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RESUMEN 

E l presente trabajo se llevo a cabo en el Centra de Investigaci6n y Production 

"Quimsachata" del Instituto Nacional de Innovation Agraria, ubicado en el 

Distrito de Santa Lucia, Provincia de Lampa, Departamento de Puno, los meses de 

Noviembre y Diciembre del 2012; el objetivo fue determinar el efecto de la 

hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) en la calidad seminal de alpacas 

(vicugna pacos). Se seleccionaron 6 alpacas machos de 5 a 8 aftos de edad de la 

Raza Huacaya, con peso promedio de 59 kg, la coleccion de semen se realizo 

mediante el metodo de vagina artificial con intervalo de un dia y despues de una 

hora de aplicar 8ug de Acetato de Buserelina (analogo de GnRH) por via 

intramuscular; de un total de 68 eyaculados obtenidos de ambos grupos, se 

descartaron 20 eyaculados por presentar azoospermia; el porcentaje de semen del 

grupo GnRH fue 77.14% (27/35) y 63.64% (21/33) del grupo control y eltiempo 

de c6pula (minutos) 17.67 y 16.29 respectivamente.Las caracteristicas 

macroscopicas del semen para el grupo GnRH y para el grupo control fueron: 

volumen de semen (ml) 1.56; 1.17, volumen de espuma (ml) 2.94; 3.14, filancia 

(cm) 2.52; 3.17, color bianco lechoso (51.85%); (57.14%), bianco opaco 

(37.04%); (28.57%), respectivamente. Las caracteristicas microsc6picas del 

semen para el grupo GnRH y para el grupo control fueron: motilidad (%) 54.07; 

47.14,concentraci6n (xl06ez/ml) 51.57; 65.43, concentracidn promedio por 

eyaculado(xl06ez/eyaculado) 101.76; 47.52, endosmosis (%) 59.37; 42.19 

(p<0.01), vitalidad (%) 71.11; 66.50, anormalidades (%) 24.61; 28.91, 

respectivamente. 

viii 



L I S T A DE CUADROS 

03. Tiempo de c6pula. 41 

04. Proporcion y porcentaje de color de semen. 42 

05. Volumen de semen, segun tratamiento. 43 

06. Volumen de espuma, segun tratamiento. 44 

07. Filancia, segun tratamiento. 44 

08. Motilidad, segun tratamiento. 45 

09. Concentracion, segun tratamiento. 46 

10. Concentracion promedio por eyaculado, segun tratamiento. 47 

11. Endosmosis, segun tratamiento. 48 

12. Vitalidad, segun tratamiento. 49 

13. Anormalidades, segun tratamiento. 50 

ix 



LISTADE ANEXOS 

Anexo 1. Analisis de varianza para el tiempo de copula. 60 

Anexo 2. Analisis de varianza para el volumen de semen. 60 

Anexo 3. Analisis de varianza para el volumen de espuma. 60 

Anexo 4. Analisis de varianza para la filancia. 61 

Anexo 5. Analisis de varianza para la motilidad. 61 

Anexo 6. Analisis de varianza para la concentracion. 61 

Anexo 7. Analisis de varianza para el concentracion promedio 

por eyaculado. 62 

Anexo 8. Analisis de varianza para end6smosis. 62 

Anexo 9. Analisis de varianza para la vitalidad. 62 

Anexo 10. Analisis de varianza para anormalidades. 63 

Anexo 11. Resultados de grupo GnRH. 63 

Anexo 12. Resultados del grupo control. 63 

Anexo 13. Resultados del promedio. 64 

Anexo 14. Resultados de ambos grupos y del promedio de cada macho. 64 

Anexo 15. Imagenes del lugar de ejecucion del presente trabajo 

de investigacion. 68 

Anexo 16. Machos reproductores seleccionados para la coleccion 

de semen, previa evaluacion sanitaria. 68 

Anexo 17. Materiales usados para el presente trabajo de investigacion. 69 

Anexo 18. Fotos del procedimiento de evaluacion del semen colectado. 71 

Anexo 19. Alimentation de los machos del experimento. 73 

x 



INTRODUCTION 

E l aspecto reproductive es la base del crecimiento poblacional; sin embargo, las 

producciones alpaqueras se caracterizan por una natalidad del 50 % y 

excepcionalmente entre los 60 a 70 % (Sumar, 1983), por lo que es necesario 

atender el estudio de la capacidad reproductiva de esta especie; pero la dificultad 

para la coleccion de semen debido a las caracteristicas de copula de la hembra; asi 

como el manejo del semen debido a su naturaleza viscosa, a los que hay que 

agregar la baja concentracion de espermatozoides, el escaso volumen y el alto 

porcentaje de anormalidades; han sido los principales obstaculos para el desarrolla 

de las biotecnologias reproductivas (Fernandez-Baca 1993). 

Los reportes sobre metodos de colecci6n de semen son diversos, desde el uso de 

sacos vaginales, esponjas vaginales, posteriormente se reporta el uso de una 

vagina artificial adaptada de ovinos (Sumar J . y Leyva V.1981), el uso de una 

frazadilla electrica cubriendo la vagina artificial, permite algunas mejoras en la 

coleccion de semen, facilitando el mantenimiento de la temperatura de este (Gauly 

y Leindiger, 1996), de igual forma el uso de un maniqui, sin embargo para 

colectar semen mediante el metodo de vagina artificial, se requiere un 

entrenamiento de los animales y no siempre todos los machos llegan a aceptar el 

maniqui (Sumar J . y Leyva V.1981). 

La fisiologia reproductiva del macho es regulada por la descarga de GnRH del 

Hipotalamo que ocurre en forma intermitente en el dia y la noche, esta descarga 

de GnRH, despues de 30 minutos aproximadamente causa la liberation de L H , 

actuando sobre las celulas de Leydig, que inician la produccion de progesterona y 
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gran parte de ella es transformada en testosterona, la cual tiene una vida media (20 

a 60 minutos) y es de secretion pulsatil (Senger, 2003). 

Conociendo las caracteristicas seminales de la alpaca se comprende que la baja 

calidad seminal que presentan los machos, es uno de los factores que causan la 

baja fertilidad en esta especie, por ello se planteo esta investigacion, con el 

objetivo de mejorar la calidad seminal utilizando un analogo de la hormona 

GnRH. 

Por lo tanto, el objetivo principal del presente trabajo fue determinar el efecto de 

la administration de la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) sobre la 

calidad seminal de alpacas (vicugna pacos). 

Los objetivos especificos fueron: 

• Evaluar las caracteristicas macroscopicas de semen de alpacas que fueron 

tratadas con GnRH. 

• Evaluar las caracteristicas microsc6picas de semen de alpacas que fueron 

tratadas con GnRH. 
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CAPITULO n 

REVISION BIBLIOGRAFICA 

2.1. ANTECEDENTES. 

Dosis repetidas de 50 ug de GnRH en cameras produjeron un incremento en la 

concentration de testosterona serica y un incremento de la actividad sexual 

(Schambancher and Lunstra, 1977). 

Dosis repetidas de 200 ng de GnRH en toros Holstein causaron un incremento de 

la producci6n seminal y las concentraciones de L H y testosterona (Miller y 

Amman, 1986). 

Trabajos realizados en camellos tratados con GnRH, donde se vio un incremento 

de espennatozoides anormales en el eyaculado y en la concentration espermatica, 

indicando que la aplicacion de GnRH induce una mayor liberation de 

espermatozoides en el eyaculado, similar a lo reportado en camellos por 

(Willmenefa/., 1992). 

Dosis de 50 ug de acetato de Buserelina, por tres oportunidades, con un intervalo 

de 7 dias entre aplicacion, se incrementaron ligeramente el pH, la concentration, 

la endosmosis y el porcentaje de anormales, tambien hubo una ligera disminucion 

en el volumen, la vitalidad y la motilidad (p>0.05); se comprob6 que los 

incrementos no son sostenibles pues a partir de la cuarta aplicacidn de la hormona, 

disminuye la calidad espermatica hasta hacerse azoospermica (Pacheco et al., 

2013). 
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2.2. ASPECTOTEOMCO. 

2.2.1. ANATOMIA REPRODUCTIVA DEL MACHO. 

2.2.1.1. Testiculos. 

Las gonadas masculinas o testiculos son organos sexuales primarios que tienen 

como funciones principales la produccion de espermatozoides (funcion exocrina) 

y la produccion de hormonas esteroides (funcion endocrina); ambas funciones 

estan reguladas por una interrelation entre hipotalamo, hipofisis y las gonadas 

(Galina, 1995). 

Los testiculos en los camelidos tienen una forma ovoide, redondeada y estan 

ubicados en una position bastante particular, a la altura de la tuberosidad 

isquiatica zona perianal, recubiertos por un escroto cuya piel no es muy flacida y 

el tamano en un individuo adulto es: polo mayor 4 cm. el ancho es de 

aproximadamente 2,5 cm. descienden al nacimiento normalmente ambos son de 

igual tamano peso promedio 18 gr. (Olarte et al, 1988). 

2.2.1.2. Epididimo. 

E l epididimo esta dividido en 3 zonas: la cabeza, relativamente voluminosa, 

insertada en la parte posterior del testiculo; el cuerpo, delgado y aplanado; la cola 

que es un ensanchamiento del cuerpo situado en la parte anterior del testiculo que 

se continua con el conducto deferente. Los espermatozoides almacenados en el 

epididimo conservan capacidad fecundante por varias semanas; la cola del 

epididimo es el principal organo de almacenamiento, ya que contiene alrededor 

del 75 % de las celulas espermaticas totales en ella alojadas (Eckert et al, 1989). 

2.2.13. Conducto deferente. 

E l conducto deferente, transporta el semen hacia la uretra durante el proceso de 

eyaculacion (Galina, 1995), se inicia en la cola del epididimo y es sostenido por 
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un pliegue de peritoneo; puede separarse con facilidad del resto del cord6n 

espermatico (Hafez et at, 2000); mide aproximadamente 40 cm. y presenta dos 

porciones: la anterior muy delgada en su inicio y una posterior, cerca de la uretra 

que muestra un ligero engrosamiento de aspecto glandular (Olarte et at, 1988). 

2.2.1.4. Glandulas anexas. 

Las glandulas anexas del aparato reproductor masculino de los camelidos son: 

prostata, glandulas bulbouretrales. 

La prostata tiene forma de T o de "silla de montar" y las bulbouretrales son dos 

promontorios ubicados a la altura de la tuberosidad isquiatica (Olarte et at, 1988). 

La prostata se encuentra fuera del grueso musculo uretral y otra parte interna o 

diseminada rodea a la uretra en ubicacion profunda con respecto a dicho musculo, 

se extiende en sentido caudal hasta los conductos de las glandulas bulbouretrales 

(Galina, 1995). 

2.2.1.5. Pene. 

Es un organo que tiene doble funcion: expulsion de la orina y deposito del semen 

en el aparato genital de la hembra. Esta alojado dentro del prepucio, que lo 

protege, presenta tres cuerpos cavernosos que se agrupan alrededor de la uretra 

peniana (Hafez et at, 2000); la orientation normal del prepucio, incluso cuando 

orina, se proyecta hacia atras, cuando se produce la erection del pene el prepucio 

se orienta hacia adelante; la flexion peniana se endereza y el pene sale del 

prepucio unos 15 a 25 cm. (Olarte etat, 1988). 

