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Abstract

The study was carried out at the La Raya Experimental Center of the National University of the Altiplano of Puno at an altitude of 4200m,
with the aim of evaluating the effect of additional post-ovulation copulations on embryonic survival. Huacaya alpacas were used with
postpartum sexual rest greater than 20 days, with a preovulatory follicle greater than 7 mm, verified by ultrasound. For the controlled
mating, 5 males from the breeding group were used. After breeding, 26 to 35 hours post-mating, ovulation was verified, selecting 47
alpacas that ovulated, and distributed to the experimental groups: G1 (n = 16) with no additional mating, G2 (n = 15) received an
additional mating 24 hours post-ovulation, and G3 (n = 16) two additional mating 48 hours post-ovulation. On days 14 and 24 after
copulation, the presence of the corpus luteum and embryonic vesicle was verified by ultrasound and receptivity of the female to the male.
Results show a higher percentage of embryo survival trend in alpacas that received additional mating at 24 and 48 h post-ovulation than
those that received only one ovulatory mating, showing at 14 days post-copulation an embryonic survival of 93,3% and 87,5%, in G2
and G3 respectively, compared to G1 with 75%, and at 24 days post-copulation 86,7% and 87,5% in G2 and G3 respectively, compared
to G1 (62,5%). Although no significant differences were observed between groups (P>0,05), the difference is observed in the simple
correspondence analysis between groups.
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Resumen

El estudio se realiz6 en el Centro Experimental La Raya de la Universidad Nacional del Altiplano de Puno, a una altitud de 4200 m. con el
objetivo de evaluar el efecto de cpulas adicionales posovulacién sobre la sobrevivencia embrionaria. Se utilizaron alpacas Huacaya con
descanso sexual posparto mayor a 20 dias, con foliculo preovulatorio mayor a 7 mm, verificado por ecografia. Para el empadre controlado
se utilizé 5 machos reproductores. Luego del empadre, 26 a 35 horas posmonta se verific6 la ovulacién, seleccionandose 47 alpacas que
ovularon y distribuyéndose a los grupos experimentales: G1 (n=16) sin cépula adicional, G2 (n=15) recibi6 una c6pula adicional a las 24
horas posovulacién, y G3 (n=16) dos cépulas adicionales a las 48 horas posovulacién. Los dias 14 y 24 poscépula se verificd, mediante
ecograffa y receptividad de la hembra frente al macho, la presencia del cuerpo liteo y vesicula embrionaria. Los resultados muestran una
tendencia de sobrevivencia embrionaria porcentual mayor en alpacas que recibieron cépulas adicionales a las 24 y 48 h posovulacién,
que aquellas que recibieron solo una cépula ovulatoria, mostrando a los 14 dias poscépula una sobrevivencia embrionaria de 93,3% y
87,5%, en G2 y G3 respectivamente, frente a G1 con 75%, y a los 24 dias poscépula 86,7% y 87,5% en G2 y G3 respectivamente,
frente al G1 (62,5 %). Si bien no se observan diferencias significativas entre grupos (P > 0,05), la diferencia es observada el andlisis de
correspondencia simple entre grupos.
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Introduccion

!Universidad Nacional del Altiplano de Puno, Perd.

En el contexto de la ganaderia peruana, una actividad
de gran importancia social es la crianza de camélidos
sudamericanos, por su adaptacion y productividad sobre
los 4 000 m.s.n.m. El Pert posee alrededor de 3 millones
de alpacas, un millén de llamas y alrededor de 125
mil vicufias; la mayoria se encuentra en regiones de la
sierra sur, particularmente en Cusco y Puno (CENAGRO,
2012). De esta ganaderia dependen 2,9 millones de
habitantes que representa el 12% de la poblacién
nacional (Moya y Torres, 2008).
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Efecto de cépulas posovulacién sobre la tasa de sobrevivencia embrionaria en alpacas Huacaya (Vicugna pacos)

Una de las principales limitantes en la crianza de
alpacas es la baja eficiencia reproductiva, considerandose
dentro de ella a la mortalidad embrionaria como uno de
los factores de importancia y que puede llegar hasta un
50 % al mes de gestacién (Fernandez-Baca et al., 1970).

