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RESUMEN
El presente trabajo de investigacion se realizd en el laboratorio de Reproduccion
Asistida de la Estacion Experimental Agraria Canaan-INIA, ubicado en el distrito de
Andrés Avelino Caceres Dorregaray de la provincia de Huamanga, Departamento de
Ayacucho entre los meses abril a junio del 2017 en los finales de época reproductiva. Se
trabajé con 07 alpacas machos entre 4 a 7 afios de edad entrenados para la coleccidn
mediante vagina artificial y se trabajé con 28 eyaculados. Cada muestra de semen fresco
fué evaluada macroscopica y microscopica. El tiempo de copula fue 19.32 minutos; la
temperatura inicial y final, 41.86°C y 38.75°C de forma respectiva durante la colecta;
(macroscépicamente) volumen, espuma, pH v la filancia de semen en promedio fueron
1.68ml, 1.13ml, 7.14 pH y 1.82cm correspondientemente; (microscopicamente)
motilidad, vitalidad y concentracion espermatica fueron 52.50%, 70.64% vy
81.13mill/ml en promedio; luego las muestras fueron distribuidas en tres alicuotas y
disuelto en proporcion 1:1 con dilutor comercial AndroMed® para cada tratamiento:
(T1) colagenasa al 5%, 0.25ul/5ml de dilutor; (T2) pipeteo 10 veces y (T3) incubacion
por 10 min en 37°C en gradilla térmica. Cada tratamiento se evalu6 macroscopica y
microscopicamente por etapas con intervalo de 20 minutos: en disuelto; (Eii) en 20
minutos; (Eiii) en 40 minutos; (Eiv) en 1 hora y (Ev) en 2 horas. El resultado para la
filancia en (Ei) fue 0.95cm, 0.89cm, 0.91cm en promedio y dentro de 2 horas disminuy6
a un promedio de 0.26cm, 0.27cm, 0.33cm para colagenasa; pipeteo; incubacion de
forma respectiva y no habiendo diferencia estadistica (p>0.05) entre tratamientos en
todas las etapas. En relacion a la motilidad espermatica en (Eiii) tuvo 36.43%, 36.25%,
32.68% para colagenasa, pipeteo, incubacion respectivamente; donde T2 difiere
(p<0.05) a T1 y T3; a 2 horas de evaluacion fue 31.25%, 31.25%, 33.21%
respectivamente, mientras entre tratamientos en otras etapas no existe diferencia
estadistica (p>0.05). Finalmente, la vitalidad espermatica, en (Ei) fue 72.61%, 71.96%,
72.21% en promedio, evaluado a las 2 horas se encontré 67.46%, 69.07%, 65.39% con
un efecto minimo por colagenasa, pipeteo, incubacién correspondientemente y no existe

una diferencia estadistica (p>0.05) entre tratamiento en cada etapa.

Palabras claves: Dilutor, espermatozoides, motilidad, filancia, vitalidad.



INTRODUCCION

El eyaculado de espermatozoides de los Camélidos Sudamericanos presentan solamente
movimientos en el lugar (oscilatorio) y no progresivos (para adelante) (Giuliano y col.,
2010) al igual que en los humanos, primates y roedores (Robert y Gagnon, 1999) por
poseer caracteristica de una naturaleza viscoso a diferencia con otros mamiferos
machos. Por lo tanto para conseguir embriones mediante las técnicas de fertilizacion
asistida FIV e ICSI es necesario que los espermatozoides tengan movilidad progresiva y
también es necesario poder separar a los espermatozoides del plasma seminal y poder
separar a los espermatozoides moviles de los inmdviles (Giuliano y Casareto, 2011); por
ende se inicié algunos estudio y técnicas para disminuir la viscosidad y filancia de
plasma seminal del eyaculado en camélidos domésticos, la cual ha sido atribuida a la
presencia de mucopolisacaridos en las secreciones de las glandulas bulbouretrales ya
que en animales bulbouretrectomizados la viscosidad es baja, similar a la de la solucion

fisioldgica (Gonzélez y col., 2003).