La alpaca macho al momento de nacer tiene el pene adherido al prepucio por un 

tejido embrionario; estas adherencias desaparecen gradualmente a medida que el 

animal crece y se inicia la produccion de testosterona por el testiculo. E l pene de 

la alpaca mide 35 a 40 cm. y es de tipo fibroelastico, el diametro es relativamente 

delgado y no se expande apreciablemente durante la ereccidn. La punta del pene 

tiene una proyeccion cartilaginosa firme denominada proceso peneano de 4 a 5 
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cm. (Galina, 1995), en forma de gancho curvado hacia la derecha, esta proyecci6n 

sobrepasa la abertura de la uretra y asiste en la penetration del cervix de la 

hembra durante la copula (Olarte, 1988). 

Existe variation en la edad de la pubertad en esta especie, los conductos 

seminiferos pueden desarrollar lumen y pueden empezar espermatogenesis en 

alpacas mayores de 12 meses (Galloway, 2000); sin embargo, el principio de 

madurez sexual es a menudo determinado por la edad en la cual las adhesiones 

pene-prepucio se separan y que los machos son capaces de una erection completa, 

en el tiempo en el cual el espermatozoide viable es producido (Smith et al, 1994). 

En alpacas que a 1 ano de edad 8 - 12 % de machos, a 2 afios de edad 60 - 78 % 

de machos y a 3 anos de edad 94 - 100 % de machos han perdido las adhesiones 

del pene-prepucio (Bravo et al., 2000). 

2.2.2. FISIOLOGIA REPRODUCTIVA DEL MACHO. 

2.2.2A. Espermatogenesis. 

E l epitelio seminifero, que reviste los tubulos seminiferos, esta compuesto de dos 

tipos basicos de celulas: las celulas de Sertoli y las celulas germinales en 

desarrollo. Estas ultimas experimentan una serie continua de divisiones celulares 

y cambios, que comienzan en la periferia y avanzan hacia la luz del tubulo. Las 

celulas madre, Uamadas espermatogonios, se dividen varias veces antes de formar 

espermatocitos. Luego, estos experimentan una meiosis que reduce su contenido 

de ADN a la mitad del que tienen las celulas somaticas. Esta serie de divisiones 

celulares, incluyendo la proliferation de los espermatogonios y las divisiones 

meidticas, se conoce como espermatocitogenesis. Las celulas haploides que 

resultan de este de este proceso son las espermatides, las cuales pasan por una 

serie de cambios estructurales y de desarrollo para formar los espermatozoides. 

Estos cambios metamorficos constituyen la espermiogenesis. Las celulas 

germinales en desarrollo estan estrechamente asociadas a las grandes celulas de 

Sertoli o sustentaculares que las rodean durante el desarrollo (Hafez, 1996). 
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La espermatogenesis ocurre todo el afio en todos los camelidos (Elwishy 1988; 

Arthur 1992), sin embargo las variaciones estacionales en la producci6n de 

espermatozoides se basan en el origen geografico (Novoa, 1970), por lo tanto la 

nutrition, el clima y otros factores medioambientales (Elwishy 1988). 

Estudios sobre el proceso espermatogenico realizado en cortes histologicos en 

machos prepuberales, que provenian de un centra de crianza de buena 

alimentaci6n y manejo durante todos los meses del ano mostraron que los 

primeros espermatozoides morfologicamente maduros se observan a los 18 meses 

de edad (Fernandez-Baca, 1991). 

2.2.2.2. Regulation endocrina. 

La funcion testicular normal requiere una estimulaci6n hormonal por las 

gonadotrofinas, las que a su vez estan controladas por la secrecion pulsatil 

hipotalamica de la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) del hipotalamo 

(Hafez, 1996). 

La L H , FSH y la testosterona son las hormonas clave para la regulation de la 

espermatogenesis en los mamiferos y funcionan sinergicamente para producir el 

desarrollo de las celulas germinales. Durante el periodo puerperal, tambi6n se 

precisa de la hormona de crecimiento (GH) y de las tiroideas, con el fin de 

establecer cuantitativamente el numero normal de celulas de Sertoli y 

consecuentemente tamafio testicular del adulto (Illera, 1994). 

La GnRH estimula la secrecion de L H y FSH de la hipofisis anterior; la L H actua 

en las celulas interstitiales de Leydig y produce androgenos principalmente 

testosterona, este da origen al desarrollo de las caracteristicas sexuales secundarias 

del macho asi tambien es segregada a los tubulos seminiferos en donde interviene 

en el proceso de la espermatogenesis. La FSH interactua con receptores ubicados 

en las celulas de Sertoli y causa la production de proteina de union de androgenos 

(ABP), la conversion de testosterona en dihidrotestosterona y androgeno, la 

estimulacion de la espermatogenesis, la termination de la liberaci6n de 

espermatozoides (espermiacion) y la secrecion de inhibina la cual tiene un efecto 
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de retroalimentaci6n negativa en la secretion de FSH pero no de L H (Hafez, 

1996). 

Existen otros factores responsables del control de la espermatogenesis como son 

la temperatura eligiendo como modelo lo que ocurre en el carnero por ser el 

semental mas representativo en cuanto a este tipo de variaciones ya que se alteran 

su capacidad reproductora segun la estacion del ano (Illera, 1994). 

2.2.2.3. Estacionalidad reproductiva. 

La longitud de la estacion reproductiva, es principalmente el resultado de la 

interaction de factores geneticos y ambientales, jugando los factores ambientales 

un interesante rol (Lubos, 1983), estudios de observaciones de campo revelan un 

comportamiento sexual muy tipico y especial en las alpacas (Sumar, 1983); la 

estacionalidad reproductiva en alpaca depende mas del manejo que de influencias 

estacionales sobre la fisiologia reproductiva. 

En rebanos de comunidades campesinas cuya practica usual es mantener hembras 

y machos juntos todo el afto, las alpacas paren solamente de Diciembre a Marzo 

(Fernandez-Baca et al, 1972); este periodo es el mas abrigado, con suficiente 

Uuvia y abundante forraje verde (San Martin et al, 1968); sin embargo, cuando 

machos y hembras permanecen separados y se les junta en cualquier epoca del 

ano, la copulation y fecundation ocurren normalmente (Femandez-Baca et al., 

1972). Cuando el encuentro de machos y hembras esta permitido durante un 

periodo limitado de apareamiento, los machos muestran una actividad sexual 

intensa en la primera parte y el segundo dia (Smith et al, 1994); sin embargo, la 

actividad sexual decrece despues de un periodo de tiempo (Fernandez-Baca, 

1971). Estas variaciones en las caracteristicas ambientales de la estacion del ano, 

donde la alimentation puede variar en forma considerable, determinan que las 

caracteristicas reproductivas presenten interesantes fluctuaciones; durante la 

estacion reproductiva, el peso testicular aumenta debido al desarrollo aumentado 

de tejido interstitial y el diametro aumentado de conductos seminiferos (Elwishy 

1988). Existe alta variabilidad en las diferentes caracteristicas seminales 
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evaluadas entre las diferentes epocas, la epoca de lluvia presenta las mejores 

respuestas para las variables: espermatozoides normales, anormalidades de la 

cabeza y cola; la epoca seca presenta el menor porcentaje de espermatozoides con 

gota citoplasmica. E l factor epoca no influye sobre el pH, volumen de semen, 

filancia, motilidad, concentracion, recuento, vitalidad y anormalidades del cuello. 

Los mejores resultados fueron obtenidos durante la epoca de lluvia (Huanca et al, 

2011). 

2.2.2.4. Monta y copula. 

La cdpula se realiza en posicion de cubito ventral, el macho persigue a una 

hembra del grupo y si la hembra se echa, este se posiciona sobre ella e introduce 

el pene dentro de la vagina y luego en la cervix con movimientos de todo el 

cuerpo y de las extremidades anteriores; luego el macho se mueve hacia adelante 

y atras tratando de acomodar el pene dentro de los cuernos uterinos de la hembra 

(Olarte et al, 1988). 

La alpaca macho es capaz de desarrollar una inmensa actividad copulatoria, esta 

actividad es mayor durante los primeros dias pero disminuye lentamente a medida 

que transcurre el tiempo de permanencia junto con las hembras y es mucho menor 

durante la segunda mitad del empadre que dura 45 a 60 dias (Olarte et al, 1988). 

2.3. Componentes del semen. 

E l semen es el Hquido germinativo del macho, debido a que contiene los gametos 

masculinos, que se deposita en la vagina de la hembra durante la c6pula o puede 

recogerse por medios artificiales para su estudio, almacenamiento y/o en 

insemination artificial (Evans, 1990). 

E l semen esta compuesto por espermatozoides y plasma seminal; los tubulos 

seminiferos proveen los componentes celulares (espermatozoides) y las glandulas 

accesorias, que proveen la mayor parte de la portion liquida (plasma seminal) 
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(Evans, 1990). En alpacas, la mayor parte de los eyaculados consta de plasma 

seminal 88.5 % y el 11.5 % consta de espermatozoides (Garnica et al, 1993). 

2.3.1. Espermatozoides 

Los espermatozoides son los gametos masculinos que se producen en los tubulos 

seminiferos del testiculo, un espermatozoide es una celula altamente especializada 

y esta formada por dos partes principales: cabeza y cola. La cabeza es plana y 

ovoide que contiene un nucleo formado por dos cromosomas, que contienen la 

carga hereditaria, la parte anterior de la cabeza esta envuelta por una caperuza 

especial, llamada acrosoma, que contiene las enzimas necesarias para el proceso 

de fertilization (Evans, 1990); la cola o flagelo util para su desplazamiento, esta 

diferenciada en tres regiones: pieza proximal, pieza principal y pieza terminal. Se 

realizaron trabajos de morfometria, en el que se consideraron espermatozoides 

normales a los que presentaban una longitud de cabeza promedio de 5.47 n, ancho 

de cabeza promedio de 3.4 u\, una longitud caudal promedio de 40.94 \i y una 

longitud total promedio de 46.03 n respectivamente. (Gonzales et al, 2010). 

2.3.2. Plasma seminal. 

La portion liquida es el plasma seminal, las glandulas accesorias son los 

contribuyentes principales; sin embargo, una pequena porci6n del liquido es 

secretado por el conducto deferente y el epididimo (Bearden y Fuquay, 1982 y 

Evans, 1990). E l plasma tiene tres funciones principales: (a) transportar a los 

espermatozoides desde el sistema reproductor del macho, durante la eyaculacion. 

(b) sirve de activador a los espermatozoides, previamente no moviles (c) 

proporcionar un medio rico en nutrientes, tamponado, que colabora en mantener 

la supervivencia de los espermatozoides depositados en el aparato genital de la 

hembra (Evans, 1990). 

E l plasma seminal de los CSA es filante y muy viscoso, por lo tanto, cuando el 

eyaculado se pipetea, se forma un hilo de extension variable (Bravo et al, 2000, 

Morton et al, 2009). Otra caracteristica a tener en cuenta con respecto al plasma 
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seminal es la presencia de espuma en el eyaculado en la colecta con vagina 

artificial (Aller et al, 2003, Giuliano et al, 2008). 

2.4. Coleccion de semen. 

La dificultad en la colecci6n del semen es atribuido entre otras causas, a las 

caracteristicas peculiares de monta (posicion de cubito ventral), que dura entre 20 

a 30 minutos, aproximadamente; ademas los animales son de temperamento 

nervioso, lo que dificulta su manejo (Fernandez-Baca y Calderon, 1966). 

2.4.1. Metodos de extraction de semen de los C.S.A. 

Los primeros trabajos de coleccion de semen en camelidos sudamericanos (CSA) 

se hicieron con el uso de fundas vaginales (Mogrovejo, 1952), posteriormente se 

empleo la electroeyaculacion (Fernandez-Baca y Calder6n, 1966), actualmente se 

emplea la vagina artificial con una cervix simulada y dentro de un maniqui en 

posicion copulatoria (Sumar y Leyva, 1981). 

