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EFECTO DE LACOPULACION DURANTE EL CELO POST-

OVULATORIO EN LAMORTALIDAD EMBRIONARIAENALPACAS

w

Maria Aparicio M.}, Victor Leyva V.2, César Novoa M. "y Wilber Garcia V.4

The objetive of this research work was to study the effect of the frequency of
copulation during the post-ovulatory estrous on the embryonic mortality in alpacas.
Forty four female alpacas were selected having a post-partum sexual rest >20 days and
bearing in the ovaries a pre-ovulatory follicle >7 mm of diameter. Animals were mated
(time of coitus: >15 minutes) using a male with proven fertility and received 6 g of
busereline i.m. after copula to ensure ovulation. Three experimental groups were then
ramdomly organized: the first group (S,, n = 14) did not receive additional matings, the
second gropup (S,, n = 15) received an additional mating on day three post-ovulation,
and the third group (S,, n = 15) received additional matings on days three and four post-
ovulation. Ovulation was confirmed through ultrasound images by disappearance of the
pre-ovulatory follicle 42 hours post-mating and the presence of a corpus luteum on day
5 post-ovulation. In addition, the size of the corpus luteum, morfological changes of the
uterine horns and presence of an embryo were recorded on days 13-14 and 19 post-
mating. These observations were complemented with the observation of sexual receptivity
using a male on days 6, 13-14, 19 and 26 post-mating. Ovulation rate was 91%. There was
a higher tendency on embryo survival at day 19 post-mating in those alpacas that received
an additional mating on days 3 (S,= 80%) and 3 and 4 (S, = 85%) post-ovulation than in
those animals without additional mating (S, = 75%). An additional study in four induced-
ovulated alpacas was done to detect fertilized ova at days 2, 3 and 4 post-ovulation.
Recovery of the fertilized ova from oviduct was possible only until day 3 post-ovulation.
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El presente trabajo tuvo como objetivo estudiar el efecto de la frecuencia copulatoria
durante el celo postovulatorio sobre la mortalidad embrionaria en alpacas. Se seleccion6
44 alpacas hembras con descanso sexual postparto >20 dias y con presencia de un
foliculo preovulatorio >7 mm de diametro. Los animales fueron servidos con macho de
fertilidad comprobada (tiempo de cépula: > 15 minutos) y se les aplico 6 g de buserelina
para asegurar la ovulacion. Se formaron 3 grupos experimentales al azar: el primero (S,, n
= 14) no recibio servicio adicional, el segundo (S,, n = 15) recibi6 un servicio adicional el
dia 3 postovulacion, y el tercero (S,, n = 15) tuvo servicios adicionales los dias 3 y 4
postovulacion. Se confirmd la ovulacion mediante observacion ecogréfica del ovario a
través de la desaparicidn del foliculo preovulatorio a las 42 horas postservicio (del primer
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servicio) y con la presencia de cuerpo liteo a los 5 dias postovulacion. Posteriormente se
continud con el registro del tamafio del cuerpo IUteo en los dias 13-14 y 19 postservicio,
asi como el registro de los cambios morfologicos del Gtero y la presencia del embrion.
Estas observaciones fueron complementadas con el examen de receptividad sexual al
macho (6, 13-14, 19 y 26 dias postservicio). Se logré una tasa de ovulacion de 91%. Se
observé una tendencia porcentual mayor de supervivencia embrionaria a los 19 dias en
alpacas que recibieron servicios adicionales en los dias 3 (S, =80 %) y 3y 4 (S, = 85%)
postovulacion, que en aquellas que recibieron un solo servicio (S, = 75%). Un estudio
adicional en 4 alpacas que fueron inducidas a ovular con servicio de macho fértil mas
administracion de buserelina o hCG, fue dirigido a ubicar anatdmicamente al oocito ferti-
lizado a los 2, 3y 4 dias postovulacion. Se recuper6 oocitos fertilizados del oviducto

hasta el dia 3 postovulacidn.
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La pérdida embrionaria en alpacas, que
mayormente ocurre dentro de las primeros
30 dias de gestacidn, ha sido estimada en un
50% (Fernandez-Baca et al., 1970c); sin
embargo, se desconocen las causas o facto-
res predisponentes.