En el empadre a campo, se observan diferencias
entre alpacas en el nimero de copulas durante tres dias
consecutivos (Novoa, 1970); sin embargo, se desconoce
si hubo diferencias en la tasa de gestacién y natalidad
entre alpacas que recibieron diferentes nimeros de
copulas.

En alpacas, el celo es aparentemente continuo y la
copula induce la ovulaciéon (Novoa y Leyva, 1996),
mediado por el factor de crecimiento neurotrépico del
plasma seminal B-NGF (Adams et al., 2005), en la
produccién del pico preovulatorio de LH, sin embargo,
este proceso de cOpula, también ocurre después de
la ovulacién incluso durante la fertilizacién, por la
receptividad de la hembra hasta el dia 4 poscépula
(Leyva y Garcia, 1999a). En un estudio con cépulas
adicionales los dias 3 y 4 posovulacion, se reporté una
tasa de sobrevivencia embrionaria de 85% respecto a
un 75 % sin copulas adicionales (Aparicio et al., 2003).
Como estos sucesos son fisioldgicos, se asume que deben
tener un rol en regular el transporte de los gametos
para la fecundacidn, para la fertilizacion en el oviducto
y el acondicionamiento del ambiente uterino para la
viabilidad embrionaria. Estas son caracteristicas sexuales
poco estudiadas en relacion a la tasa de sobrevivencia
embrionaria y estas informaciones permitirian entender
el efecto poscépula en la fisiologia reproductiva y su
posible aplicaciéon en el manejo reproductivo de las
alpacas. Por lo que el objetivo del presente estudio fue:
Determinar el efecto de una cépula versus dos copulas
adicionales a las 24 h y 4 8h, después de la ovulacién
sobre la tasa de sobrevivencia embrionaria.

Materiales y métodos

El presente trabajo se realizé durante los meses de enero
a abril correspondiendo a los meses de encaste, en el
Centro Experimental La Raya de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia, de la Universidad Nacional del
Altiplano, ubicado en el distrito de Santa Rosa, provincia
de Melgar, regiéon de Puno; a una altitud entre 4 136 a
5 470 m; localizado entre las coordenadas 14°30°33”de
latitud Sur, y 20°57°33” de longitud oeste. La tempera-
tura anual promedio fue de 6,20°C; con una maxima de
14,16°C y minima de -1,75°C y una precipitacion pluvial
de 525,7 mm (SENAMHI, 2016).

Fueron seleccionadas 47 alpacas hembras Huacaya de
un rebafio en base al celo y ovulacién, de 5 a 8 afios
de edad, con descanso sexual posparto mayor o igual
a 20 dias y para el servicio machos de 5 afios de edad
pertenecientes al niicleo de reproductores de la estacion
experimental y por ello con capacidad reproductiva com-
probada a través de su historia en campafias anteriores de
empadre. Todos los animales estuvieron bajo las mismas
condiciones de manejo.

Canchas de pastoreo: se utilizé potreros destinados a
la paricién divididos en dos dreas, una para las madres
aun gestantes y madres con crias hasta 10 dias de nacidas
(cancha de paricién) y la otra para madres con crias
mayores a 10 dias (tantaje). Se acondiciond otra cancha

o potrero destinado para los machos.

Boxes o cubiles para el empadre controlado: se utili-
zaron paneles metdlicos, armando 8 boxes de 6 x 3m cada
uno y un pasaje para la circulacién y movimiento de los
animales durante el empadre.

Brete para ecografia: para realizar las ecografias en
las instalaciones del galpén de esquila se adecud un brete
para realizar la observacién ecogrifica seguida por el
pesaje de los animales.

Todas las instalaciones estuvieron cercanas al caserio
del Centro experimental.

En el empadre controlado, para facilitar la identifica-
cioén de los animales, se utiliz6 pintura de varios colores,
libreta de campo, cronémetro, sogas, numeradores meta-
licos (marcadores).

Para la ecografia transrectal se utiliz6 un ecégrafo,
con transductor lineal de SMHz (Marca: MADISON,
USA), gel para ecografia, guantes obstétricos o de pal-
pacion rectal, guantes de exploracién, papel toalla.

Para la evaluacién seminal (poscopula), se utilizé un
microscopio 6ptico (LEICA DM 2000, USA), platina y
regulador de temperatura (marca, LT), micropipeta de
10 a 100 yl (BOECO), laminas portaobjetos y laminas
cubreobjetos, y un proctoscopio adaptado como Espéculo
vaginal.

