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RELACION ENTRE EL DiA DE COLECCION Y LA RECUPERACION
DE EMBRIONESEN ALPACAS SUPEROVULADAS

REeLATIONSHIP BETWEEN DAY OF COLLECTION AND EMBRYO RECOVERY IN
SUPEROVULATED ALPACAS

Miriam Cervantes F.1, Wilfredo Huanca L .22, Mario Gonzales C.3,
Manuel Palomino C.4, Victor LeyvaV.?!

REsSUMEN

Se estudiod la relacion entre el dia de coleccion y la recuperacion embrionaria en
alpacas adultas multiparas. Alpacas con fol icul 0s?7 mm se sometieron aun protocol o de
superovulacion, se cubrieron con machos fértiles (dia 0 = diade servicio), y los embrio-
nes se recuperaron en €l dia5 (G1), 6 (G2) y 7 (G3) post copula, previa evaluacion del
nimero y tamario de |os cuerpos | Gteos por ecografiatransrectal ovérica. En el Exp. 1 se
usaron 14 alpacas, que fueron sacrificadas pararecuperar |os embriones de los cuernos
uterino y del oviducto. En el Exp. 2 se realizd la recuperacion embrionaria in vivo a 21
alpacas. El lavado de los cuernos uterinos se hizo con 250 ml de PBS a través de un
catéter Foley y enlosoviductos se hizo con 20 ml de PBS desdelaunidn Gtero tubal hacia
lafimbria. El nimero de embriones recuperados de cuerno uterino asi como el porcentaje
de recuperacién embrionariafue mayor en G2y G3 respecto a G1 (p<0.05), mientras que
en el oviducto hubo mayor recuperacién en G1. Los embriones recolectados de los
cuernos uterinos consi derados como buenosy excelentesfue de 81.4% (35/43) en el Exp.
1y de74.5% (38/51) en el Exp. 2, sin encontrar diferencias significativas entre tratamien-
tos dentro de cada experimento. El estadio de desarrollo embrionario més frecuente en
ambos experimentos fue de blastocisto eclosionado (77.7%, 73/94), sin diferencia esta-
disticaentre G2y G3. Seconcluye quelosembriones pueden ser recuperadas del oviduc-
to hastael dia5y del cuerno uterino desde el dia 6 post copula.

Palabrasclave: apaca, eCG, dia de coleccidn, recuperacion embrionaria, cuerno uteri-
no, oviducto

ABSTRACT

The relationship between day of collection and embryo recovery was studied in
multiparous adult al pacas. Females with ?7 mm follicles were superovul ated, mated with
fertile males (day 0 = day of service) and embryos were recovered on day 5 (G1), 6 (G2)
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and 7 (G3) post copula, where the number and size of corporaluteawere echographically
evaluated. In Exp. 1, 14 females were slaughtered and embryos were recovered from the
uterine hornsand the oviduct. In Exp. 2, embryoswererecoveredin vivo from 21 females.
Each uterine horn was flushed with 250 ml of PBS using a Foley catheter; and oviducts
wereflushed from the utero-tubal junction to the fimbriausing 20 ml of PBS. The number
and rate of embryosrecovered from the uterine hornswashigher in G2 and G3 ascompared
to G1 (p<0.05), while in the oviduct was higher in G1. Collected embryos from uterine
horns had the condition of excellent and goodin 81.4% (35/43) in Exp. 1 and 74.5% (38/51)
in Exp. 2, and without statistical differences between treatmentsin each experiment. The
most frequent level of embryo devel opment was hatching blastocyst (77.7%, 73/94), and
without differencesbetween G2 and G3. It was concluded that embryos could berecovered
until day 5 after mating in oviducts and from day 6 onwards in the uterine horns.

Key words: alpaca, eCG, collection day, embryo recovery, uterine horn, oviduct

INTRODUCCION

La transferencia de embriones (TE)
como técnica de apoyo a programas de me-
joramiento genético ha mostrado ser de gran
utilidad en la ganaderia lechera (Wiggans,
1991), de dli que su adaptacion en apacas
tendria similares beneficios (Adamsy Ratto,
2001); sin embargo, estudios empleando di-
ver sos esquenas y netadd aj es (Novoa et
al., 1999; Veésguez y Novoa, 1999; Paomi-
no, 2000; Huanca, 2005a) reportan resulta
dos pobres y variables en € nimero de em-
briones recuperados (Cervantes, 2008). Los
factores que estarian afectando los resulta-
dos podrian circunscribirse a las diferencias
en latécnicade superovulaciony en d diade
recuperacion de los embriones.