Usualmente la alpaca después de la
cépula continua presentando celo hasta 4 dias
después de la ovulacion (Leyva y Garcia,
1999a) 6 4 a 5 dias postservicio (Fernandez-
Baca y Novoa, 1968). Este hecho asociado a
la serie de montas efectivas diarias (5-6 ser-
vicios) que recibe la hembra mientras mues-
tra receptividad sexual en el empadre a cam-
po libre (Fernandez-Baca y Novoa, 1968) y
ala ocurrencia de la copulacion uterina (Fran-
coetal., 1981), explicaria las alteraciones de
la estructura endometrial observadas después
de la copula (Apaza et al., 1999) y podrian
constituir parte del mecanismo de la ocurren-
cia de diferentes grados de endometritis re-
portadas en alpacas vacias (60% por Vilca,
1975; 50% por Ludefia y Leyva, 1977) des-
pués del empadre.

Por otro lado, estudios iniciales en trans-
ferencia de embriones (Novoa y Sumar, 1968;
Sumar y Leyva, comunicacion personal)
muestran la mayor recuperacion de oocitos
fertilizados del oviducto en el dia 3 postser-
vicio (dia 2 postovulacién) en alpacas
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superovuladas, lo que sugiere la llegada del
embrion al Gtero entre los dias 3 y 4 post-
ovulacion.

El analisis de todas estas informaciones
sugiere gque la actividad y la caracteristica
sexual en la copula en estadio postovulatorio
avanzado podria representar parte de una po-
sible interferencia en la viabilidad del embrion,
lo cual requiere ser confirmado. Por consi-
guiente, el presente trabajo tiene como obje-
tivo determinar si la frecuencia de copulacion
en alpacas durante el celo postovulatorio es
un factor que contribuye a la mortalidad
embrionaria.

Lugar de estudio y animales

El presente estudio se llevo a cabo
durante los meses de febrero a abril del 2000,
en el Fundo San Luis, ubicado en el distrito
de Nufioa, provincia de Melgar, departamento
de Puno, ubicado a 4,200 msnm, y a 15°
Latitud Sury 70° Longitud Oeste.

Se utilizaron alpacas en celo y con
descanso sexual postparto >20 dias, donde
se selecciond a 44 hembras con foliculo pre-
ovulatorio >7 mm de didmetro. Para este
efecto se empled la ecografia ovarica
transrectal. Los animales pertenecian al nu-
cleo reproductor de la Estacion Experimen-
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Figura 1. Disefio experimental utilizado para medir el efecto de la cépula durante el celo postovulatorio
sobre la mortalidad embrionaria de la alpaca

1 Se realiz6 la receptividad sexual frente al macho previo a la observacion ecografica de los

ovarios

2La ocurrencia de la ovulacion se observd a las 42 horas postservicio aproximadamente

tal de Camélidos del Centro de Investigacion
IVITA-Marangani (FMV-UNMSM).

Procedimiento experimental

Las 44 hembras fueron cubiertas (tiem-
po de cépula >15 minutos) con machos de
fertilidad comprobada (15 dias antes del
empadre se hizo el exdmen clinico de los 6rga-
nos genitales y se evalud el comportamiento
sexual). Cada animal recibio 6 g de buserelina
6500 Ul hCG viai.m. al término de la copula
para asegurar la ovulacion (Fernandez-Baca
etal., 1970b; Leyva y Garcia, 1999b).
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Disefio experimental

Las hembras fueron distribuidas al
azar después del servicio en 3 grupos experi-
mentales (Fig.1).

El primer grupo (S,,n = 14) recibio un
solo servicio y fue el grupo control. El segun-
do grupo (S,, n = 15) recibid un segundo ser-
vicio el dia 3 postovulacion (4 dia postser-
vicio); y el tercer grupo (S,, n = 15) recibio
un segundo y tercer servicio los dias 3y 4
postovulacidn, respectivamente (4* y 5 dia
postservicio). El tiempo de cdpula en cada
servicio fue > 15 minutos.
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Deteccién de ovulacion y viabilidad del
embrion

La ovulacién fue observada a las 42
horas postservicio, mediante ecografia, a
través de la desaparicion del foliculo pre-
ovulatorio y confirmada a los 6 dias post-
servicio con la presencia del cuerpo luteo. A
los 13 y 19 dias postservicio se hizo el
seguimiento de la presencia, caracteristicas
y tamafio del cuerpo luteo, asi como del
cuerno uterino 'y embrién, a fin de verificar la
posible continuidad de la gestacion temprana
(Fig. 1). Enforma complementaria, se registro
la receptividad sexual de la hembra al macho,
en los mismos periodos de tiempo que se
hicieron las observaciones ecogréficas, y a
los 26-27 dias postservicio.

Recuperacién de oocitos fertilizados

Se realizé un estudio complementario
dirigido a determinar la localizacion del oocito
fertilizado o0 embridn en el oviducto o Utero, y
la presencia de alteraciones macroscopicas
en el endometrio en los dias 2, 3 y 4 post-
ovulacion (3, 4 y 5 postservicio, respecti-
vamente), con el propésito de complementar la
interpretacion de los resultados de la copulacion
postovulatoria en la supervivencia embrionaria.