Todas las hembras seleccionadas tuvieron un periodo
posparto igual o mayor a 20 dias de paricién, y comporta-
miento de celo detectado por confrontacién con el macho
(Ferndndez-Baca, 2005). Y la presencia en los ovarios
de un foliculo preovulatorio igual o mayor a 7mm de
didmetro.

Todas estas hembras fueron trasladadas a los boxes
para el empadre controlado. Durante el proceso de em-
padre se verificé que la cépula fuera efectiva conside-
réndose un tiempo minimo de 15 minutos. Entre las 26
a 35 horas posmonta se verificd la ovulacién mediante
ecografia transrectal de los ovarios por la desaparicién
del foliculo preovulatorio observado previamente.

Los cinco machos utilizados para el empadre con-
trolado, fueron evaluados semanas previas al inicio de
esta actividad, a través del examen clinico de los érganos
genitales, el comportamiento sexual y evaluacion seminal
poscépula.

Después de verificada la ovulacion, 47 alpacas hem-
bras fueron seleccionadas y distribuidas al azar en 3
grupos experimentales, segtn el siguiente disefio expe-
rimental.

G1: Cépula ovulatoria (control), (n=16).

G2: Copula ovulatoria + una copula adicional a las 24
horas posovulacién (n=15).

G3: Copula ovulatoria + dos cépulas adicionales a las 48
horas posovulacién (n=16).

Cada grupo recibi6 equitativamente el servicio de los
5 machos, y cada servicio o cépula efectiva tuvo una
duracién promedio de 20 minutos, con un minimo de 15
minutos.

A través de la observaciéon mediante ecografia
transrectal de los ovarios y los cuernos uterinos en los
dias 14 y 24 posencaste se detectd la presencia del cuerpo
liteo y del embrién (prefiez temprana), para evaluar y
determinar la sobrevivencia embrionaria (Olivera et al.,
2003; Sanchez et al., 2017).
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Figura 1. Disefio Experimental del procedimiento.

La Evaluacién seminal se realiz6 en el semen
obtenido por aspiraciéon vaginal poscépula (Bravo et
al., 2000), considerdndose solamente la presencia de
espermatozoides y una motilidad minima (60 %).

La tasa de receptividad sexual, presencia de cuerpo
liteo y sobrevivencia embrionaria o prefiez temprana
entre los grupos experimentales fue analizada mediante
la prueba estadistica de Chi — cuadrado. Adicionalmente,
para observar la asociacion entre grupos experimentales
con receptividad sexual, presencia de cuerpo ldteo y
tasa de sobrevivencia embrionaria o prefiez temprana
se utilizé el Andlisis de Correspondencia Simple, cuyo
objetivo es representar grificamente la estructura de
relaciones de variables cualitativas mediante mapas de
posicionamiento y corroborar dependencia entre ellas.

Resultados

Receptividad, presencia de cuerpo liiteo (CL) y tasa de
sobrevivencia embrionaria a los 14 dias posencaste

En la Tabla 1 se muestran los resultados del comporta-
miento sexual y presencia de CL a los 14 dias posmonta,
notdndose una marcada asociacién entre la no receptivi-
dad de las hembras al macho y la presencia de CL.

Receptividad y presencia de CL en alpacas a los 14
dias posmonta de los grupos control (Gl), 1 servicio
adicional a las 24 horas (G2) y 2 servicios adicionales
a las 48 horas (G3) posovulacion.

G. experiment. | N.animales | Recep. (rechazo) | P. Cuerpo Liteo
n % n %
Grupo 1 (G1): 16 12 75,0 12 75,0
Grupo 2 (G2): 15 14 93,3 14 93,3
Grupo 3 (G3): 16 14 87,5 14 87,5
TOTAL 47 40 85,1 40 85,1

Tabla 1. Receptividad y presencia de CL en alpacas a los 14 dias
posmonta de los grupos control (G1), 1 servicio adicional a las 24 horas
(G2) y 2 servicios adicionales a las 48 horas (G3) posovulacion.