Asi, en estudios de Huanca en apacas
(2005a,b), usando las mismas técnicas de
superovulacion con eCG y dia de coleccion
(dia 7 post copula) empleadas en llamas
(Huancaet al., 2004), obtuvo una respuesta
ovarica promedio de 7.5 cuerpos I(teos; Sin
embargo, larecuperacion embrionariafue de
s0lo de 1.4 embriones, smilar a lo obtenido
por Novoa et al. (1999). Estos resultados
hacen suponer que la pérdida de embriones
podriaser consecuenciade | os estadios avan-
zados de desarrollo; guardando coherencia
conlosresultadosde Bravo et al. (2004) quie-
nes encontraron estadios mas avanzados de
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desarrallo en alpacas tratadas con eCG a di-
ferencia de apacas no tratadas. Asimismo,
se dispone de reportes sobre larecuperacion
de embriones anivel de oviducto d dia3y 4
post copula (Aparicio et al., 2003).

En base a estas inferencias, se planted
modificaciones en los esquemas hormonales
y enlosdiasde coleccion, con € propésito de
estudiar larelacion entre @ dia de coleccion
y larecuperacion de embriones, afin de ob-
tener un mayor nimero de embriones por
hembra donante parasu utilizacion en los pro-
gramas de mejoramiento genético en apaces.

M ATERIALES Y METODOS

Procedimiento Experimental

El estudio serediz6 en e Centro de In-
vestigacion y Produccion Quimsachata, Es-
tacion Experimental ILLPA-INIA, ubicado
a 4200 msnm en € distrito de Santa Lucia,
Puno. La parte experimental se rediz6 du-
rante los meses de enero y febrero de 2007
(Experimento 1) y de 2008 (Experimento 2).

Se utilizaron 35 apacas Huacaya hem-
bras adultas (6 a 8 afios de edad), con histo-
riade partos normalesy con presenciade un
foliculo mayor o igua a7 mm, detectado por
ecografiaovaricatransrectal. Se usaron ma-
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chos adultos (?4 afios de edad) de reconocida
fertilidad para € servicio. Todos los anima:
les fueron dimentados en pastura natural.

Se realiz6 dos fases experimentales en
un disefio completamente aleatorio. Las
alpacas fueron sometidas a un mismo proto-
colo de superovulacion y determinados dias
de coleccion de embriones después de la
cépula. Laevauacion de la presencia de un
foliculo preovulatorio ?7 mm que permitaini-
ciar d protocolo de superovulacion se hizo
con un ecografo ALOKA SSD 500 y
transductor lineal de 7.5 MHz.

El protocolo de superovulacion fue una
modificacion del protocolo de Huanca
(2005a,b). Se administré 650 Ul de eCG dos
dias después de la ovulacion inducida con 1
ml de GnRH im (0.0042 mg acetato de
busereling), cinco dias después se indujo la
lutedlisis con 1 ml de PGF,, im (0.25 mg
cloprostenal), y d dia siguiente se evaud €
nimeroy e tamafio de folicul os ovéricos por
ecografia transrectal y se procedio a servi-
cio (>15 min) con macho fértil. En lacdpula
se control la correcta penetracion del pene
del macho. Al final del servicio, las hembras
recibieron 1 ml im de GnRH (0.0042 mg
acetato de buserelina).

Las apacas servidas se distribuyeron
a azar seguin dia de coleccion de embriones
(dia0 = diade servicio) en tres grupos expe-
rimentaes. dia5 (Gl), 6 (G2) y 7 (G3). Pre-
vio alarecuperacion embrionaria, se evalud
el nimero y tamafio de los cuerpos |Uteos
por ecografia transrectal ovérica.

