecto: Mejoramiento genético de alpacas

Ubicacion

Provincia: Cotopaxi

Canton: Latacunga

Parroquia: Eloy Alfaro

Altitud: 2850 msnm.

Temperatura Promedio: 16°C

Precipitacion anual: 1626 mm.

9.2 RECURSOS Y MATERIALES
9.2.1 RECURSOS

e Tesista



Transporte
Registros
Computadora

Camara

9.2.2 Materiales de campo

Jeringas 5,10,20 ml
Guantes ginecologicos y de manejo
Termo de refrigeracion
Catéteres de lavado
Catéteres de inseminacion
Gel Ecdgrafo

Ecografo

Alcohol

Diluyente (AndroMed)
Termémetro

Sogas

Vagina artificial de ovino

Gel lubricante

9.2.3 Materiales de Oficina

Esferos

Resma de papel

Tabla de campo
Marcadores permanentes
Impresiones

Materiales de laboratorio
Microscopio
Esteromicroscopio

Agua bidestilada

Pipetas

Estufa

Camara de Neubauer
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e Portaobjetos
e Cubreobjetos
e Bafio Maria
e Tubos falcon
e Alcohol

e Tubos de centrifuga

9.3 METODOS
9.3.1 Factores en estudio

Recuento folicular Medidas de diametro folicular, valoracién ecogréfica del Gtero, didmetro
folicular antes y después, niveles de estrdgeno y progesterona, nimero de animales prefiados,
dosis de GnRH Calidad seminal

9.3.2 Andlisis de la informacion

Se realiz6 con la aplicacidn de estadistica descriptiva y la utilizacion de sofdware estadistico

F= frecuencia

%= porcentaje

Xx= Media aritmética

Maximos

Minimos

Rangos

Los resultados se presentaron en graficos de barras

9.4 METODOLOGIA

Se realiz6 consulta bibliografica para la fundamentacion tedrica con el objetivo de elegir los
animales que seran objetos de estudio seguido de la formacion de grupos y la identificacion, de
la misma manera se realizé la caracterizacion de los machos reproductores entrenados para la

extraccion seminal.

Los mismos que fueron utilizados para la extraccion de semen basados en la técnica de

electroeyaculacion para medir las variables de calidad de semen como volumen, motilidad y
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concentracion espermatica obteniendo como resultado la mejor técnica en la técnica de
electroeyaculacion un volumen de 0.5 ml para el procedimiento de evaluacién luego de la

dilucién con AndroMet en una relacion 1:1.

Posteriormente se realizé la inseminacion artificial de acuerdo a la planificacion en tres grupos,
luego de la aplicacion de GnRH 1, 1.5 y sin GnRH al grupo testigo, luego de tres horas se
procede a la inseminacion artificial.

9.4.1 Informacion primaria

Se realiz6 una matriz de consistencia para identificar las variables e indicadores de acuerdo a

los objetivos para generar los instrumentos de recoleccion de datos de las practicas realizadas.

9.4.2 Informacion secundaria

Se obtuvo la informacion de referencias bibliograficas de diferentes autores y de trabajos
anteriores realizados referente al tema, en donde se selecciona la fundamentacion cientifica que

se selecciono para aplicar en la investigacion.

9.4.3 Sondeo

Se realiza un analisis de los registros de los animales existentes en el proyecto de mejoramiento
genético de alpacas observando la salud y el estado de gestacion de las hembras y la existencia
de los machos disponibles para la extraccién de semen, el mismo que se plantea las variables a
evaluar en el trabajo de campo.

9.4.4 Muestra

Se utilizd un muestreo probabilistico ya que se refiere al estudio o el analisis de grupos
pequefios de una poblacion, se eligié a los animales en estudio con muestreo aleatorio simple
en la cual todos los animales tienen la misma probabilidad de ser elegido utilizado 6 hembras

que fueron identificadas con cintas de color por grupos de interés.