X% =2,163 X2 (2gl; 00,05 = 5,991

Hubo un mayor% de no receptividad al macho con
presencia de cuerpo liteo en los grupos G2 (93,3 %) y G3
(87,5 %) que en G1 control (75,0 %) (Fig. 2), no obstante,

Ramos, Urviola, Rodriguez y Leyva

estas diferencias no fueron significativas (P>0,05); sin
embargo, el andlisis de correspondencia simple muestra
acercamiento entre los grupos que recibieron cdpulas
adicionales (G2 y G3) con el rechazo al macho y
presencia de cuerpo liteo, mientras que ambos se apartan
marcadamente del grupo sin copulas adicionales (G1)
control.
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Figura 2. Porcentaje de no receptividad y presencia de CL a los 14 dias
poscépula en alpacas control (G1) y que recibieron cépulas adicionales a
las 24 horas (G2) y 48 horas (G3) posovulacion.

Receptividad, presencia de cuerpo liiteo y tasa de
sobrevivencia embrionaria a los 24 dias poscopula.

La Tabla 2 muestra los resultados del comportamiento
sexual y presencia de cuerpo liteo a los 24 dias
poscépula, reafirmdndose la asociacion entre la no
receptividad de las hembras al macho y la presencia
de cuerpo liteo, verificado para este momento con la
presencia de la vesicula embrionaria, también mediante
la ecografia transrectal.

El mayor porcentaje de Sobrevivencia embrionaria
a los 24 dias posencaste, evaluado mediante la no
receptividad de la hembra al macho y corroborado
por la presencia de cuerpo liteo se da en el G3 con
87,5 %, seguido del grupo G2 con 86,7 %, frente al grupo
control G1 con 62,5% (Fig.3). A pesar de la ausencia
de diferencias significativas entre tratamientos (p>0,05),
también en este momento se observa una tendencia
porcentual mayor de sobrevivencia embrionaria (Tabla
2 y Fig.3) en alpacas que recibieron montas adicionales
a las 24 y 48 horas posovulacion, lo que estaria siendo
demostrado por el anélisis de correspondencia simple, en
cuyas gréficas, se muestra un mayor acercamiento entre
los grupos que recibieron cépulas adicionales (G2 y G3)
con el rechazo al macho, presencia de cuerpo liteo y
prefiez, y a su vez ambos grupos se alejan del grupo
control.
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Figura 3. Porcentaje de Prefiez y ME de alpacas a los 24 dias poscopula,
que no recibieron (G1) y que recibieron c6pulas adicionales a las 24 horas
(G2) y 48 horas (G3) posovulacion.
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Grupos Numero de animales | Receptividad (rechazan) CL | Preflez temprana* (Sobrevivencia embrionaria) | Mortalidad embrionaria**
n % n % n %
Grupo 1 (G1): 16 10 62,5 10 62,5 2 12,5
Grupo 2 (G2): 15 13 86,7 13 86,7 1 6,7
Grupo 3 (G3): 16 14 87,5 14 87,5 0 0,0
TOTAL 47 37 85,1 37 85,1 3 19,2

Tabla 2. Receptividad-CL, prefiez temprana y mortalidad embrionaria en alpacas, a los 24 dias poscépula de los grupos control (G1), 1 servicio adicional
a las 24 horas (G2) y 2 servicios adicionales a las 48 horas (G3) posovulacién.

* Con presencia de vesicula embrionaria. X2c = 3,815 X2t (2 gl; 0,05) = 5,991

** Determinado en base a la evaluacion de los 14D y 24D.

Por otro lado, se puede observar en la Figura 3, que
a los 24 dias posmonta en los grupos G1 y G2, se ha
presentado mortalidad embrionaria en un 12,5% y 6,7 %
respectivamente, y no asi en G3 (0%), respecto a la
evaluacion realizada a los 14 dias posmonta.

Discusion
Receptividad, presencia de cuerpo liteo y tasa de
sobrevivencia embrionaria a los 14 poscopula

La ovulacién en alpacas estd mediada por la accién
del factor neurotrépico del plasma seminal del macho
(Adams et al., 2005) que estimula la produccién del pico
preovulatorio de LH. Algunos investigadores describie-
ron también que existen interneuronas en el hipotdlamo
que median la ovulacion inducida por el factor inductor
de la ovulacién-FIO (Carrasco et al., 2018; El-Allali
et al., 2017). Ademads, en otras especies se describid
también que es posible un efecto del B-NGF sobre la
maduracién de los ovocitos, en el proceso de fertilizacion
(Crispo et al., 2016), y principalmente tener un efecto
luteotrépico temprano (Carrasco et al., 2016).