E l interes en desarrollar biotecnologias en los C.S.A. promovio el estudio y el uso 

de diferentes metodos de colecci6n de semen, los cuales estan condicionados por 

el tipo de monta que realizan estos animales; los metodos de coleccion que se han 

practicado hasta el momenta son los siguientes: 

a) Fundas vaginales. 

Este metodo consiste en colocar dentro de la vagina una funda de latex 

(Mogrovejo, 1952) o un guante de polipropileno; se ha observado que este metodo 

prolonga el tiempo de la monta e inhibe la libido, ya que la presencia de la funda 

cortaria la cadena de reflejos de la eyaculacion al no permitir la introducci6n del 

pene en los cuernos uterinos, pues puede producir lesiones en el tracto genital de 

las hembras o en la mucosa peneana, con la consecuente contaminaci6n con 

globulos rojos debido a las lesiones en el tracto reproductivo de la hembra o del 

pene (Director et al., 2004). 
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b) Esponjas intravaginales. 

Este metodo consiste en colocar una esponja en la parte anterior de la vagina (San 

Martin et al., 1968), los eyacuiados se contaminan con secreciones de la hembra; 

presenta desventajas similares al uso de las fundas vaginales ya que interfiere con 

los movimientos del pene y la posibilidad de obtener una prenez no deseada es 

alta. 

c) Aspiration vaginal post cdpula. 

Mediante este metodo es posible obtener muestras de semen por aspiration del 

fondo de la vagina despues de la copula, ya que una pequefia cantidad de semen es 

eyaculada alii, al momento de Uevar el pene de un cuerno a otro. Este metodo no 

es invasivo ni tedioso, sin embargo la desventaja es que este semen es incompleto, 

contaminado y diluido con las secreciones del tracto genital de la hembra; pero, se 

podria usar este metodo para evaluar parametros espermaticos como motilidad, 

morfologia y vitalidad. La utilization de este semen para evaluar la fertilidad del 

macho es muy cuestionada (Pacheco, 2008). 

Al realizar la comparacion de las caracteristicas seminales del metodo de vagina 

artificial y aspiration vaginal post cdpula observo que el volumen, motilidad, y el 

numero de espermatozoides vivos fueron superiores en el semen colectado por 

aspiration vaginal, en tanto que la concentration espermatica fue superior en el 

semen obtenido con vagina artificial. Asimismo, el 90% de los eyacuiados 

colectados con vagina artificial presentaron alta viscosidad en comparacion con el 

10% de los eyacuiados recuperados por aspiration vaginal (Alarcon et al, 2012). 

d) Lavado de epididimo. 

Este metodo tiene como objetivo la colecta de espermatozoides directamente de su 

reservorio, el epididimo; consiste en la separacion quirurgica de las mencionadas 

gonadas y la escision de las colas epididimarias respectivas a las que se les extrae 

los espermatozoides que llevan en su interior usando como medio una solution 
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fisiol6gica buferada (PBS), obteniendo finalmente una suspension de 

espermatozoides que se toma como muestra. Esta tecnica esta orientada 

principalmente al rescate del germoplasma de individuos muertos subitamente, 

cuyas especies se encuentren en peligro de extincion y cuyas colectas de semen 

sean dificiles de realizar (Anel et al, 2002) 

e) Vagina artificial. 

Este metodo fue implementado por primera vez por Sumar y Leyva (1981) en 

alpacas, construyeron un maniqui con la forma de una hembra colocada en 

position de copula, basandose en el hecho de que los machos de camelidos 

montan a toda hembra que adopte la position de decubito esternal; a partir de este 

primer trabajo se realizaron varios estudios para maximizar este metodo de 

recoleccion, es el metodo con mayor consenso entre los diferentes autores que 

trabajaban tanto en llama como en alpaca sin embargo, presenta el inconveniente 

de necesitar la cooperaci6n del macho. Consecuentemente, pueden ser altos los 

porcentajes de rechazo (10 al 40 % ) a la maniobra de extraccion de semen, por 

indocilidad o falta de libido del macho (Aller et al, 2003, Giuliano et al, 2008); 

por otra parte los eyaculados extraidos mediante vagina artificial suelen contener 

espuma y/o impurezas (pasto, semillas, tierra) arrastradas por el pene o el 

prepucio (Aller et al, 2003, Giuliano et al, 2008). 

La vagina artificial fue una modification de la vagina artificial usada para 

vacunos y ovinos, (Vaughan et al, 2003), 6sta tiene que ser mantenida a la 

temperatura corporal de la hembra con el apoyo de una frazadilla electrica (Bravo 

et al, 1997a) para permitir que el macho no interrumpa la c6pula; el uso de este 

metodo ha facilitado el estudio del semen en camelidos sud americanos y 

actualmente, el nivel de conocimiento de la fisiologia del espermatozoide es 

comparable a otras especies de granja (Bravo et al, 2002). 

La extraccion de semen con el metodo de vagina artificial presenta la ventaja de 

no necesitar un equipo de costo elevado y que puede ser llevado a cabo por 
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tecnicos especializados. Por otra parte, mediante VA se han obtenido preneces con 

semen fresco y criopreservado (Bravo et al, 2000; Aller et al, 2003) 

f) Extraction de semen mediante electroeyaculacion. 

La electroeyaculacion es un metodo alternativo de coleccion de semen que no 

necesita de la cooperation del macho y que permite obtener eyaculados sin 

espuma y sin impurezas, mediante esta metodologia se han extraido semen de las 

cuatro especies de CSA (Giuliano et al, 2008, Vencato et al, 2008). 

Femandez-Baca y Calderon (1966), reportaron el uso de la electroeyaculacion 

para la coleccion de semen de alpacas, utilizando un equipo de fabricaci6n 

national, con una intensidad maxima de 40 voltios, se obtuvieron muestras de 

semen con la ventaja de realizar la coleccion sin la necesidad de tener hembras en 

celo, acortar el tiempo de coleccion y realizarla a lo largo de todo el afio; Jhonson 

(1989) obtuvo semen de llamas anestesiadas o sedadas, se obtuvo pequeftas 

cantidades (0.1 a 0.5 ml) con alta concentracion pero no todos los intentos fueron 

exitosos. 

g) Fistula uretral. 

Este metodo requiere realizar una fistula quirurgica en la uretra peneana entre el 

ano y el escroto; el semen es colectado durante la copula natural, esta tecnica se 

realiza utilizando anestesia epidural y anestesia local para colocar un cateter 

plastico en la uretra desde el pene hasta la vejiga, el cual sirve para guiar la cirugia 

y ayuda a identificar la uretra; la incision se realiza en la piel, el musculo Bulbo 

cavernoso aislado y se separa la uretra del cuerpo caveraoso (Kubiceck, 1974). 

h) Desviacion de los conductos deferentes. 

Con el fin de colectar espermatozoides libres de la secrecion de las glandulas 

anexas en alpacas, se desarrollaron las tecnicas de la desviacion de los conductos 

deferentes y la extirpacion de la prostata; la primera tecnica intenta colectar 
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espermatozoides directamente de su reservorio, la cola del epididimo, sin que 

estos tengan contacto con las secreciones de las gldndulas anexas, desviando 

quirurgicamente los conductos deferentes hacia la region ventral del animal o la 

cara interna del muslo, formando una fistula permanente en la piel desde donde se 

puedan colectar continuamente sin la necesidad de tener hembra receptiva ni 

someter a los espermatozoides a la action de enzimas proteoliticas que intenten 

licuefactar el coagulo del eyaculado para un mejor manejo espermatico (Paricahua 

et al, 2001; Quintano, 2002). 

i) Bulbouretrectomi'a. 

Este metodo fue desarrollada con la finalidad de obtener espermatozoides sin la 

secrecion de las glandulas bulbouretrales, las cuales, son las encargadas de 

producir el material viscoso del semen entero, el cual causa gran dificultad en su 

manipulacidn; las caracteristicas del semen obtenido se asemejan e 'incluso son 

superiores a las caracteristicas del semen entero obtenido por vagina artificial, 

pero se indica una gran dificultad en la tecnica quirurgica por la ubicacion de 

dicho organo, lo que no permitio realizar este metodo, opt&ndose por realizar la 

prostatectomia (Paricahua et al, 2001). 

2.5. Caracteristicas seminales del eyaculado de los C.S.A. 

Es necesaria la evaluacion de las caracteristicas del semen para implementar 

planes de manejo reproductivo. Sin embargo es destacable que con respecto a las 

caracteristicas seminales del eyaculado de los camelidos sud americanos, varios 

autores (Bravo et al, 2000, Aller et al, 2003, Huanca et al, 2007) han 

coincidido en que la implementation de metodos de evaluacion tradicionales del 

semen se ha visto dificultada por la viscosidad del plasma seminal, la baja 

movilidad espermatica individual y la baja concentraci6n esperm&tica. Por lo 

tanto se hizo necesario implementar nuevos test de evaluaci6n de la calidad 

seminal ya que al carecer de movilidad progresiva esperm&tica, esta caracteristica 

no podria ser utilizada como indicador de la fertilidad del eyaculado de los 
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camelidos sud americanos, con este objetivo, se implementaron test de evaluacidn 

de la integridad funcional de la membrana plasmatica de espermatozoides de 

llama (Giuliano et al, 2008). 

a) Tiempo de copula. 

La copula usualmente dura 20 - 25 minutos, con un rango de 5 - 65 minutos, el 

tiempo de copula es determinada por el macho y es afectada por la raza, edad, 

estacion y frecuencia de uso (Tibary y Memon 1999). La presencia de otros 

camelidos influenciara la longitud de copula (Johnson 1989). 

Los estudios diversos han mostrado apareamientos a ser mas largos en el otono 

que la primavera (England et al., 1971; Pollard et al., 1995). La duration de 

copula promedio de los servicios fertiles es significativamente mas prolongada 

que la de los servicios que no son fertiles (Condorena et al, 1972). 

2.5.1. Caracteristicas macroscopicas del semen. 

a) Color. 

E l color va de cristalino a bianco lechoso, dependiendo mucho de la concentracion 

espermatica (Von Baer y Hellemann 1999), Pacheco et al. (2013) reporto los 

colores del eyaculado, habiendo colectado con V.A., que van de bianco cristalino, 

bianco lechoso y bianco opaco, ver (imagen 13), los eyaculados de alpacas 

extraidos mediante V.A. suelen contener impurezas del suelo (Aller et al, 2003; 

Giuliano et al, 2008). 

b) Volumen de eyaculado. 

E l volumen de eyaculado varia de acuerdo a la tecnica de obtencion utilizada, a la 

individualidad y de una coleccion a otra. E l volumen del eyaculado de alpaca 

obtenido mediante vagina artificial presento un rango de 0,4 a 4,3 ml, con un 

promedio de 1,7 ± 0,2 ml (Garnica et al, 1993). 
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c) Volumen de espuma. 

La apariencia espumosa observada en los eyaculados podria deberse al continuo 

movimiento del pene en sentido craneo caudal y con rotaci6n simultanea del pene 

dentro de la vagina artificial. La abundante espuma que presenta, aun bastante 

tiempo despues de la coleccion, y cuya desintegracion hace disminuir a la mitad el 

volumen seminal medido inicialmente (Von Baer y Hellemann 1998). 

Los informes previos de von Baer y Hellemann (1998) y Aller et al, (2003) 

tambien reporta la coleccion de eyaculados con espuma al utilizar la vagina 

artificial, von Baer y Hellemann (1998) descartaron estos eyaculados mientras que 

Aller et al, (2003) usaron estos en sus valoraciones. Los eyaculados extraidos 

mediante V.A. suelen ser muy espumosos (Giuliano et al, 2008). 

d) Filancia. 