Para este estudio se administr 400 Ul
de PMSG a 4 alpacas adultas de descarte
para inducir la maduracion de por lo menos 2
foliculos preovulatorios (detectados por
ecografia). Estos animales fueron servidos
con machos 24 horas después (tiempo de
cépula >15 minutos), complementado con 10

g de buserelina 6 1000 Ul de hCG para
asegurar la ovulacion. La ocurrencia de la
ovulacién se determiné por la desaparicion
del foliculo preovulatorio y la presencia
posterior del cuerpo luteo, a través de la
imagen ecogréfica.

Un animal fue sacrificado en el dia 2
postovulacion, dos animales en el dia 3y uno
en el dia 4 (3, 4, y 5 postservicio, respecti-
vamente). El aparato reproductivo se retird
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después del sacrificio y los ovarios fueron
expuestos para la determinacién de la
presencia del cuerpo lGteo y los foliculos.

El oviducto fue seccionado a nivel de la
union Gtero-tubal, y se disecciond el ligamento
de suspension (mesosalpinx) para eliminar su
anatomia tortuosa y asi facilitar el lavado
(flushing). Para el lavado, se pasé una aguja
roma a través de la fimbria y se inyectd entre
5a 10 ml de una solucién de CINa al 9%. El
liquido se recuperd por el extremo opuesto
sobre lunas de reloj. Los oocitos fertilizados
se observaron con ayuda de un esteroscopio,
registrandose el estadio de division de las
células blastoméricas.

Los cuernos uterinos se bloguearon con
una pinza hemostatica a la altura de la union
Utero-tubal. Seguidamente se realiz6 una
incisién a nivel del cuerpo del Gtero para
introducir la bombilla de un catéter de dos
vias. Por una de las vias se insuflé aire y se
fij6 labombilla al inicio del cuerno ipsilateral
al cuerpo lateo ovarico para bloquear
internamente la via de salida de este
compartimento uterino. Por la otra via del
catéter se inyectd 10 a 20 ml de una solucién
de CINa al 9%, cerrandose la via con una
pinza hemostatica para permitir realizar
suaves masajes en el cuerno, y asi asegurar
la presencia del oocito en la solucion. La
solucion se recuper6 en lunas de reloj al retirar
la pinza hemostatica. La presencia del oocito
0 blastocisto se observo con un esteroscopio.

Andlisis estadisticos

La tasa de supervivencia embrionaria'y
gestacion entre los grupos experimentales fue
evaluada con la prueba de chi cuadrado. La
diferencia entre el tamarfio del cuerpo liteo
de gestacién y de no gestacion (mortalidad
embrionaria) fue evaluada con la prueba de
analisis de varianza (ANOVA). A fin de
establecer la diferencia en la receptividad
sexual (aceptacion y rechazo) en funcion a
la presencia del cuerpo lateo se utilizo la
prueba de chi cuadrado.
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Se logré inducir la ovulacién en 91%
de las alpacas con formacion de cuerpo luteo
y posible fertilizacion y gestacion (Cuadro 1).
No obstante la ausencia de diferencia signifi-
cativa entre tratamientos (p>0.05), hubo una
tendencia porcentual mayor de superviven-
cia embrionaria y de concepcion en alpacas
que recibieron servicios adicionales en los dias
3y 4 postovulacion.

Resultados sobre el comportamiento
sexual de hembras gestantes con cuerpo liteo
en diferentes estadios de desarrollo en la ges-
tacion temprana se muestra en el Cuadro 2.
La asociacion entre la presencia del cuerpo
luteo y la no receptividad sexual (rechazo del
macho) fue mas marcada después del dia 6
postovulacion (p<0.05).

En el Cuadro 3 se observa que el cuer-
po luteo de alpacas que exhibieron mortali-
dad embrionaria fue de menor tamafio a par-
tir del dia 13 postservicio (p<0.01) y se en-
cuentran en proceso regresivo que el cuerpo
luteo de hembras gestantes. En aquellas que
no hubo mortalidad embrionaria se observé
un incremento hasta alcanzar el tamafio maxi-
mo de un cuerpo lUteo de prefiez.

Cuadro 1.