9.4.5 Descripcion de datos utilizados en la investigacion

Los datos de la investigacion fueron tomados de las experiencias de campo basados en cuadros
comparativos que se genero6 a partir de la matriz de consistencia ordenando para el analisis y

discusién de los mismos.
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9.4.6 Variables

» Dosis de GnRH
» Seguimiento de didmetro folicular
> Porcentaje de concepcidn

> Calidad de semen

9.5 METODOLOGIA DE CAMPO

Las hembras seleccionadas para la investigacion fueron aquellas que tengan un parto en
adelante, ademas que no presenten problemas reproductivos y estén clinicamente sanas;
aquellas alpacas que se escogieron que fue un total de seis animales que cumplen con los
requisitos antes mencionados se congregaron en grupos de dos a las cuales se les asignd colores
de cintas para su identificacion de tal forma que el Tratamiento uno testigo tenia el collar de
color azul, Tratamiento dos collar de color rojo y Tratamiento tres collar de color verde. La
induccion a la ovulacion para aplicacion de la GhnRH como inductor de la ovulacion se utilizé
un analogo sintético de la LH que para esta investigacion fue el acetato de buserelina; por medio
de ecografia se identifico la presencia de foliculo dominante que se considera con un diametro
igual o superior a 7 milimetros y se aplicé el analogo de LH por via intramuscular en las
siguientes dosis: al grupo uno testigo 0 ml, al grupo dos 1 ml, y al grupo tres 1,5 ml la aplicacion
del acetato de buselerina se realiz0 tres horas antes de la inseminacidn artificial en los grupos

de estudio.

Coleccion de semen por vagina artificial en los animales adiestrados del macho, se realizé la
extraccion de semen con vagina artificial utilizando a una hembra receptiva. El armado de la
vagina artificial se realizé de la siguiente manera: dentro de la vagina se colocé la manga de
latex y se sujetd en los extremos con ligas para mantener el agua y la presion adecuada; en un
extremo de la vagina se coloco el cono de latex y el tubo colector, una vez armada la vagina
por medio de la valvula de agua se introdujo agua a 40°C; por medio de la valvula de aire y con
ayuda de la bomba se introdujo aire para darle presion a la vagina, una vez lista la vagina
artificial que para la investigacion se utilizo la vagina artificial de ovinos, se cubre con papel
aluminio el cono y el tubo colector para proteger de los rayos solares, luego se coloco una manta
y al final una manta térmica para mantener la temperatura constante ya que la eyaculacion en

los camélidos tiene un tiempo prolongado.
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Se utilizé una alpaca y se sujetd en posicion de monta con la finalidad que el macho adopte de
igual manera la misma posicién, una vez que el macho acepta a la hembra y desenvaina el pene
para penetrar a la hembra se toma con la mano enguantada el pene y se coloca en la vagina

artificial y se esperd entre 20 y 30 minutos tiempo en que eyaculé el macho.

Evaluacion del Semen una vez que eyaculd el macho el semen colectado en el tubo falcon fue
cubierto con papel aluminio se coloco en un termo con agua a 38°C para que no exista choque
térmico y evitar la mortalidad de los espermatozoides; la muestra seminal se llevo al laboratorio

para el analisis correspondiente.

Para obtener la motilidad espermatica se colocé el portaobjetos y cubreobjetos sobre la platina
térmica para que no exista mortalidad de los espermatozoides por el choque térmico, se coloca
una gota de semen sobre un portaobjetos y se coloco el cubreobjetos, se llevo al microscopio
para observar y contar los espermatozoides que se mueven al igual que el total de las células

espermaticas, esto se realizo en cuatro campos y se aplicd la siguiente férmula:

Espermatozoides moviles
Motilidad = ---------=- == ==mmmm oo x 100

Total espermatozoides

Inseminacion Artificial una vez que se obtuvo la muestra seminal y después de analizar tanto
la motilidad y la concentracidn espermatica se prepard el semen para realizar la inseminacion
artificial, cabe recalcar que una vez que se identificé a las hembras con el foliculo dominante
tres horas antes se aplico la dosis del inductor a la ovulacion en las dosis que se aplicaron para

la ejecucidn de la investigacion.