E l plasma seminal de los CSA es filante y muy viscoso. Por lo tanto, cuando el 

eyaculado se pipetea, se forma un hilo de extension variable (Bravo et al, 2000, 

Morton et al, 2009); la viscosidad del plasma seminal de los CSA ha sido 

rutinariamente evaluada utilizando tecnicas subjetivas tales como la medicion del 

hilo formado al pipetear la muestra de semen (Bravo et al, 1999; Bravo et al, 

2000). La formation de hilo no refleja a viscosidad del semen, sino que se esta 

evaluando la filancia del mismo, que se define como la capacidad de formaci6n de 

hilo y es por lo tanto, una caracteristica reologica diferente a la viscosidad. 

2.5.2. Caracteristicas microscopicas del semen. 

a) Motilidad de los espermatozoides. 

Los metodos tradicionales de estimation de la calidad de los eyaculados de 

diferentes especies se han basado principalmente en la evaluacion de la movilidad 

individual, la morfologia espermatica y el numero total de espermatozoides; 

debido a que estas caracteristicas han tenido una capacidad limitada para predecir 

la ferhlidad de los eyaculados se han desarrollado metodos para la evaluacion de 
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la integridad funcional de la membrana espermatica, pues los espermatozoides de 

CSA no presentan movilidad progresiva fue necesario determinar si en el 

eyaculado existe una poblacion de espermatozoides inmoviles con las membranas 

funcionales e integras; al realizar pruebas de asociacion entre movilidad 

espermatica, funcionalidad e integridad de membrana se determino que en el 

semen de llama hay una importante poblacion de espermatozoides inmoviles con 

las membranas funcionales e intactas (Giuliano et al, 2008). Por lo tanto, se ha 

podido establecer que el porcentaje de movilidad espermatica no seria un 

estimador de la calidad del eyaculado y que la presencia de espermatozoides 

inmoviles o con poca movilidad seria una condicidn inherente o propia de estas 

especies. 

Es caracteristico de los eyaculados de los camelidos sudamericanos, que los 

espermatozoides solo presentan movilidad en el lugar u oscilatoria, o que carezcan 

por completo de movilidad (Lichtenwalner et al, 1996, Vaughan et al, 2003, 

Giuliano et al, 2008); la motilidad del semen de alpaca obtenida por vagina 

artificial es baja correspondiendo a la calificacion de regular (57.29 % ) con 

movimientos oscilatorios en el mismo lugar (Sumar, 1997; Flores, 1993; Garnica 

et al, 1993). (Vencato et al., 2008) reportaron un porcentaje (promedio ± DE) de 

33 ± 12 %. 

b) Concentracion. 

Se ha reportado una gran variabilidad en la concentracion espermatica del semen 

de CSA, se han observado rangos entre 1 y 150 millones de espermatozoides/ml 

(Vaughan etal, 2003). 

c) Pruebas de integridad funcional de la membrana plasmatica de 

espermatozoide. 

Las membranas biologicas de las celulas de mamifero estan constituidas bajo un 

patron comun, conteniendo en su estructura proteinas, lipidos (principalmente 

fosfolipidos), colesterol y glucidos, la proporcion de fosfolipidos, proteinas y 
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glucidos presentes en la membrana plasmatica de las ctiulas espermaticas es 

caracteristica de cada especie (Darnell et al, 1988) y varia dependiendo del estado 

fisiologico en el que se encuentre (Curry y Watson, 1995; Lin y Kan, 1996). 

Todos los espermatozoides de mamiferos poseen una membrana plasmatica 

continua dividida en cabeza y cola; la membrana que rodea la portion cefalica se 

puede considerar a su vez a tres regiones: 1) membrana que recubre la region 

acrosomal, por donde dara comienzo la vesiculaci6n y fusion durante la reacci6n 

acrosomica; 2) Zona ecuatorial, lugar donde las membranas acrosomal y 

plasmatica se fusionan durante la reaccion acrosomica; 3) region post-acrosomica. 

La membrana que protege el flagelo presenta dos dominios: 1) pieza intermedia; 

2) pieza principal (Curry y Watson, 1995). 

La membrana plasmatica del espermatozoide esta sujeta a cambios en su 

composition durante su paso por el epididimo, en el momento de la eyaculacibn 

(interactiones especificas con compuestos procedentes de las distintas glandulas 

accesorias) y en el transcurso de la capacitacion (Curry y Watson, 1995; 

Hammersted et al, 1990). 

La correlacion tan baja entre vitalidad y endosmosis nos estaria indicando que la 

presencia de espermatozoides vivos no necesariamente indica que estos 

espermatozoides sean funcionales, por lo que es necesario realizar el Test 

hipoosmotico en semen de alpacas en las evaluaciones seminales rutinarias, 

similar a lo reportado en otras especies (Petrunkina et al, 2007). 

c l ) Endosmosis. 

La reaction acrosomica es un requisito para la penetraci6n del espermatozoide al 

ovulo; ocurre la fusion entre la membrana plasmatica y la membrana acrosomal 

externa y resulta en la destruccion total de la membrana plasmatica por su fusion 

con la membrana acrosomal externa, esta reaccion se realiza para permitir la 

gradual penetracidn del espermatozoide en las cubiertas del ovulo (Ramalho-

Santos, J . et al, 2002). E l test de endosmosis ha sido reportado tambien en 

espermatozoides de alpaca (Vazquez et al, 2012). 
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Uno de los metodos que se ha empleado para evaluar la calidad de los eyacuiados 

de diferentes especies es el test de endosmosis (Jeyendran et al, 1984). La prueba 

de permeabilidad de membrana endosmosis esta basada en las propiedades fisicas 

y bioquimicas de la membrana plasmatica; la inclusion de celulas espermaticas en 

una solution hipo osm6tica provoca el paso del agua a traves de la membrana 

desde el medio extra celular hacia el interior del espermatozoide hasta alcanzar su 

equilibrio osmotico (Eckert et al, 1989); observandose cambios morfologicos a 

nivel de la cola, si la membrana se encuentra danada o se ha vuelto altamente 

permeable, no se observan dichos cambios. Cuando los espermatozoides son 

sometidos a un medio de elevada hipotonicidad y alcanzan su volumen critico, la 

membrana plasmatica se rompe y el fiagelo se endereza bruscamente, pudiendo 

variar su morfologia posteriormente desde recta o ligeramente curvada o 

totalmente simosa (Jeyendran et al, 1984; Cortes et al, 1993); la respuesta al Test 

hipoosmotico realizado en espermatozoides frescos de alpaca con solution hipo 

osmotica de 150 mOsmol es similar si se incuban los espermatozoides a 30 y 60 

minutos y no tiene relacibn con la vitalidad. Asi mismo la presencia de 

anormalidades espermaticas y gotas citoplasmaticas no influyen en la respuesta 

endosmotica en alpacas. (Pacheco et al., 2011) 

Fig. 01 se aprecia el primer espermatozoide con membrana alterada o danada y a 

espermatozoides con integridad funcional de membrana intacta, reactados al test de 

endosmosis. 

Fuente: Jeyendran et al, 1984 

9 9 0 

Reactados 

30 



c.2) Vitalidad. 

La viabilidad espermatica depende de la membrana plasmatica y de la actividad 

biosintetica del espermatozoide, actualmente existe toda una serie de tecnicas 

destinadas a identificar espermatozoides vivos y muertos. Se han descrito 

numerosas tinciones basadas en la permeabilidad selectiva de la membrana 

plasmatica como por ejemplo la eosina-nigrosina (Colas, 1980); de tal manera que 

si el espermatozoide esta vivo la membrana celular actua como barrera 

impidiendo el paso del colorante a traves de ella, permaneciendo la celula sin 

tenirse (Hafez, 1996). 

La menor proportion de espermatozoides vivos por el metodo de vagina artificial 

podria indicar un efecto adverso de las fundas de latex usadas en la vagina 

artificial; este efecto negativo ha sido sugerido en alpacas (Urquieta et al, 2005). 

d) Morfologia espermatica. 

Con respecto a la evaluacion de la morfologia espermatica de los CSA, hay 

diferencias estadisticamente significativas entre machos en el porcentaje de 

espermatozoides normales y que esta variabilidad tambien se vio reflejada en el 

rango de los coeficientes de variaci6n de cada macho (Giuliano et al, 2008). 

Todas las anormalidades de espermatozoides encontradas en otro ganado 

domestic© pueden ser encontradas en camelidos; sin embargo, la frecuencia de 

anormalidades es superior en semen del camelido que seria considerado aceptable 

para otras especies domesticas (Tibary y Memon 1999). Se reporta un promedio 

general de 25.98 % de espermatozoides anormales de los cuales 15.76 % son 

anormales primarios y 10.22 % anormales secundarios (Quintano, 2002). 

Cabe recordar que por definition, un defecto primario es aquel que se origina 

durante la espermatogenesis dentro del testiculo y un defecto secundario, el que se 

origina dentro del epididimo o en el laboratorio. 

La coloraci6n de eosina y nigrosina es ideal para evaluar la morfologia 

espermatica dado que al carecer de pasos de lavado, todo lo que esta en el semen 

se descubrira en el frotis. 
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C A P r r u L o n i 

MATERIALES Y METODOS 

3.1. LUGAR Y UBICACION DEL EXPERIMENTO. 
E l presente trabajo de investigacion se realiz6 en el Centro de Investigation y 

Produccion Quimsachata, del Instituto Nacional de Innovacion Agraria (INIA), 

Distrito de Santa Lucia, Provincia de Lampa, Departamento de Puno, a una altitud 

promedio de 4,300 msnm, en la zona agroecologica de puna seca, donde la 

temperatura fluctua entre 3,8°C (6poca seca) y 8° C (epoca de lluvia), 

precipitation pluvial promedio de 115.80mm. (INIA, 2005). E l presente trabajo se 

realizo durante los meses de Noviembre y Diciembre del ano 2012. 

3.2. LUGAR DE PROCESAMTENTO LABORATORIAL. 
E l presente trabajo se realizo en el laboratorio de biotecnologia reproductiva del 

Centro de Investigacion y Produccion Quimsachata del Instituto Nacional de 

Innovacion Agraria - Puno. 

3.3. DE LOS ANIMALES. 
Se utilizaron 6 alpacas machos de la raza Huacaya de edades comprendidas entre 

5 a 8 anos, con peso promedio de 59 kg. con las seis alpacas machos se trabajo 

tanto en el grupo control como en el grupo GnRH, realizando seis repeticiones en 

cada grupo. 

3.4. DE LA ALIMENTACION. 
Los animales en el periodo de trabajo experimental (Noviembre y Diciembre), 

fueron sometidos a un sistema de alimentation mixto, durante el dia fueron 
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alimentados en el bofedal y por las tardes se trasladaban a los corrales, en donde 

se suplemento con dos pacas de heno de avena (12 Kg) cada dos dias. 

3.5. DURACION DEL TRABAJO. 

E l presente estudio tuvo una duracion de dos meses, periodo comprendido de 

Noviembre y Diciembre del 2012, comprendio las siguientes fases: 

3.5.1. Fase pre-experimental.- Tuvo una duracion de 1 mes y 

comprendio la ejecucion de las siguientes actividades: 

• Se seleccionaron 6 alpacas machos de 5 a 8 afios de edad, de la raza 

Huacaya, teniendo como caracteristica primordial el interes por el 

maniqui, el cual nos permitio evaluar la libido de los machos y su 

capacidad de servicio. 

• Se realizo un examen clinico de los reproductores, evaluando aspectos 

de salud y principalmente una evaluacion de los organos reproductores 

externos, (tamano, forma, consistencia y la elasticidad de los testiculos 

y epididimo), tambien se inspecciono las posibles anormalidades en 

prepucio y pene. 