En el Cuadro 4 se muestra los resul-
tados del estudio complementario de la ubi-
cacion del oocito fertilizado en relacion a la
copula en los dias 2, 3 y 4 postovulacion. Se
recuperaron del oviducto oocitos fertilizados
hasta el dia 3 postovulacion. No se lleg6 a
recuperar del oviducto ni del Utero en el dia 4
postovulacidn. El nimero de oocitos recupe-
rados guardo relacion con el nimero de cuer-
pos luteos presentes. Zonas hiperémicas y
petequias fueron las caracteristicas mas re-
levantes observadas al examen macroscopico
de la mucosa endometrial del Gtero después
del servicio.

En las hembras servidas que ovularon,
con formacion de cuerpo luteo como expre-
sion de la viabilidad de la fertilizacién y ges-
tacion temprana, no hubo disminucion en la
tasa de supervivencia embrionaria en aque-
Ilas que recibieron servicios adicionales con
copula efectiva después de la ovulacion. Por
el contrario, hubo tendencia a un incremento,
sobretodo en el grupo de alpacas que reci-
bieron mayor nimero de servicios adiciona-
les entre los dias 3 y 4 postovulacidn.

Numero de alpacas que ovularon y porcentaje de supervivencia embrionaria en

alpacas que no recibieron (S;) o que recibieron servicios adicionales en el dia 3

(S2) y 3y 4 (S;) postovulacion

Alpacas Supervivencia embrionaria (%)
Tratamientos Total — Owuladas  ppo g1 pia13-14'  Dia 19-202
(n) (n)
S;- Sin servicios 14 12 100.0° 92.0° 75.0°
S,- Servicio dia 3 15 15 100.0° 87.0° 80.0°
Ss- Servicio dia 3y 4 15 13 100.0° 92.0° 85.0°

! Con cuerpo liteo
2Con presencia de embrion

#Valores con letras desiguales son significativamente diferentes (p<0.05)
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Cuadro 2. Receptividad sexual (aceptacion o rechazo) en animales gestantes (supervi-
vencia embrionaria) a diferentes periodos de desarrollo del cuerpo luteo

Presencia de cuerpo Animales Acepta Rechaza
IUteo post servicio (n) (%) (%)
6 dias 40 30° 70®
13-14 dias 36 17% 83"
19-20 dias 32 6° 94°

a,b,c Valores que contengan por lo menos una misma letra en la comparacion dentro de columnas y
filas no son significativamente diferentes (p>0.05)

Cuadro 3. Composicion del tamafio del cuerpo lateo (mm; promedio + d.e.) entre animales
donde hubo supervivencia y mortalidad embrionaria

Presencia de CUerpo luteo Supervivencia embrionaria Mortalidad embrionaria
post servicio
6 dias 11.3+0.8° 10.6 + 1.2%
13-14 dias 13.0 + 1.5% 9.3+1.3"
19-20 dias 13.2 + 1.6° 8.4 +1.4°

a,b,c Valores que contengan por lo menos una misma letra en la comparacion dentro de columnas y
filas no son significativamente diferentes (p>0.01)

Cuadro 4. Estado de desarrollo de oocitos fertilizados y alteraciéon de la mucosa
endometrial a diferentes estadios después del servicio

1 0
. Dias N° de N° de . Alteracion de la
Animal post- 1 huevos o Estadio .
.. L 2 mucosa endometrial
servicio embrion
Moérula ) ) )
A 3 1 1 (8-16 blastémetros) Hiperemia, petequias
Morula ) ) )
B 4 2 2 (16-32 blastémetros) ~ Hiperemia, petequias
Morula ) ) )
C 4 1 1 (16 blastémetros) Hiperemia, petequias
D 5 1 * - - Hiperemia, petequias

L Cuerpo liteo
? Recuperados en oviducto
* No se recupero
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La copula estimula en alpacas en celo
la produccion del pico preovulatorio de LH
para inducir la ovulacion, pero la alpaca con-
tinua presentando celo hasta 4 dias después
de la ovulacion (Leyva y Garcia, 1999a),y a
nivel de empadre a campo se ha observado
que las hembras reciben mas de una monta
efectiva hasta los 5 dias después del primer
servicio (Fernandez-Baca y Novoa, 1968).
Este comportamiento es debido a que los
niveles de progesterona secretada por el cuer-
po luteo en desarrollo son todavia insuficien-
tes para inhibir el celo (Leyva y Garcia,
1999a).