Los resultados que mostramos tienen concordancia
con los resultados de (Aparicio et al., 2003), donde los
grupos de hembras que recibieron copulas adicionales
solo en los dias 3 y 4 posovulacién tuvieron una sobre-
vivencia embrionaria de 87% y 92 % respectivamente.
Aparentemente ambos reportes muestran que no existe
mayor diferencia en los dias D1, D2, D3 y D4; lo cual
podria ser diferente a lo que ocurre en el empadre a
campo, donde la hembra alpaca recibe varias cépulas
posovulacién en un mismo dia hasta el D4 (Ferndndez-
Baca y Novoa, 1968), el cual podria tener un efecto
acumulativo en la sobrevivencia embrionaria.

Leyva y Garcia (1999a; 1999b), encontraron que
el celo posovulacién desaparece con la aplicacion de
progesterona (P4) sugiriendo que este celo ocurre porque
el cuerpo liteo en reciente organizacién no libera nive-
les apropiados de P4 para ejercer su efecto inhibitorio;
e indirectamente asume la necesidad del efecto de la
LH, en la secreciéon de la P4 por el cuerpo liteo para
alcanzar el nivel que ejerce el efecto inhibitorio el cual
ocurre fisioldgicamente en la mayoria de los casos en el
cuarto dia posovulacion (Aparicio et al., 2003). Reportes
indican que; - existe un incremento en los niveles basales
de LH después de cépulas posovulatoria (Aba et al.,
1995) y — que la aplicacién de LH en los dias D1 y
D3,5 posovulacién redujeron en un porcentaje razonable
el celo posovulatorio entre los dias D2 y D4 (Ferndndez,
2013). Estas informaciones indicarian que, en el empadre
a campo, el efecto acumulativo de las c6pulas continuas
(por ende, el B-NGF), deben estar relacionadas con la

mantencion de un elevado nivel basal de LH, para que el
cuerpo liiteo se establezca produciendo el nivel apropiado
de progesterona para inhibir el celo y continuar con la
funcién de mantencidn de la gestacion; en caso contrario
los niveles crecientes de E2 indirectamente mediarian la
secrecion de PGF2a, afectando la viabilidad del Cuerpo
liteo (Leyva y Garcia, 2000), ocasionando una muerte
embrionaria temprana, puesto que la sobrevivencia del
embrién en este periodo, depende principalmente de la
eficiencia con la que se establece el reconocimiento
materno de la prefiez (Mor ef al., 2015). Lo anterior estd
mediado por el dtero, que por la estructura y organizaciéon
de la matriz extracelular y mecanismos de adhesion
celular afecta en la sobrevivencia del embrion durante el
periodo de implantacién después de la prefiez (Moraes
et al., 2018). Algunos investigadores demostraron que
algunas razas de animales presentan mayores niveles
sanguineos de Progesterona en los dias 6 y 12 posovu-
lacién lo que podria favorecer el ambiente uterino y por
consiguiente disminucién de las pérdidas embrionarias
tempranas (Ayala et al., 2017). Estos andlisis sugieren un
posible efecto fisiol6gico de las cépulas posovulacion en
la sobrevivencia embrionaria.

Receptividad, presencia de cuerpo liteo y tasa de
sobrevivencia embrionaria a los 24 dias posencaste