• Los machos seleccionados fueron adiestrados por 15 dias para la 

coleccion de semen y luego un descanso de una semana. 

• La coleccion de semen fue mediante una vagina artificial con frazadilla 

electrica. 

• La alimentaci6n de los animales fue en base a pasturas del bofedal, 

complementando con pacas de heno. 

3.5.2. Fase experimental.- Esta fase duro un mes y comprendio las 

siguientes actividades: 

33 



• Se colecto semen de los animales del grupo control, con seis 

repeticiones. 

• Al grupo experimental se aplic6 8 ug de Acetato de Buserelina, una 

hora antes de colectar el semen. 

• E l semen colectado mediante vagina artificial, fue debidamente 

rotulado para su identification respectiva. 

• Se evaluaron las caracteristicas macroscopicas (color, volumen de 

semen, volumen de espuma, Filancia) y microsc6picas (motilidad 

oscilatoria, concentraci6n espermatica, concentraci6n promedio por 

eyaculado, espermatozoides con endosmosis, vitalidad y morfologia 

espermatica) de los eyacuiados. 

• Los datos obtenidos fueron analizados mediante el paquete estadistico 

SAS v. 9.2. 

3.6. MATERIALES. 

3.6.1. Material biologico. 

• Semen de alpacas. 

3.6.2. Materiales y equipos de laboratorio. 

• Camara de Neubauer. 

• Contador manual. 

• Microscopio electrico. 

• Platina termica. 

• Bano Maria. 

3.6.3. Hormona. 

• Hormona Liberadora de las Gonadotrofinas (GnRH) - Conceptaf. 

3.6.4. Materiales para coleccion de eyaculado. 

• Maniqui. 

• Frazadilla electrica. 

• Vagina artificial. 

• Tubos de coleccion graduado de 15 ml. 
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3.7. METODOLOGIA. 

3.7.1. Procedimiento. 

3.7.1.1. Obtencion de muestras de eyaculado. 

La coleccion se realizo 1 hora despues de aplicar 8 ug de acetato de Buserelina, la 

frecuencia de coleccion por cada uno de los animales fue interdiaria. E l metodo de 

la vagina artificial utilizado, consta de un tubo de PVC de 20 cm en longitud y 7 

cm en el diametro, la cual tiene una valvula adaptada en el exterior, por la luz del 

tubo se adapto una funda de latex recta, posterior a ello se adapto la funda de latex 

conica, con un tubo colector graduado y se sujeto con las ligas de goma elasticas. 

Se procedio a echar agua a 45°C por el extremo opuesto a la funda cdnica de la 

vagina artificial, posterior a ello se insuflo aire por la valvula para ejercer 

moderada presion; el agua se mantuvo entre 38 a 39 °C, gracias a la acci6n de la 

frazadilla electrica, la vagina artificial fue adaptada dentro del maniqui, la cual 

tiene en la parte trasera un orificio circular. 

Terminada la copula se retiro la vagina artificial, envuelta por una franela y 

frazadilla electrica transportandola inmediatamente hasta el laboratorio teniendo 

evitando que tenga contacto con la luz; en el laboratorio se retiro la frazadilla 

electrica luego la franela y se evaluaron las caracteristicas macroscopicas, 

posterior a ello se coloca la muestra en baflo maria a 37°C y se inicio con la 

evaluacion de las caracteristicas microsc6picas. 

3.7.1.2. Evaluacion del eyaculado. 
La evaluacion de semen se realizo en el laboratorio de Biotecnologia reproductiva 

del centro de investigacion y produccion Quimsachata, manteniendo a una 

temperatura promedio de 37°C en bano maria hasta su procesamiento y 

evaluacion. 

3.7.1.2.1. Evaluacion macrosc6pica del eyaculado. 
Se observo el eyaculado en el laboratorio, tratando de evitar el contacto directo 

con la luz y se evaluaron las siguientes caracteristicas color, volumen de semen, 

volumen de espuma, filancia. 
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Procedimiento: 

a) Color. 

• Se aprecio en el mismo tubo graduado y los colores fueron clasificados 

como bianco lechoso, bianco opaco, bianco translucido. 

b) Volumen de semen. 

• E l volumen del eyaculado fue determinado comparando con la escala 

del tubo colector graduado. 

c) Volumen de espuma. 

• Se aprecio directamente el tubo colector graduado. 

d) Filancia. 

• Con ayuda de una jeringa con aguja se absorbio y dejo caer el 

eyaculado y se procedid a medir la distancia de ruptura del hilo 

formado al pipetear el eyaculado. 

3.7.1.2.2. Evaluacion microscopica del eyaculado. 
Se determinaron las siguientes caracteristicas con la ayuda de un microscopio 

electrico determinandose: motilidad oscilatoria, concentration espermatica, 

concentration promedio por eyaculado, espermatozoides con endosmosis, 

vitalidad y morfologia espermatica. 

a) Motilidad. 

• La motilidad espermatica fue determinada tomando 10 ul de semen en 

una lamina portaobjetos, cubriendola con una laminilla y observando 

en un microscopio optico con un objetivo de 40X. 

• La motilidad se califico como porcentaje de espermatozoides con 

movimiento oscilatorio en un campo microscopico. 
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b) Concentration espermatica. 

• La concentracion espermatica fue evaluada usando una camara de 

Neubauer, la dilucion en relacion de 1:10. de acuerdo a la evaluacion 

previa de la motilidad. Luego se Heno la camara de Neubauer y se 

procedio con el conteo, cuando los espermatozoides se encontraron en 

reposo absolute con un aumento microscopico de 40x. se procedio a 

contar los espermatozoides de todos los cuadrantes de la camara de 

Neubauer. 

• La concentracion se obtiene de la siguiente formula: 

C = N x D x l 0 0 0 0 

Donde: 

C = Concentracion por mililitro. 

N = numero total de espermatozoides contados. 

D = grado de dilucion 1:10. 

10 000= factor de multiplication del cuadrado principal " E " . 

• La concentracion espermatica se expreso en millones de 

espermatozoides por mililitro. 

c) Concentracion promedio por eyaculado. 

• La concentracion promedio por eyaculado se obtuvo, luego de 

multiplicar la concentracion espermatica por el volumen de eyaculado 

obtenido y se obtuvo con la siguiente formula: 

E = C x volumen del eyaculado 

Donde: 

E = concentracion promedio por eyaculado. 

C = concentraci6n ml. 

d) Endosmosis. 

• La preparacion de la soluci6n hipo-osmotica se realizo mezclando 0.73 

gr. con 1.35gr. en 100 ml. de agua bidestilada. 
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• Se afiadio 0.1 ml de semen en tubos de vidrio conteniendo 1.0 ml de 

solution hipo-osmotica, la cual fue preparada con citrato de sodio y 

fructosa, ajustada a 150 mOsmol, se procedi6 a incubar por 30 minutos 

en bano maria a 37°C. 

• La evaluacion se realizo con un microscopio electrico a un objetivo de 

lOOx, la reaction fue detenida agregando 10 ul de formaldehido al 10 

% se contaron no menos de 100 espermatozoides por muestra, 

observandose la presencia o no de patrones de endosmosis a nivel de 

cola. 

e) Vitalidad. 

• Se tom6 10 ul de semen para colocarla en una lamina porta objeto 

previamente calentada y se anadio 10 ul de colorante eosina (0.7%) y 

nigrosina (1%) y se procedio a mezclar cuidadosamente e 

inmediatamente se realizo un frotis y se dej6 secar temperatura 

ambiente. Se conto en un microscopio optico a 100X un minimo de 

200 espermatozoides, considerandose espermatozoides vivos aquellos 

donde el colorante no penetro en la cabeza. 

f) Morfologia espermatica. 

• Se coloco 10 ul de semen fresco no diluido en una ldmina portaobjeto 

a la cual se le agrego 10 ul de colorante eosina (0.7%) y nigrosina 

(1%), para luego ser mezclada cuidadosamente y se realizo el frotis del 

semen; se dejo secar para luego observar al microscopio optico a 

100X, procediendo a caracterizar espermatozoides normales y 

anormales. 

3.7.2. Analisis estadistico. 
Para el andlisis de las variables discretas (numero de machos que aceptan al 

maniqui, numero de colectas por condicion del eyaculado y numero de colectas de 

semen por color) fueron analizados en una tabla de contingencia mediante la 
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prueba de chi-cuadrado con correction por continuidad cuya f6rmula de acuerdo a 

(Kaps and Lamberson, 2004) es: 
,2 

X, 

I I 1 o„ - e„\ - • J C I 
JX f _ _c_\\ij v\ 2 =11 

/=l M eij 

D6nde: 

x] = Es el valor de chi-cuadrado calculado 

otj = Es el valor observado de la i-esima fila, j-esima columna 

ey = Es el valor esperado de la i-esima fila, j-6sima columna 

f = numero de filas 

c = numero de columnas. 

Para el analisis estadistico de las variables continuas (Tiempo de copula, volumen 

de semen, volumen de espuma, filancia, motilidad, concentracion, concentracion 

promedio por eyaculado, endosmosis, vitalidad, anormalidades) se utilizo el 

modelo lineal mixto, donde el factor fijo fue el tratamiento (Control y GnRH) y el 

factor aleatorio fue el macho; el factor macho se considera en los modelos de 

analisis de datos de caracteristicas del semen de alpacas, debido a que el factor 

macho influye en la mayoria de las caracteristicas del semen (volumen de semen, 

filancia, motilidad, concentracion, concentracion promedio por eyaculado, 

espermatozoides normales, anormalidades de cola, Huanca et al., (2011). Este 

modelo en notation matematica de acuerdo a (Kaps and Lamberson, 2004) fue: 

yzjk=0 + °i + % + + eijk 

Donde: 

yijk = Son las variables respuestas (Tiempo de copula, volumen de semen, 

volumen de espuma, filancia, motilidad, concentracion, concentraci6n promedio 

por eyaculado, endosmosis, vitalidad, anormalidades). 

{i = Media general o constante comun de cada variable. 

a% = Efecto aleatorio del macho. 

tj = Efecto fijo del tratamiento (Control y GnRH). 

at i f = Efecto de la interaction macho x tratamiento. 
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= Error experimental de cada variable. 

Las variables: tiempo de copula, motilidad, concentracion y concentraci6n 

promedio por eyaculado, antes del analisis estadistico fue transformado al log™; 

sin embargo las variables volumen de semen, volumen de espuma, filancia, 

anormalidades, fueron trasformados a Vx+1. 

Para el analisis de los datos se ha utilizado el programa estadistico SAS® (SAS 

9.2, Institute. Inc., Cary, NC, USA). 
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CAPITULO IV 

RESULTADOS Y DISCUSI6N 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion se dan a 
continuation: 

4.1. DEL TIEMPO DE COPULA. 

Cuadro 4.3. Tiempo de copula (minutos). 

Grupo N 
Promedio ± D. E. 

(min) 
Minirno -- Maximo 

Control 21 16.29 ± 7.25 6 - 29 
GnRH 27 17.67 ± 8.64 7 - 49 
Total 48 17.06 ±8.01 6 - 49 

Los resultados del (cuadro 4.3) demuestran que los tiempos de copula promedio 

para el grupo GnRH y control fueron 17.67 y 16.29 minutos respectivamente, 

estos resultados demuestran que en el tiempo de copula de alpacas, por efecto de 

la hormona GnRH, no existe diferencia significativa (p>0.05). 