En la preparacion de la muestra seminal para la inseminacion artificial se realizo lo siguientes:
el diluyente que para efecto del trabajo de tesis se utilizé es AndroMet de acuerdo al volumen
del eyaculado se realizo en relacién 1:1 es decir de un macho se obtuvo 0,5 ml de semeny 0,5
ml del diluyente y se obtiene un centimetro de muestra seminal que es la dosis que se aplicé en

la inseminacién artificial.

Identificadas las hembras a las que se aplicé el inductor de ovulacion a excepcion del grupo
testigo y después del tiempo de espera de tres horas se realizd la inseminacion artificial de la

siguiente manera: se colocé un macho en corral para que se estimulen las hembras, luego de la
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estimulacion, la hembra tomo la posicion de copula; se desinfecto la zona perineal, con la ayuda
de un catéter de lavado y por via recto-vaginal se introdujo el catéter en la vagina y con ayuda
de la mano que se encuentra en el recto se introdujo hasta los cuernos uterinos donde se depositd

el semen, y la misma metodologia se utilizé en todas las hembras en estudio.
La evaluacién de la ovulacion y prefiez en los grupos de estudio se realizé por medio de

ecografia 60 dias después de la inseminacion, donde se evidencio la presencia de cuerpo lUteo
y animales gestantes, valorando la presencia de miomas, adenomas malformaciones en el Utero

y grosor del endometrio.

9.6 Disefo experimental

Los cuadros comparativos consisten en la contraposicion sistematica de elementos, es decir, en
comparar dos 0 mas elementos al colocarlos graficamente uno al lado del otro, para asi resaltar
sus semejanzas, diferencias o caracteristicas distintivas. Es una técnica donde se puede ordenar

y comparar varios datos.

10. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

10.1 Relacionar el efecto de la aplicacion de GnRH externo en el diametro folicular.

La presente investigacion destaca que en la dosis de Oml de GnRH se observa un promedio de
6 foliculos, con una dosis de 1ml se observa 6 foliculos, en la dosis de 1.5ml se observa 8
foliculos. En la aplicacion del inductor de ovulacion (GnRH) que se aplico a las alpacas en
estudio, si afecto la cantidad de foliculos que se encuentran en crecimiento; lo que concuerda
con la investigacion realizada en el Peru, que, al sincronizar la nueva onda folicular, se obtiene
en uno de los ovarios la formacion de un cuerpo llteo, por lo que afecta la cantidad de foliculos
en crecimiento (65).

En referencia a la dosis de GnRH, en el tratamiento testigo Oml, tratamiento 1 y tratamiento 2
miden un didmetro folicular promedio de 7.5 mm como se puede observar en la tabla 1, esto
significa que no existe diferencia entre los tratamientos en relacion de la GnRH vs el didmetro
folicular esto fue analizado por ecografia transrectal; en una investigacion en la cual también
se utilizé6 GnRH el diametro folicular fue de 9.23 + 1.29 mm (64). Se determina que no existe
relacion directa entre la dosis de GnRH aplicada en los animales de estudio no influye en el

diametro del foliculo dominante.
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Tabla 1: GnRH vs nimero y medida de foliculos
Dosis de N° de Med. De

TR GnRH foliculos  Foliculo
TO 0oml 6 7.5 mm
T1 1ml 6 7.5 mm
T2 1.5 ml 8 7.5 mm
TOTAL 20 x 7.5 mm