Experimento 1

Se emplearon cuatro alpacas por trata
miento. Los animaes se sacrificaron € dia
de la recuperacion embrionaria y € tracto
reproductivo se removio cuidadosamente. El
lavado de | os cuernos uterinos se hizo con la
técnica de lavado uterino transcervical co-
rrespondiente a método de recuperacion por
circuito abierto con flujo discontinuo descrito
en bovinos (Pama, 2008). Se evalud la cali-
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dad morfoldgicay estadio de desarrollo em-
brionario, tomando como referencia las cla-
sificaciones establecidas por Lehn-Jensen
(citado por Cdllesen et al., 1995). ASmismo,
seregistro d tamafio de los embriones.

Ademas, se procedio d lavado de los
oviductos para comprobar la presencia de
embrionesen oviductosentred dia5a7 post
copula. Sedisecciond & mesosa pinx paraeli-
minar laformatortuosadd oviducto y facili-
tar d lavado. Se inyecté 10-15 ml de medio
de lavado temperado (37 °C) a base de PBS
anivel delaunion Utero-tuba, recuperando-
sed liquido por d extremo opuesto (fimbria)
sobre una placa petri estéril grande (previa-
mente rayada).

Experimento 2

La recuperacion embrionaria fue in
vivo (méodo no quirdrgico), utilizando sete
animales por tratamiento. El lavado de los
cuernos uterinos se hizo en formal smilar a
Experimento 1. Sin embargo, en este caso,
se coloct anestesiaepidura anivel delabase
delacola(lidocainaa 2%) y sedesinfectd la
zona vulvar; ademés, d término del lavado
de los cuernos uterinos, las alpacas recibie-
ron 1 ml im de PGF,, (0.25 mg cloprostenol).
El proceso de identificacion y clasificacionde
los embriones fue Smilar d Experimento 1.

Evaluaciones

Se evalué la calidad morfoldgicay de
estadio de desarrollo de los embriones recu-
perados, € porcentgje de recuperacion de
embriones (considerando € nimero de em-
briones recuperados por lavado uterino
transcervical entre el nimero de cuerpos
| iteos detectados ecogréficamente € dia de
larecuperacion embrionaria), y € porcentgje
de ovulacion (considerando € nimero de
cuerpos |Uteos detectados € dia de la recu-
peracion embrionaria entre el nimero de
foliculos superestimulados ?7 mm previos a
la copula). Se empled la diferencia de
proporciones para establecer lasignificancia
estadistica entre los grupos.
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El nimero de folicul os superestimulados
>7 mm previo ala cdpula, nimero de cuer-
pos |Uteos y niimero de embriones recupera-
dos por grupo se evalud empleando laprueba
deKruskal Walis. El tamafio delosfoliculos
y cuerpos |Uteos se evalud con la prueba de
ANOVA de una via. El tamafio de los em-
briones se evalud con la prueba T Student
independiente. Asimismo, se determiné el
coeficiente de correlacion entre € nimero
promedio de cuerpos |(teos observados y €
de embriones recuperados en |os grupos en
estudio.

Los andlisis estadisticos se redizaron
con el paquete estadistico Stata 9.2
(StataCorp, Texas, USA), y las diferencias
se condderaron significativas cuando p<0.05.

ResuLTADOS

El nimero promedio de embriones re-
cuperados de cuerno uterino, asi como € por-
centgje de recuperacion embrionaria fue
significativamente mayor en G2 y G3, res-
pecto aG1 (p<0.05), pero sin diferencias es-
taditicas entre G2 y G3 en ambos experi-
mentos (Cuadro 1). En tres alpacas del G1
(Exp. 2) se hizo un segundo lavado
transcervica a diasiguiente encontrando mas
de un embrion. A nivel de oviducto, € nime-
ro de embriones fue mayor paraG1 (Cuadro
1). Se observé una gran variabilidad indivi-
dua en € nimero de embriones recupera-
dos, llegdndose aobtener hasta 11 embriones
en una hembra.