E l resultado del efecto de la hormona GnRH en el tiempo de cbpula, al contrastar 

con trabajos previos de coleccion de semen mediante vagina artificial, es similar a 

los reportes de Davalos et al, (2002) y Bravo et al, (1997a) quienes obtuvieron 

15.9 ± 0.6 min y 15.3 min respectivamente, sin embargo el resultado es superior al 

reporte de Flores et al, (2002) que obtuvieron un promedio de 12.3 ± 7.2 min. 

E l incremento del tiempo de copula probablemente es debido a que la hormona 

GnRH estimula a las celulas de Leydig a producir Testosterona, que estaria 

causando un incremento de los niveles plasmaticos en los machos; el 
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mantenimiento de las caracteristicas sexuales secundarias y del comportamiento 

sexual o libido del macho es controlado por androgenos (Hafez, 1996). 

4.2. DE LAS CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DEL 
EYACULADO. 

4.2.1. Color (%). 

Cuadro 4.4. Proporcion y porcentaje de color de semen. 
Grupo B. translucido B. opaco B. lechoso 

Control 3/21(14.29%) 6/21 (28.57%) 12/21 (57.14%) 
GnRH - 10/27 (37.04%) 17/27 (62.96 %) 

Total 3/48 (6.25 %) 16/48 (33.33 %) 29/48 (60.05 %) 

Los resultados (cuadro 4.4) demuestran que el eyaculado colectado por vagina 

artificial luego de la aplicacion de GnRH, fue en mayor porcentaje el color bianco 

lechoso que estuvo presente en 62.96 %, seguido del color bianco opaco 

presentandose en 37.04 %, el color del eyaculado tanto en el grupo GnRH como 

en el grupo control tuvo una variaci6n entre bianco translucido y bianco lechoso, 

no existiendo diferencia significativa (p>0.05); el resultado del efecto de la 

hormona GnRH en el color de semen, al contrastar con trabajos previos de 

coleccion de semen mediante vagina artificial, es similar a los reportes de Alarcon 

et al., (2012) y Bravo et al., (1997b), quienes obtuvieron color bianco lechoso en 

un 60 % en semen colectado por vagina artificial; sin embargo los resultados 

obtenidos son contrarios al reporte de (Pacheco, et al., 2013) pues las muestras de 

semen colectadas despues de la aplicacion de GnRH con una dosis de (50 ug) 

obtuvieron un color bianco opaco 77.8 %, mientras que el 22.2 % de las muestras 

tuvieron un color bianco lechoso, esta variabilidad de color puede ser atribuida a 

la concentraci6n de espermatozoides en el eyaculado (Urquieta et ah, 2005). 
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4.2.2. Volumen de semen (ml). 

Cuadro 4.5. Volumen de semen, segun grupo. 
Grupo N Promedio ± D. E. (ml). Minirno - Maximo 
Control 21 1.17 ±0.91 0.1-3 
GnRH 27 1.56 ±0.89 0.2-3 
Total 48 1.39 ±0.91 0.1-3 

Los resultados (cuadro 4.5) demuestran que el volumen de eyaculado de alpacas 

machos tratados con GnRH fue de 1.56 ml. y el grupo control 1.17 ml., en el 

volumen de semen promedio en alpacas, por efecto de la hormona GnRH, no 

existe diferencia significativa (p>0.05); estos resultados obtenidos son similares al 

reporte de (Pacheco et al, 2013), que obtuvo un promedio de 1.76 ml. de volumen 

de semen de machos tratados con dosis de (50 ug) de GnRH; los resultados 

obtenidos son superiores al obtenido por (Castillo et al, 2013) quienes reportaron 

0.99 ml. en los grupos GnRH 1-5 y 1.02 ml. En el grupo GnRH-2, ellos trabajaron 

con diferentes dosis de GnRH en cada grupo; asi mismo al comparar el resultado 

obtenido del volumen de semen con trabajos previos de coleccion con el metodo 

de vagina artificial, es similar con los reportes de Flores et al, (2002), Garnica et 

al, (1993), Alarcon et al, (2012) y Bravo et al, (1997a) quienes obtuvieron 

promedios de 1.8 ± 0.8 ml; 1,7 ± 0,2 ml; 1.5 ml y 1.5 ml respectivamente; el 

incremento del volumen de semen probablemente es debido al incremento de los 

niveles de Testosterona plasmatica en los machos, producto de la aplicacion de la 

hormona GnRH; que estaria promoviendo el desarrollo y actividad secretoria de 

los organos sexuales accesorios, como prostata y glandulas bulbouretrales, 

conducto deferente y genitales externos (Hafez, 1996). 
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4.2.3. Volumen de espuma (ml). 

Cuadro 4.6. Volumen de espuma, segun grupo. 

Grupo N 
Promedio ± D. E. 

(ml) 
Minimo -• Maximo 

Control 21 3.14 ±3.52 0 - 14 
GnRH 27 2.94 ±3.22 0 - 10 
Total 48 3.03 ± 3.32 0 - 14 

Los resultados (cuadro 4.6) demuestran que en el volumen de espuma promedio 

presente en el eyaculado de alpacas, por efecto de la hormona GnRH, no existe 

diferencia significativa (p>0.05). 

Los informes previos de von Baer y Hellemann (1998) tambien reporta la 

coleccion de eyaculados con espuma al utilizar la vagina artificial. 

4.2.4. Filancia (cm). 

Cuadro 4.7. Filancia, segun grupo. 

Grupo N 
Promedio ± D. E. 

(cm) 
Minimo -Maximo 

Control 21 3.17 ±2.34 0 -8 
GnRH 27 2.52 ±2.41 0 -7 
Total 48 2.80 ±2.38 0 -8 

Los resultados (cuadro 4.7) demuestran que el promedio de la filancia del 

eyaculado, para el grupo GnRH fue de 2.52 ± 2.41 cm. y para el grupo control 

fue de 3.17 ± 2.34 cm. en la filancia del eyaculado de alpacas, por efecto de la 

hormona GnRH, no existe diferencia significativa (p>0.05); el resultado presente 

trabajo, al contrastar con trabajos previos de coleccion de semen mediante vagina 

artificial, es superior a los reportes de (Huanca et al., 2011) quienes reportaron un 

promedio de 0,99 ± 1,58cm.; sin embargo esta variabilidad de filancia difiere 

entre machos (Bravo et al., 1997a). 
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4.3. DE LAS CARACTERISTICAS MICROSC6PICAS DEL 
EYACULADO. 

4.3.1. Motilidad espermatica (%). 

Cuadro 4.8. Motilidad, segun grupo. 

Grupo N 
Promedio ± D. E. 

(%) 
Minimo - Maximo 

Control 21 47.14 ± 19.91 10- 80 
GnRH 27 54.07 ±18.14 30- 95 
Total 48 51.04 ± 19.05 10- 95 

Los resultados (cuadro 4.8) demuestran que la motilidad de semen promedio para 

el grupo GnRH fue 54.07 %, y grupo control 47.14 %, en la motilidad 

espermatica promedio en alpacas, por efecto de la hormona GnRH, no existe 

diferencia significativa (p>0.05); al comparar con reportes anteriores, el promedio 

es similar al de (Pacheco et al, 2013) quien obtuvo un promedio de 45.22 %, 

luego de la aplicacion de 50 ug de GnRH; tambien es similar al reporte de 

(Castillo etal., 2013) que observ6 46.67 % y 41.69 % en los grupos GnRH-1 y 5, 

sin embargo reportaron para el grupo GnRh-2 35.50 % de motilidad que es 

inferior al promedio del presente trabajo; asi mismo el porcentaje obtenido al 

contrastar con trabajos previos de coleccion de semen mediante vagina artificial es 

superior a los reportes Davalos et al, (2002) y Vencato et al, (2008) quienes 

obtuvieron una motilidad d e 3 4 . 2 ± 5 . 3 % y 3 3 ± 12% respectivamente; pero es 

inferior a los resultados reportados por Bravo et al, (1997b), Bravo et al, (1997a) 

y Alarcon et al, (2013) quienes obtuvieron promedios de motilidad de semen de 

alpaca de 85 %; 75.2 %; 69.0 % respectivamente; sin embargo esta baja motilidad 

probablemente es debido a que hubo mayor porcentaje de eyaculados viscosos, lo 

cual no permite una mayor motilidad y solamente se observa motilidad oscilatoria 

(Sumar, 1983). 
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4.3.2. Concentracion (xlO'/ml). 

Cuadro 4.9. Concentracion, segun grupo. 

Grupo N 
Promedio ± D. E. 

(105/ml) 
Miiiimo - Maximo 

Control 21 65.43 ± 86.39 0.65-299.60 
GnRH 27 51.57 ±62.98 1.05-267.00 
Total 48 57.63 ± 73.61 0.65 - 299.60 

Los resultados (cuadro 4.9) demuestran que el promedio de concentracion 

espermatica en machos tratados con GnRH y control fue de 51.57 millones/ml y 

65.43 millones/ml. respectivamente, en la concentraci6n de espermatozoides por 

mililitro de semen promedio en alpacas, por efecto de la hormona GnRH, no 

existe diferencia significativa (p>0.05); el resultado es inferior al reporte de 

(Pacheco et al, 2013) quien obtuvo un promedio de 110. 38 millones/ml, luego de 

la aplicacion de 50 ug de GnRH; sin embargo el promedio obtenido es inferior al 

obtenido por (Castillo et al, 2013) que reportan 88.33, 89.60, 74.29 millones/ml. 

en los grupos de GnRH 1,2 y 5 respectivamente, asi mismo al comparar el 

promedio con trabajos de investigaci6n previos colectando semen mediante 

vagina artificial, el promedio es inferior a los reportes de Huanca et al, (2011) y 

Alarcon et al, (2012), quienes encontraron valores de 80,48 ± 69,35 y 80.3 

millones/ml respectivamente; sin embargo es similar al reporte de (Bravo et al, 

1997a) quienes reportaron un promedio de 56.2 millones/ml. Pero el promedio 

obtenido es superior a los reportes de Flores et al, (2002), Urquieta et al, (1998) 

y Davalos et al, (2002) quienes reportaron promedios de 17.6 ± 26.1; 8.3 y 5.8 

millones/ml., respectivamente. 

La concentracion de espermatozoides varia aproximadamente 30,000 hasta 150 

millones por ml., en alpacas de acuerdo a lo descrito por (Garnica et al, 1995; 

Gauly y Leidinger 1996), las variaciones en la concentraci6n de semen son 

atribuidas a diferencias en machos, m&odos de coleccion de semen y frecuencia 

de copula segun (Tibary y Memon 1999). La alpaca macho es capaz de producir 

eyaculados fertiles todo el afio, pero al igual que en otras especies dom^sticas, la 
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calidad del semen, se ve afectado por la estaci6n del ano y la disponibilidad del 

alimento (Montalvo et al., 1977). 

4.3.3. Concentracion promedio por eyaculado (xl06/eyaculado). 

Cuadro 4.10. Concentracion promedio por eyaculado, segun grupo. 

Grupo N 
Promedio ± D. E. 
(106/eyaculado) 

Muiirno - Maximo 

Control 21 47.52 ± 66.61 0.07-270.60 
GnRH 27 101.76 ±159.53 0.79 - 667.50 
Total 48 78.03 ± 129.25 0.07 - 667.50 

Los resultados (cuadro 4.10) demuestran que la concentracion promedio por 

eyaculado para el grupo GnRH fue de 101.76 millones/eyaculado, y del grupo 

control fue 47.52 millones/eyaculado, en la concentraci6n promedio por 

eyaculado en alpacas, por efecto de la hormona GnRH, no existe diferencia 

significativa (p>0.05); el promedio fue superior al reporte de Huanca et al, 

(2011), Bravo et al, (1997a), Flores et al, (2002) y Urquieta et al, (1998), 

quienes reportaron los siguientes promedios 87,30 ± 96,37; 75.3; 34.0 ± 52.2; 18.2 

millones/eyaculado respectivamente. 