10.2 Valorar la tasa de ovulacion cuando se aplica GnRH.

Segun el andlisis de la tabla 2, demuestra que a dosis de 0 ml los niveles de estrogeno presentan
un promedio de 36.45 pg/mL; a dosis de 1 ml presenta un promedio de 32.65 pg/mLy con 1.5ml
se obtuvo resultados de 23.4 pg/mL. El didmetro del foliculo dominante tiene relacion directa
con la concentracion de estradiol en la tabla 2 se puede observar los niveles de estrogeno altos,
informacion que concuerda con Lazaro (68), quien reporta que los niveles de estradiol entre los
diferentes tamafios foliculares, donde los dominantes (7 -10 mm) tienen niveles
significativamente mas altos de estradiol que los foliculos atrésicos y en crecimiento ya que tres
dias antes de la ovulacién el estradiol comienza un ascenso rapido. Como consecuencia de esta
alza, se produce un aumento brusco de LH alcanzando esta hormona su pico méaximo, el dia

previo a la ovulacion.

En los niveles de progesterona, en sangre se analiz6 bajo los rangos de <0.05, 0.12 y 0.21, 0.08,
Segun la tabla 2, se especifica que a dosis de 0 ml el promedio de progesterona es de 0.15 ng/mL
con 1ml 0.08 ng/mL, a dosis de 1.5ml de GnRH 0.09 ng/mL. Los niveles de progesterona en
sangre de los animales de investigacion estan dentro de los rangos establecidos en especial de
aquellos que se encuentran en periodo gestacional, resultados que son similares reportados por
Reyna (69), que obtuvo niveles basales de progesterona sérica los dias DO y D3, la
concentracion de progesterona en los 4 primeros grupos comenzé a elevarse en D6 y llego a los

méximos valores en D9.

De las medidas del endometrio como se puede constatar en la tabla 2, se puede distinguir que a
dosis de Oml de GnRH se obtuvo un promedio de 2.4 mm, en la dosis de 1ml de GnRH un
promedio de 2.9 mmy de 1.5 ml de GnRH un promedio de 2.5. Al medir la pared del endometrio

se puede observar que tienen un grosor adecuado en los animales que se indujo la ovulacion,
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los resultados son menores gque en investigaciones realizadas en el Pert donde las medidas son

mayores de los cuernos uterinos (66).

Se reporta que el porcentaje de ovulacion para la dosis Oml es de 0%, con 1ml 50% Yy en la dosis
1.5ml presenta una ovulacion de 100%. Comparando con los estudios realizados por Mamani
(67), obtuvo tasas de ovulacion, de 97.9% (47/48) y 93.8% (45/48) para plasma seminal y
GnRH, respectivamente, y sin diferencia estadistica. Obteniendo en la presente investigacion

datos inferiores a los reportados por Mamani.

Tabla 2: GnRH vs niveles de estrdégeno y progesterona, grosor del endometrio y % de

ovulacién
. . ) Niv.
R Dosisde  Niv. Estrogenos Progesterona Grosor del % de
GnRH pg/mL g endometrio ovulacion
ng/mL
T0 oml 36.45 0.15 2.4 0
T1 1ml 32.65 0.08 2.9 50
T2 1.5 mi 23.4 0.09 2.5 100

10.3 Determinar la tasa de concepcion en alpacas inseminadas con semen fresco.

Para el analisis de la tasa de concepcion después de la inseminacién artificial, se realiza un
chequeo ginecoldgico en el que indica un porcentaje de prefiez en 0 ml de 0% con 1 ml 50% y
con 1.5 ml 100%, obteniendo un porcentaje general de concepcion de 75 %, Huanca (70),

reporta que obtuvo un porcentaje de fertilidad del 68.75 % al utilizar GnRH, tabla 3.

Tabla 3: GnRH vs porcentaje de prefiez
TR Dosis de GnRH % Prefiez

T0 0ml 0
T1 1 mi 50
T2 1.5ml 100

11. IMPACTOS
11.1 Impacto Técnico

Este tipo de estudio, es de gran importancia en la parte técnico productiva de alpacas en la

Provincia de Cotopaxi, tomando en cuenta su estructura funcionamiento y productividad con la
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economia del sector por medio de los programas de produccion y reproduccion en la Provincia

de Cotopaxi.