Cuadro 1. Recuperacion embrionaria en tractos reproductivos de al pacas luego del sacrificio
(Experimento 1, n = 4, 2007) y por método no quirdrgico (Experimento 2, n =7,

2008)
Embrionesen Embriones en Relacion entre
Diade recuperacion oviducto cuerno uterino embriones de
de embriones post cuernosy CL
copula
Prom. + d.e. n Prom. + d.e. n Prom. £ d.e.
Experimento 1
5 2.3+04°% 9 0.2+0.5 1 12.5 + 25.0°
6 0.4+ 05° 2 3.8+ 4.0 19 61.7 + 23.1°
7 0.2 + 0.4 1 46+1.1° 23 42.9 + 30.9
Experimento 1
5 0? 0 (0n
6 43+2.4 30 46.8 + 21.7°
7 3.0:2.9 21 35.7 + 27.0°

ab Superindices diferentes dentro de experimentos y en una misma columna indican diferencia

estadistica (p<0.05)
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Cuadro 2. Tamafio (mm) de embriones recuperados en tractos reproductivos de alpacas
luego del sacrificio (Experimento 1, n = 4, 2007) y por método no quirdrgico

(Experimento 2, n = 7, 2008)

Diade recuperacion de
embriones post copula

Embriones en oviducto

Embriones en cuerno uterino

n Prom. xd.e. n Prom. + d.e.

Experimento 1

5 9 0.169 + 0.019° 1 0.200

6 2 0.165+ 0.02* 19 0.223 + 0.039%

7 1 0.160 23 0.411 +0.147°
Experimento 2

5 0 0

6 30 0.248 + 0.052*

7 21 0.470 + 0.220°

ab Superindices diferentes dentro de experimentos y en una misma columna indican diferencia

estadistica (p<0.05)

La cadidad morfolégica de los embrio-
nes recol ectados de | os cuernos uterinos con-
siderados como buenos y excelentes fue del
81.4% (35/43) end Experimento 1y de 74.5%
(38/51) en d Experimento 2, y del 100% en
embriones recuperados ddl oviducto (12/12),
sin encontrar diferencias significativas entre
tratamientos dentro de cada experimento. En
total, el 80.2% de |os embriones recuperados
presentd una calidad de bueno a excelente
(85/106).

El estadio de desarrollo embrionario més
frecuente en ambos experimentos fue de
blastocisto eclosionado (77.7%, 73/94), no
encontrandose diferenciaentre los grupos G2
y G3, mientras que en G1 serecuper6 un solo
embrién. La frecuencia de blastocistos
eclosionados en e Experimento 1 fue de
72.1% (31/43) y en & Experimento 2 fue de
82.4% (42/51). A nivel deoviducto, delos 12
embriones recuperados, 9 (75%) se encon-
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traban en estadio de mérula compacta. El
tamafio de los embriones fue significativa-
mente mayor en € dia7 (G3) queen € dia6
(G2) post copula en ambos experimentos
(p<0.05).

Se determind que e nimero defoliculos
detectados previo alamontay € nimero de
cuerpos |Uteos detectados € dia de la recu-
peracion embrionaria estaban moderadamente
correlacionados (r = 0.7, p<0.05); mientras
gue & nimero de cuerpos | Uteos detectados
y € nimero de embriones recuperados de
Utero tuvo una correlacion baja (r = 0.4,
p<0.05).

Discusion

El nimero de embriones recuperados
de cuerno uterino fue significativamente me-
nor en G1, todavez que solo se halé un em-
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brién. Sin embargo, se pudo encontrar nueve
embriones a nivel de oviducto en compara-

cion a bajo nimero encontrado en G2 (2) y
G3 (1), aungue es posible que una parte del
ndmero total de embriones presentes en ovi-

ducto se halla perdido debido afdlas en la
aplicacion de latécnicade recuperacion. No
obstante, estos resultados indican que los
embriones de las apacas superovuladas del
presente estudio estarian pasando ddl oviducto
al Utero luego del dia5 post copula. Aparicio

et al. (2003) reportaron la recuperacion de
embriones a nivel de oviducto a dia3y 4
post copula. El lavado transcervica en € dia
6 post copula, que no estuvo programado en
el estudio, mostré la presencia de embriones,
lo cua estaria demostrando que los embrio-

nes aun se encontraban en € oviducto a dia
5 post copula.

La calidad morfolégica de los embrio-
nes recuperados en los grupos en estudio fue
mayoritariamente de buena a excelente, as-
pecto importante considerando que la eva-
luacion morfol6gicadelacdidad embrionaria
puede proveer de valiosa informacion para
predecir |as tasas de prefiez post-transferen-
cia, debido a que latransferencia de embrio-
nes de este tipo de embriones resultan en
mayores tasas de prefiez respecto alos em-
briones de mala calidad en vacas (Linder y
Wrigth, 1983; Hader, 2001), y a los de me-
dianacalidad en ovinos (Angelaet al., 2006).