E l incremento de la concentracion promedio por eyaculado, probablemente es 

debido a que en el grupo GnRH se colecto un mayor volumen de eyaculado con 

respecto al grupo control, asi como la aplicacion de GnRH estaria causando el 

incremento de testosterona a los 60 minutos post aplicacion de GnRH; 

evidenciando que el tratamiento con hormonas exogenas interfieren en el proceso 

de eyaculacibn y en la liberation de testosterona (Pacheco et al, 2013), este 

incremento de los niveles de testosterona plasmatica en los machos, por action de 

la hormona GnRH, estimulan faces tardias de espermatogenesis y prolongan la 

vida de los espermatozoides epididimarios (Hafez, 1996). 
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4.3.4. Endosmosis (%). 

Cuadro 4.11. Endosmosis, segun grupo. 

Grupo N 
Promedio ± D. E. 

(10"6/ml) 
Minimo - Maximo 

Control 21 42.19 ± 10.01 25- 58.42 
GnRH 27 59.37 ±4.40 51.89 -69.23 
Total 48 51.85 ± 11.29 25- 69.23 

Los resultados (cuadro 4.11) demuestran que los espermatozoides con endosmosis 

para el grupo GnRH fue de 59.37 %, superior al grupo control 42.19 %, en los 

espermatozoides con endosmosis promedio en alpacas, por efecto de la hormona 

GnRH, fue altamente significativa (p<0.01); el promedio fue superior al reporte 

de (Pacheco et al, 2013) quienes reportaron promedios de 34.4 %, luego de la 

aplicacion de 50 ug de GnRH; el resultado difiere con el ultimo autor 

probablemente debido a la diferencia de dosis usada del analogo de GnRH. 

Tambien es superior al promedio reportado por (Pacheco et al., 2011) quien 

reporto un promedio de 23.59 % de endosmosis para los 30 minutos y 23.16 % 

para los 60 minutos de incubation, demostrando que no existe diferencia, si se 

incuba en 30 o 60 minutos. E l porcentaje del presente trabajo de investigacion se 

encuentra dentro del rango obtenido por (Giuliano et al, 2010) (20 a 62 % ) en 

semen de alpaca incubado durante 20 min.; sin embargo el porcentaje de 

endosmosis en el grupo GnRH es superior a lo descrito en el grupo control, 

probablemente es debido al incremento de la concentracion de testosterona serica 

tal como indica (Pacheco et al, 2013), que estaria causando una alteration de la 

composition quimica de las secreciones prostaticas y bulbouretrales (Garaica et 

al, 1993). 
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4.3.5. Vitalidad (%). 

Cuadro 4.12. Vitalidad, segun grupo. 

Grupo N 
Promedio ± D. E. 

(%) 
Minimo- Maximo 

Control 21 66.50 ± 12.42 24.67- 81.29 
GnRH 27 71.11 ±9.27 57.40 - 87.76 
Total 48 69.09 ± 10.89 24.67- 87.76 

Los resultados (cuadro 4.12) demuestran que la vitalidad de los espermatozoides 

del grupo GnRH fue 71.11 %, y 66.50 % del grupo control, en los 

espermatozoides vitales promedio en alpacas, por efecto de la hormona GnRH, no 

existiendo diferencia significativa (p>0.05); el promedio del grupo GnRH es 

semejante al reporte de (Pacheco et al, 2013) quien reporto un promedio de 64.4 

%, luego de la aplicacion de 50 ug de GnRH. Asi mismo es semejante a los 

reportes de Alarcon et al., (2012), Bravo et al, (1997b), Bravo et al, (1997a) y 

Quintano et al, (2002) quienes obtuvieron promedios de vitalidad de 

espermatozoides de alpaca de 70.8 %; 69.6 %; 65.3 % y 62.47 % respectivamente. 

Pero son superiores a los reportes de Huanca et al, (2011) y Davalos et al, (2002) 

quienes obtuvieron una vitalidad de 52,32 ± 19,18 %y 34.3 ± 4.2 % 

respectivamente. 

La menor proporcion de espermatozoides vivos, podria indicar un efecto adverso 

de las fundas de latex usadas en la vagina artificial. Este efecto negativo ha sido 

sugerido en alpacas por Urquieta et al, (2005) y en llamas por Giuliano et al, 

(2008). Probablemente debido a que la presencia de espermatozoides vivos no 

necesariamente indican que estos espermatozoides sean funcionales (Petrunkina et 

al, 2007). 
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4.3.6. Anormalidades (%). 

Cuadro 4.13. Anormalidades, segun grupo. 

Grupo N 
Promedio ± D. E. 

(%) 
Mfnimo - Maximo 

Control 21 28.91 ± 12.41 13.61-58.88 
GnRH 27 24.61 ±15.36 5.79-62.98 
Total 48 26.49 ±14.16 5.79-62.98 

Los resultados (cuadro 4.13) demuestran que los espermatozoides anormales 

promedio para el grupo GnRH fue 24.61 %, es ligeramente inferior al grupo 

control 28.91 %, en los espermatozoides anormales promedio en alpacas, por 

efecto de la hormona GnRH, no existiendo diferencia significativa (p>0.05); este 

promedio es similar al reporte de (Pacheco et al, 2013) quienes obtuvieron un 

promedio de 27.2 %, luego de la aplicacion de 50 ug de GnRH; tambien es 

semejante al reporte de Huanca et al., (2011), Pacheco et al., (2011), Bravo et al., 

(1997a) y Bravo et al., (1997b), quienes reportaron promedios de 26.61 %; 26.378 

%; 26.3 %; 24.1 % respectivamente; pero es superior al reporte de (Davalos et al, 

2002), quienes reportan promedios de 14.9 ± 1.1 %; a la vez es inferior al reporte 

de Urquieta et al, (1998) y Flores et al, (2002) quienes encontraron valores de 

31.4 % y 49 % respectivamente; en la alpaca el porcentaje de espermatozoides 

normales no es afectado por la frecuencia de eyaculacion (Bravo et al, 1997a), la 

frecuencia de anormalidades es superior en semen de camelidos que seria 

considerado aceptable para otras especies domesticas (Tibary y Mention 1999). 
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CAPrruLO v 

CONCLUSIONES 

1. La aplicaci6n de 8 ug de Acetato de Buserelina antes de realizar la coleccidn 

de semen, no causa variation en los parametros seminales macroscdpicos, sin 

embargo tuvo efecto sobre la enddsmosis, con diferencia altamente 

significativa; sin embargo no causa variation en el resto de los parametros 

seminales microscopicos, siendo similares al grupo control. 

2. La aplicacion de 8 ug de Acetato de Buserelina antes de realizar la colecci6n 

de semen, no causa variation en los parametros seminales macroscopicos, 

siendo similares al grupo control. 

3. La aplicacion de 8 ug de Acetato de Buserelina antes de realizar la colecci6n 

de semen, a la evaluacion de las caracteristicas microscopicas, tuvo efecto 

sobre la endosmosis, con diferencia altamente significativa; sin embargo no 

causa variacidn en el resto de los parametros seminales microscdpicos, siendo 

similares al grupo control. 
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CAPITULO V I 

RECOMENDACIONES 

De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion 

se recomienda lo siguiente: 

1. Validar este trabajo en campo tanto en empadre controlado asi como en 

trabajos de insemination artificial. 

2. Evaluar diferentes dosis de la hormona GnRH que permita conocer la 

dosis ideal con la cual se obtenga mejores resultados en las caracteristicas 

seminales de la alpaca. 

3. Evaluar siempre la permeabilidad de la membrana espermatica, pues es 

muy importante en el momento de decidir si el eyaculado sera util para 

poder realizar una insemination artificial. 
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CAPITULO VIII 

ANEXOS 

Anexo 1. Analisis de varianza para el tiempo de copula. 

Fuentes de variacion 
Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Cuadrado 

medio 
F calculada P r > F 

Modelo 11 0.82199687 0.07472699 2.56 0.0164 

Macho 5 0.55078998 0.110158 3.78 0.0075 

Tratamiento 1 0.03848886 0.03848886 1.32 0.2581 

Macho x Tratamiento 5 0.17849137 0.03569827 1.22 0.3176 

Error 36 1.04926258 0.02914618 

Total corregido 47 1.87125945 

Coef. determ. Coefi. Var. 

43.93% 14.37% 

Anexo 2. Analisis de varianza para el volumen de semen. 

Fuentes de variacion 

Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Cuadrado 

medio F calculada P r > F 

Modelo 11 1.90950914 0.17359174 2.78 0.0100 

Macho 5 1.59445929 0.31889186 5.11 0.0012 

Tratamiento 1 0.15588895 0.15588895 2.50 0.1226 

Macho x Tratamiento 5 0.12836621 0.02567324 0.41 0.8374 

Error 36 2.24471139 0.06235309 

Total corregido 47 4.15422052 

Coef. determ. Coefi. Var. 

0.46% 16.45% 

Anexo 3. Analisis de varianza para el volumen de espuma 

Fuentes de variacion 
Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Cuadrado 

medio 
F calculada P r > F 

Modelo 11 17.4088564 1.58262332 5.25 <0001 

Macho 5 13.2973481 2.65946963 8.81 <0001 

Tratamiento 1 0.00963666 0.00963666 0.03 0.8592 

Macho x Tratamiento 5 3.69529631 0.73905926 2.45 0.0521 

Error 36 10.8619446 0.30172069 

Total corregido 47 28.2708011 

Coef. determ. Coefi. Var. 

0.62% 29.61% 
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Anexo 4. Analisis de varianza para la filancia. 
Grados de Suma de Cuadrado 

Fuentes de variation libertad cuadrados medio F calculada P r > F 

Modelo 11 5.07193393 0.46108490 1.22 0.3066 

Macho 5 3.19179282 0.63835856 1.70 0.1606 

Tratamiento 1 0.18036929 0.18036929 0.48 0.4932 

Macho x Tratamiento 5 1.71708665 0.34341733 0.91 0.4840 

Error 36 13.5507553 0.37640987 

Total corregjdo 47 18.6226892 

Coef. determ. Coefi. Var. 

0.27% 33.20% 

Anexo 5. Analisis de varianza para la motilidad. 
Grados de Suma de Cuadrado 

Fuentes de variation libertad cuadrados medio F calculada P r > F 

Modelo 11 0.57927646 0.05266150 1.75 0.1006 

Macho 5 0.35527169 0.07105434 2.37 0.0591 

Tratamiento 1 0.06057841 0.06057841 2.02 0.1642 

Macho x Tratamiento 5 0.13215307 0.02643061 0.88 0.5044 

Error 36 1.08129198 0.03003589 

Total corregido 47 1.66056845 

Coef. determ. Coefi. Var. 

0.35% 10.36% 

Anexo 6. Analisis de varianza para la concentracion. 

Fuentes de variation 
Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Cuadrado 

medio F calculada P r > F 

Modelo 11 15.3610198 1.39645635 3.98 0.0008 

Macho 5 7.07987000 1.41597400 4.03 0.0052 

Tratamiento 1 0.11990974 0.11990974 0.34 0.5625 

Macho x Tratamiento 5 9.49949626 1.89989925 5.41 0.0008 

Error 36 12.6354212 0.35098392 

Total corregjdo 47 27.9964410 

Coef. determ. Coefi. Var. 