La LH es también necesaria para el
crecimiento de los foliculos (efecto
estrogénico) en sinergismo con la FSH (Webb
y England, citado por Peters, 1985) y para el
establecimiento y mantenimiento del cuerpo
luteo (efecto luteotrdpico) (Farin et al., 1987);
por consiguiente, se esperaria que la cépula
postovulatoria estimule la secrecién de LH,
sin llegar al establecimiento del pico
preovulatorio, pero suficiente para ejercer el
efecto estrogénico y/o luteotrépico. La ocu-
rrencia de cualquiera de estos efectos de-
penderia del grado de desarrollo del cuerpo
IGteo después de la ovulacion. El efecto
estrogénico explicaria la presencia de foliculos
>6 mm detectados entre los dias 2 y 4 post-
ovulacién (Leyva y Garcia, 2000), mientras
que el efecto luteotrdpico explicaria la secre-
cién de progesterona con niveles >1 ng/ml en
plasma sanguineo (niveles inhibitorios) por el
cuerpo luteo (Aba et al., 1995) después del
dia 3 en lamayoria de alpacas, y el estableci-
miento y desarrollo de un cuerpo liteo com-
pletamente funcional (Leyvay Garcia, 1999a)
necesario para la supervivencia embrionaria
en alpacas.

La ausencia de diferencias estadisti-
cas en el incremento de la tasa de supervi-
vencia embrionaria conforme se incrementa
la frecuencia de cépula (entre los dias 3y 4
postovulacion) puede ser el resultado del re-
ducido nimero de animales utilizados en los
grupos experimentales y de la necesidad de
iniciar el estudio con el 100% de hembras
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ovuladas y con fertilizacién viable, a través
del uso de la técnica “empadre hormonal”
(servicio con macho fértil + 500 Ul hCG). Es
probable que una mayor diferencia en mor-
talidad embrionaria entre hembras que reci-
bieron un solo servicio (S, = 25%) y aquellas
que recibieron mayor nimero de servicios (S,
= 15%) con la técnica del “empadre hormo-
nal” se pueda obtener con un mayor nimero
de animales.

La copula en la alpaca es intracornual
(Franco et al., 1981) y su efecto dindmico y
prolongado resulta en alteraciones de la mu-
cosa endometrial detectados dentro de las 4
horas después del servicio (Apaza et al.,
1999; Velasquez et al., 1999), observandose
con frecuencia secreciones vulvares
sanguinolentas inmediatamente después del
servicio (Leyva V., Comunicacion Personal).
En el presente estudio se observo areas
eritematosas, petequias y una ligera inflama-
cion de la mucosa del Gtero, probablemente
debido a que la observacién se realiz6 en
alpacas sacrificadas a los 3, 4 y 5 dias des-
pués del servicio. Por este hecho, se espera-
ba en el presente estudio un efecto negativo
marcado de la copula en la supervivencia
embrionaria, sobretodo en estadios avanza-
dos (dias 3 y 4 postovulacion);

Los oocitos fertilizados fueron recu-
perados del oviducto hasta el dia 3 post-ovu-
lacion (4 postservicio). No hubo recupera-
cion en el oviducto ni en el Utero, probable-
mente debido a fallas técnicas. Se esperaria
gue desde el dia 4 el oocito fertilizado se en-
cuentre en su fase de transporte de la unién
tero-tubal hacia el itero como ocurre en la
mayoria de los animales de granja (Hafez,
1989).

El analisis del comportamiento sexual
de la hembra frente al macho, después del
servicio para el monitoreo de la superviven-
cia embrionaria en la gestacién temprana,
muestra la necesidad de una interpretacion
cuidadosa, sobretodo alrededor del dia 6 post-
servicio (dia 5 postovulacion). Es aqui donde
el 30% de las hembras supuestamente
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gestantes con presencia de cuerpo lUteo ex-
hibieron receptividad sexual en lugar de re-
chazo al macho. Se espera que alrededor del
dia 5 post-ovulacion en hembras gestantes
los niveles de progesterona sean mayores a
1 ng/ml (Aba et al.,1995), niveles suficientes
para ejercer un efecto inhibitorio del celo
(Leyvay Garcia, 1999a). Es probable que la
respuesta de receptividad sexual de las
alpacas con cuerpo liteo manifiesto sea el
resultado de un acondicionamiento como con-
secuencia del manejo reproductivo estable-
cido en el Centro Experimental donde se rea-
liz6 el presente estudio (Leyva, V., Comuni-
cacion Personal).

El tamafio similar del cuerpo liteo a
los 6 dias postservicio, entre alpacas con su-
pervivencia embrionaria y con mortalidad
embrionaria, es explicable porgue en este
periodo la glandula se encuentra en su esta-
do de desarrollo y la regresion en ausencia
de fertilizacion ocurre a los 9 dias después de
la ovulacion (Fernandez-Baca et al., 1970a;
Leyvay Garcia, 1999a). Similar observacién
fue reportada por Leyva y Garcia (2000).

Las copulaciones que recibieron las
alpacas en los dias 3 y 4 postovulacién no
afectaron la supervivencia embrionaria.
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