El mayor porcentgje de embriones se
encontraba en estadio de blastocisto
eclosionado, tanto a dia6 como a dia 7 post
copula, y solo se encontrd un embrion en es-
tadio demérulad dia5; resultado que difiere
a estudio de Bravo et al. (2004), quienesre-
portan embriones en estadio de blastocisto a
dia 6 y blastocisto expandido a dia 7. En €
caso de vacas, los ovocitos producidos por
hembras superovuladas no son liberados si-
multdneamente, sino dentro de un periodo de
varias horas, |0 que puede explicar la varia-
cion en d estadio de desarrollo de los em-
briones recuperados; es asi que Callensen et
al. (1986, citado por Palma, 2008) reportan
gue vacas estimuladas empiezan aovular 24
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horas después del pico de LH, pero laovula
cién se prolonga alin mas ala de las 33 ho-
ras, de modo que los ovocitos no son fecun-
dados en € mismo momento. Asi también, la
variacion delarespuesta superovulatoria pue-
de estar asociada con €l animal donador
(Cdlesen et al., 1995), incluyendo sus cudli-
dades genéticas (Palma, 2008).

Deigua manera, losresultados ddl pre-
sente trabgj o indicarian que alpacas tratadas
con eCG ocurririaun desarrollo embrionario
acelerado respecto a otras especies, a en-
contrar embriones en estadio de blastocisto
eclosionado desde € dia 6 post copula. Los
blastocistos de los bovinos eclosonan alos 8
a9 dias post cdpula (Palma, 2008) o alos 10
dias post estro (Massip et al., 1982). En lla
mas, McEvoy et al. (1992, citado por Ratto,
2005) refieren que € acelerado rango de de-
sarrollo embrionario en camélidos sudameri-
canos podria estar relacionado con € tem-
prano reconocimiento materna de la prefiez,
el cual fue postulado en base a un descenso
tempora de los niveles de progesterona, su-
giriendo que los signos del embrién para su
reconocimiento deberian ser transmitidos an-
tesdel dia 10 post montacon € fin de mante-
ner €l cuerpo IGteo de la prefiez (Abaet al.,
1997).

Por otro lado, € hecho que los embrio-
nes no presenten zona pelUcida podria indi-
car una mayor susceptibilidad de dafarse
debido a su mayor fragilidad (Palma, 2008).
Esto podria haber afectado € numero total
de embriones recuperados por lavado uteri-
no transcervical enlasal pacas superovuladas.

El nimero de embriones producidos es
inherente a cada hembra donante, dependien-
do en parte de los foliculos que responden a
lasuperovulacion; asmismo, seconsideraque
es improbable controlar los mecanismos
intraovaricos que determinan la dinamica
folicular (Moor et al., 1984). No cbstante, la
variacion en € nimero de embriones recu-
perados por animal es un aspecto que no de-
biera ser ignorado (Merton et al., 2003). Se
dispone de estudios que sefidan la posibili-
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dad de seleccionar hembras donantes en base
a nimero defoliculos pequefios al comienzo
del tratamiento superovulatorio, dada su es-
trecha correlacion con la respuesta
superovulatoria. De igual manera, se ha ob-
servado que ovejas con alto nimero de
foliculos en laprimera ondafolicular presen-
taron unamejor respuesta superovulatoriaen
términos de cuerpos luteos y calidad
embrionaria (Mossaet al., 2007). ASmismo,
seindicaqued tipo de respuestaaun primer
tratamiento superovulatorio tiende a ser Si-
milar en un segundo (Cordeiro et al., 2002),
tercero (Lamberson and Lambeth, 1986) e
incluso a lo largo de diez tratamientos
(Donadson and Perry, 1983), aunque hay
otros trabajos que reportan una baja
repetibilidad y heredabilidad (Tonhéti et al.,
1999).

Labaja correlacion entre e nimero de
cuerpos liteosy e nimero de embriones re-
cuperados difiere de correlaciones en bovi-
nos donde se reportan correlaciones mayo-
res (Kanuyaet al., 1997).

CONCLUSIONES

Losembriones de al pacas superovuladas
pueden ser recuperados del oviducto hastael
dia5, y delos cuernos uterinos desde @ dia6
post copula.
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