Aparicioet al. (2003) para grupos de hembras que reci-
bieron copulas adicionales los dias 3 y 4 posovulacion,
reportaron la presencia de cuerpo liiteo los dias 19 y 20
poscépula como indicador de sobrevivencia embrionaria
en un 80% y 85% respectivamente, (equivalente a 72
y 96 horas posovulacién), siendo en nuestro caso de
86,7% y 87,5% para copulas adicionales a las 24 y 48
horas, si bien es cierto que se ven ligeras diferencias,
podriamos deducir que las cépulas adicionales en ambos
estudios (debido al FIO que estimula la secrecién de
LH) mejoran la sobrevivencia embrionaria, que para este
momento de evaluacién (24 dias poscépula), una de las
causas se deberia a un efecto potenciador de las mismas,
considerando que hubo un mejor establecimiento del
cuerpo liuteo y por ende secrecion de progesterona y
reconocimiento materno de la prefiez, (Chipayo et al.,
2003). La importancia de la progesterona durante la
prefiez radica en que induce la quietud del miometrio,
ademds promueve la proliferacion de las células del
endometrio para soportar la implantacién del embrién y
el desarrollo a término del feto (Hafez, 2000). También se
sabe que la progesterona junto con los Sa-pregnanes son
secretada por el cuerpo liteo e induce la produccién de
histotrofo endometrial que es responsable de la nutriciéon
conceptual hasta la placentacién (Aurich y Budik, 2015).
Aunque algunos investigadores reportan que algunos
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animales con niveles de progesterona aun altos tuvieron
pérdidas embrionarias tempranas, demostraron que las
perdidas embrionarias no siempre estdn relacionadas con
los niveles bajos de progesterona (Bravo et al., 2010).

Las perdidas embrionarias tempranas en rumiantes se
dan con mayor frecuencia hasta antes de los 16 dias des-
pués de la concepcién (Diskin y Morris, 2008; Hashem y
Soltan, 2017), mientras que Ferndndez-Baca (1971), a los
30 dias posmonta, reporta una mortalidad embrionaria de
hasta 50 %, sin considerar cépulas adicionales ni hembras
que hayan ovulado como en el presente estudio. Otra
causa, pero atribuida a la mortalidad encontrada en este
periodo (24 dias posempadre) en los grupos G1 y G2, po-
dria deberse a fallas cuando el embrién inicia la implanta-
cién el dia 14 posovulacién con las interdigitaciones que
se forman entre las células epiteliales del endometrio y el
trofoblasto del embridn (prioritariamente en el cuerno iz-
quierdo), zonas que al parecer facilitan el reconocimiento
maternal de la prefiez y luego el intercambio gaseoso
entre la madre y el feto (Olivera et al., 2003; Skidmore
et al., 1996). Entonces estos factores que tienen que ver
con la mortalidad temprana no estdn del todo claros por
lo que deberan ser demostrados en otras investigaciones.
Es importante considerar la identificacién de genes en
alpacas como se ve en otras especies, genes que estén
asociados a este evento de transicion y la definicién de su
significado funcional podrian proporcionar informacién
vital para identificar las razones por la que no se da el
reconocimiento materno de la prefiez (Mor et al., 2015).

El incremento de la tasa de sobrevivencia embrionaria
observada en el presente estudio de investigacion estd
relacionado con los grupos que recibieron cépulas adicio-
nales (24 y 48 horas) como se observa en las pruebas de
correspondencia simple, pero no llegan a alcanzar el 95 %
de significancia estadistica (P>0.05); que puede ser el
resultado del nimero de animales utilizado en cada grupo
experimental. Estos resultados nos permiten sugerir que
se puede mejorar el porcentaje de sobrevivencia embrio-
naria e incrementar el porcentaje de gestantes y por ende
el porcentaje de natalidad en alpacas que reciben copulas
adicionales posovulacién. Si bien el proceso depende
del utero, no ocurre in vitro, existiendo una variacion
significativa entre los conceptos que es independiente del
utero y puede apuntar a una variacidon en la calidad de los
embriones y los ovocitos (Sanchez et al., 2019); ademads,
el papel del padre en la determinacién de la calidad del
embrién y en el desarrollo del concepto recién comienza
a apreciarse que podrian estar involucrados (Ortega et al.,
2018).

Conclusiones

Las alpacas que recibieron una cépula ovulatoria y
con una cépula adicional a las 24 horas posovulacion
y las que recibieron dos cépulas adicionales a las 48
horas posovulacién evidencian una tendencia porcentual
mayor de sobrevivencia embrionaria respecto a las
alpacas que solo tuvieron una cépula ovulatoria, a
pesar que la metodologia empleada tenga un efecto
sobre la sobrevivencia embrionaria los mecanismos
fisiolégicos no estdn del todo claros. Sin embargo, el
répido desarrollo de métodos biol6gicos, moleculares
contribuird a resolver y comprender estos mecanismos.

Ramos, Urviola, Rodriguez y Leyva

Se requieren estudios con grupos con mayor nimero
de animales para aseverar resultados significativos.
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