Los avances de la tecnologia bio reproductiva aplicada en los camélidos nos permite mirar el
futuro con optimismo aplicando técnicas como transferencia de embriones e inseminacién
artificial mejorando las limitaciones que existe en la extraccion de semen en los machos
haciendo necesario una capacitacion permanente en el comportamiento reproductivo tanto del
macho como de la hembra con el fin de iniciar con un programa béasico que es el empadre

controlado.

11.2 Impacto Ambiental

En referencia al impacto ambiental no requiere de estudios ya que forma parte de la categoria

2 es decir el proyecto no afecta al lugar de ejecucion.

Mas al contrario la crianza de alpacas esta disefiado para la crianza en los paramos por sus
caracteristicas fenotipicas que presentan las pezufias por lo cual no destruye los bofedales

conservando de esta manera las vertientes de agua y el medio ambiente en general.

11.3 Impacto Econémico

Se analizara el impacto economico se puede fundamentar que la produccion y reproduccién en
alpacas es el pilar fundamental en el interés economico de los beneficiarios para la ejecucion

de estas alternativas de explotacion de alpacas y manejo de paramos.

Las técnicas de reproduccion asistida es un instrumento para la mejora genética que permitira
obtener fibra de calidad que sea alcanzable a la exigencia del mercado las mismas que daran
oportunidad a crear politicas de comercializacion de fibra de calidad que es el cuello de botella
en la produccion alpaquera.

11.4 Impacto Social

Uno de los problemas sociales es el no aprovechamiento de los recursos naturales y

tecnoldgicos en forma adecuada para solucionar las necesidades del entorno.

La actividad de crianza de alpacas en el sector rural ayuda a la organizacién de los productores
con un enfoque empresarial fortaleciendo la capacidad de gestion y negociacion del producto

tanto lana como carne con iniciativas alpaqueras sustentables.
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12. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
12.1 Conclusiones

> Laaplicacién del analogo sintético de GnRH no tiene efecto sobre el diametro folicular
ya que es una hormona especifica para induccion de ovulacion como se demuestra en
los resultados. Sin embargo, existe diferencia en el nimero de foliculos presentando un
mejor promedio en el tratamiento 2 de la aplicacion de 1.5 ml de GnRH.

» Las dosis aplicadas de GnRH en T0 (0 ml) no se obtuvo ovulacion, y en T2 (1.5 ml) una
ovulacion del 100% como se observa en los resultados obtenidos en la investigacion lo
que implica que los animales si son inducidos en la ovulacién a partir de la utilizacion
de GnRH. En vista que se produce un aumento brusco de LH alcanzando esta hormona
su pico maximo, el dia previo a la ovulacién.

» La tasa de concepcidn en TO no se evidencié prefiez, en T1 se obtuvo una prefiez del
50% y en T2 presento un 100% de prefiez, como se observé en los resultados obtenidos
en la investigacion ya que la dosis del inductor de ovulacion tiene relacién en la

ovulacién del foliculo dominante y la consecuente concepcion.

12.2 Recomendaciones

> Para tener efecto sobre el diametro folicular se debe aplicar una hormona especifica
(FSH) que cumpla esta funcion ya que el analogo sintético utilizado en esta
investigacion fue como inductor de la ovulacién.

» Se debe utilizar 1 ml o 1.5 ml del inductor de ovulacion ya que asi se tiene porcentajes
ideales y aceptables en la ovulacién.

> Latasa de concepcion tiene relacion directa con la ovulacion del foliculo dominante por
lo tanto se debe utilizar dosis de 1.5 ml del inductor de ovulacién para asegurar la

concepcion y gestacion de las alpacas.
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Anexo No. 7. Medicidon de foliculos y Diagndstico de gestacion
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presentado por: MAYRA CLEOFE CORONEL ACUNA. cgresads de la
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hacer uso del presente aval pam los fines académicos legales.
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