0.55% 8.13% 
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Anexo 7. Analisis de varianza para el concentracion promedio por eyaculado. 
Grados de Suma de Cuadrado 

Fuentes de variacion libertad cuadrados medio F calculada P r > F 

Modelo 11 18.4903045 1.68093678 3.77 0.0012 

Macho 5 8.39908815 1.67981763 3.77 0.0076 

Tratamiento 1 0.84932658 0.84932658 1.91 0.1760 

Macho x Tratamiento 5 10.2591019 2.05182039 4.60 0.0024 

Error 36 16.0445244 0.44568123 

Total corregido 47 34.5348289 

Coef. determ. Coefi. Var. 

0.54% 9.15% 

Anexo S. Analisis de varianza para endosmosis. 
Grados de Suma de Cuadrado 

Fuentes de variacion libertad cuadrados medio F calculada P r > F 

Modelo 11 4474.23226 406.748387 9.63 <0001 

Macho 5 393.929166 78.785833 1.87 0.1248 

Tratamiento 1 3473.12851 3473.12851 82.24 <0001 

Macho x Tratamiento 5 627.907828 125.581566 2.97 0.0239 

Error 36 1520.26183 42.229495 

Total corregido 47 5994.49409 

Coef. determ. Coefi. Var. 

0.75% 12.53% 

Anexo 9. Analisis de varianza para la vitalidad. 

Fuentes de variacion 

Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Cuadrado 

medio F calculada P r > F 

Modelo 11 1183 78393 107.616721 0.88 0.5650 

Macho 5 718.519164 143.703832 1.18 0.3389 

Tratamiento 1 249.305176 249.305176 2.04 0.1614 

Macho x Tratamiento 5 263.813574 52.7627149 0.43 0.8228 

Error 36 4390.20271 121.950075 

Total corregido 47 5573.98664 

Coef determ. Coefi. Var. 

0.21% 15.98% 
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Anexo 10. Analisis de varianza para anormalidades. 

Fuentes de variation 

Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Cuadrado 

medio F calculada P r > F 

Modelo 11 73.6647789 6.69679809 20.83 <0001 

Macho 5 61.8304899 12.3660979 38.47 <0001 

Tratamiento 1 3.31283021 3.31283021 10.31 0.0028 

Macho x Tratamiento 5 1.49654002 0.29930800 0.93 0.4724 

Error 36 11.5715965 0.32143324 

Total corregido 47 85.23637555 

Coef. determ. Coefi. Var. 

0.86% 11.18% 

Anexo 11. Resultados de grupo GnRH. 
Variable N Promedio D. E . Variacion Mmimo Maximo 

Tiempo copula 27 17.67 8.64 48.89 7.00 49.00 

Volumen semen 27 1.56 0.89 56.82 0.20 3.00 

Volumen espuma 27 2.94 3.22 109.27 0 10.00 

Filancia 27 2.52 2.41 95.76 0 7.00 

Motilidad 27 54.07 18.14 33.54 30.00 95.00 

Concentracion 27 51.57 62.98 122.13 1.05 67.00 

Recuento 27 101.76 159.53 156.77 0.79 667.50 

Host 27 59.37 4.40 7.41 51.89 69.23 

Vitalidad 27 71.11 9.27 13.04 57.40 87.76 

Anormalidades 27 24.61 15.36 62.41 5.79 62.98 

Anexo 12. Resultados del grupo control. 
Variable N Promedio . E variacion Mmimo Maximo 

Tiempo copula 21 16.29 7.25 44.50 6.00 29.00 

Volumen semen 21 1.17 0.91 78.01 0.10 3.00 

Volumen espuma 21 3.14 3.52 112.06 0 14.00 

Filancia 21 3.17 2.34 73.95 0 8.00 

Motilidad 21 47.14 19.91 42.23 10.00 80.00 

Concentracion 21 65.43 86.39 132.03 0.65 299.60 

Recuento 21 47.52 66.61 140.16 0.07 270.60 

Host 21 42.19 10.01 23.74 25.00 58.42 

Vitalidad 21 66.50 12.42 18.68 24.67 81.29 

Anormalidades 21 28.91 12.41 42.92 13.61 58.88 
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Anexo 13. Resultados del promedio. 
Variable N Promedio D. E . Variacion Maximo Minimo 

Tiempo copula 48 17.06 8.01 46.92 6.00 49.00 

Volumen semen 48 1.39 0.91 65.46 0.10 3.00 

Volumen espuma 48 3.03 3.32 109.49 0 14.00 

Filancia 48 2.80 2.38 84.89 0 8.00 

Motilidad 48 51.04 19.05 37.31 10.00 95.00 

Concentracion 48 57.63 73.61 127.72 0.65 299.60 

Recuento 48 78.03 129.25 165.64 0.07 667.50 

Host 48 51.85 11.29 21.78 25.00 69.23 

Vitalidad 48 69.09 10.89 15.76 24.67 87.76 

Anormalidades 48 26.49 14.16 53.47 5.79 62.98 

Anexo 14. Resultado de ambos grupos y del promedio de cada macho. 

Tratamiento Macho Prom D. E . 
Variable 

GnRH 000380 Tiempo copula, 17.00 6.78 

Volumen semen 1.33 0.96 

Volumen espuma 1.50 1.22 

Filancia 2.75 3.20 

Motilidad 57.50 17.08 

Concentracion 54.36 62.13 

Recuento 73.41 115.64 

Host 60.53 1.42 

Vitalidad 71.39 10.27 

Anormalidades 38.04 1.30 

24108 Tiempo copula 15.25 1.50 

Volumen semen 0.43 0.15 

Volumen espuma 0.50 0.58 

Filancia 3.25 2.87 

Motilidad 42.50 18.93 

Concentracion 23.14 31.28 

Recuento 11.28 15.89 

Host 61.69 8.64 

Vitalidad 67.54 9.82 

Anormalidades 12.16 3.70 

63103 Tiempo copula 17.50 7.50 

Volumen semen 1.68 0.78 

Volumen espuma 1.92 2.29 

Filancia 1.25 1.08 
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Motilidad 56.67 16.02 

Concentracion 24.99 25.73 

Recuento 47.92 54.17 

Host 57.67 2.01 

Vitalidad 67.29 11.00 

Anormalidades 18.52 5.25 

153298 Tiempo copula 24.80 13.59 

Volumen semen 2,38 0.64 

Volumen espuma 6.70 2.28 

Filancia 2.00 2.12 

Motilidad 75.00 11.73 

Concentracion 143.94 80.83 

Recuento 354.82 217.31 

Host 57.72 3.82 

Vitalidad 75.98 5.64 

Anormalidades 9.38 3.69 

362398 Tiempo copula 21.50 5.00 

Volumen semen 1.90 0.78 

Volumen espuma ^.63 2.50 

Filancia 3.38 1.89 

Motilidad 50.00 10.80 

Concentracion 37.11 19.53 

Recuento 69.40 55.37 

Host 58.13 4.76 

Vitalidad 71.15 9.77 

Anormalidades 26.42 4.94 

A134 Tiempo copula $25 1.50 

Volumen semen 1.38 0.75 

Volumen espuma 0.00 0.00 

Filancia 3.25 3.77 

Motilidad 36.25 9.46 

Concentracion 16.05 25.65 

Recuento 17.39 24.92 

Host 61.70 3.69 

Vitalidad 74.00 1032 

Anormalidades 49.98 13.02 

, „ „ T . . , 18.00 10.54 380 Tiempo copula 

Volumen semen 0.83 1.01 

Volumen espuma 6.17 6.90 

Filancia 0.17 0.29 

Motilidad 60.00 17.32 
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Concentracion 195.45 52.17 
Recuento 127.89 124.18 
Host 31.86 5.79 
Vitalidad 56.23 28.86 
Anormalidades 40.02 2.59 

24108 Tiempo c6pula 21.00 2.16 
Volumen semen 0.50 0.36 
Volumen espuma 1.50 1.68 
Filancia 4.25 2.99 

Motilidad 55.00 30.00 
Concentracion 119.55 122.10 
Recuento 53.01 43.69 
Host 37.60 12.22 
Vitalidad 64.01 10.49 
Anormalidades 18.11 1.85 

63103 Tiempo copula 10.67 2.08 

Volumen semen 1.03 0.81 
Volumen espuma 0.17 0.29 

Filancia 1.83 1.26 

Motilidad 31.67 12.58 

Concentracion 1.38 0.75 

Recuento 1.78 1.60 
Host 47.39 11.07 

Vitalidad 63.25 9.69 

Anormalidades 25.11 5.49 

153298 Tiempo copula 15.50 7.59 
Volumen semen 2.25 1.19 
Volumen espuma 4.63 3.86 

Filancia 4.00 1.68 

Motilidad 57.50 17.08 

Concentracion 19.40 21.89 

Recuento 40.51 65.87 

Host 38.58 9.56 

Vitalidad 70.47 6.97 

Anormalidades 16.42 4.06 

362398 Tiempo copula 18.60 8.50 

Volumen semen 1.10 0.65 

Volumen espuma 4.00 1.87 

Filancia 3.90 2.38 

Motilidad 38.00 15.25 

Concentracion 43.29 34.78 

Recuento 44.52 49.24 
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Host 50.46 4.03 

Vitalidad 70.04 4.17 

Anonnalidades 35.43 7.99 

A134 Tiempo copula 8.50 0.71 

Volumen semen 1.25 0.35 

Volumen espuma 1.25 1.06 

Filancia 4.00 2.12 

Motilidad 37.50 3.54 

Concentracion 5.68 5.20 

Recuento 6.18 4.49 

Host 45.60 1.99 

Vitalidad 74.96 6.77 

Anormalidades 48.23 15.07 

Recuento = concentracion promedio por eyaculado 
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Anexo 15. Imagenes del lugar de ejecucidn del presente trabajo de investigacidn. 
1. Imagen del Centto de Investigaci6n y Producci6n "Quimsachata" INIA - Puno. 

Anexo 16. Machos reproductores seleccionados para la coleccion de semen, previa 
evaluacion sanitaria. 
2. Imagen de evaluacion sanitaria 3. Imagen de las alpacas machos seleccionados 
y dentition 
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Anexo 17. Matenales nsados para el presente trabajo de investigacidn. 

4. Imagen de los materiales usados: maniqui, jarra electrica, termo, frazadilla electrica, vagina 
artificial, infiador, franelas, conos protectores del tubo colector, etc. 

5. Imagen de los materiales para armar la vagina 6. Vagina artificial armado. 
artificial: tubo pvc, funda de latex recta y funda 
conica, tubo graduado. 
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7. En la Imagen se observa vertiendo agua a 45°C, 8. En la imagen se observa, con una liga 
en la vagina artificial. se asegura la parte superior para evitar 

ruga de agua y aire. 

9. En la imagen se observa el insuflando de aire 10. en la imagen se puede observar el 
para brindarle presion a la vagina artificial. momento en que se envuelve la vagina 

artificial con la frazadilla electrica. 
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11. Imagen muestra a la alpaca macho copulando en un maniqui, luego de una hora de 
aplicada la hormona GnRH. 

^, 

L 
Anexo N° 18. Fotos del procedimiento de evaluaci6n del semen colectado. 
12. Imagen del tubo 13. Imagen muestra la variedad de los colores del 
graduado con eyaculado de eyaculado de alpacas, colectados mediante el metodo 
alpaca- de vagina artificial. 
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14. Imagen de la evaluaci6n de las caracteristicas microscopicas del eyaculado, En el 
laboratorio de biotecnologia reproductiva del CIP. Quimsachata. INIA-Puno 

15. Tinci6n con eosina-nigrosina para evaluar 16. Evaluaci6n de la concentraci6n 
la vitalidad espermatica. espermatica en la camara de Neubauer. 

17. Se observan espermatozoides que reaccionaron al Test de Host. 
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