Para mejorar la biotecnologia reproductiva se ha utilizado diferentes métodos para
reducir la viscosidad seminal entre las enzimas, tripsina y colagenasa en la cual
observaron una disminucién de la viscosidad también una disminucion del porcentaje de
movilidad espermatica, en otra experiencia observaron que las enzimas colagenasa,
fibrinolisina, hialuronidasa y tripsina son efectivas para disminuir la viscosidad del
semen de alpaca y llama, pero no consiguieron la motilidad progresiva (Bravo y col.,
1999, 2000), a la vez una solucién de colagenasa en H TALP BSA disminuyo la filancia
del plasma seminal, se incremento la movilidad progresiva espermatica y se conservo la
integridad funcional de la membrana plasmatica de los espermatozoides (Giuliano y
Casareto, 2011). También hay uso de métodos mecénicos como la aspiracion y
expulsién del eyaculado a través de una aguja (Valdivia y col., 1999; Apaza y col.,
2001, Bérgamo y col., 2012), al igual usando pasajes por una aguja luego sometido a la

centrifugacion a 802 G por 10 minutos, en la cual se redujo la viscosidad sin alteraron



los parametros seminales (Zirena, 2014), y la centrifugacion con cierto éxito (Turin y
col, 2013). Por este motivo el objetivo del presente trabajo es evaluar el efecto tres
tratamientos de semen sobre la filancia, motilidad y vitalidad espermatica en alpacas
(Vicugna pacos) para seguir colaborando en mejorar algunas caracteristicas del semen

en esta especie.

Objetivo general
Evaluar el efecto de tres tratamientos (colagenasa 5%, pipeteo 10 veces e incubacion 10
minutos) de semen sobre la filancia, motilidad y vitalidad espermética en alpacas

(Vicugna pacos).

Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de la colagenasa al 5% sobre la filancia seminal, motilidad y
vitalidad espermaética en alpacas en diferentes etapas del tiempo.

2. Evaluar el efecto del pipeteo sobre filancia seminal, motilidad y vitalidad
espermatico en alpacas en diferentes etapas del tiempo.

3. Evaluar el efecto de la incubacion sobre filancia seminal, motilidad y vitalidad

espermatico en alpacas en diferentes etapas del tiempo.
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CAPITULO |
MARCO TEORICO

1.1. ANTECEDENTES

Los experimentos en la disminucién de filancia seminal (viscoso) en alpacas se esta
haciendo usando métodos enzimaticos y fisicos con cierto éxito, hasta el momento ain
no existe un protocolo para disminuir la filancia conservando los otros parametros
seminales tales como la motilidad, tampoco no se ha logrado aun la motilidad

progresiva viable.

Entre los trabajos realizados con métodos enzimaticos son reportados utilizando
colagenasa, fibrinolisina, hialuronidasa y tripsina en concentracion 1mg/ml a la
eyaculacion, evaluadas en (tiempo de recogida de esperma) 0, 2, 5 minutos, en semen
de llamas y de alpacas; donde la colagenasa eliminé la viscosidad en 100 y 99% de las
muestras respectivamente; fibrinolisina en 89 y 59%; hialuronidasa en 88 y 36%; y
tripsina en 55 y 68% de las muestras. En semen de llama, la motilidad disminuy6 con la
adicion de fibrinolisina (28%), tripsina (13%), hialuronidasa (12%) y colagenasa (4%).
En Semen de alpaca, las enzimas utilizadas no tuvieron ningan efecto sobre la motilidad

del esperma (Bravo y col., 2000).

El mejoramiento de las caracteristicas del semen en llama utilizando una solucion de
colagenasa al 0,1% en H TALP BSA por 4 y 8 minutos disminuyo la filancia en 100%
pero no la viscosidad del semen y conservando 40% de motilidad (Giuliano y Casaretto,
2011).

Tratamiento con enzimas (colagenasa, papaina y tripsina) en concentraciones de 0.5,
1.0, 2.0 y 4.0mg/ml evaluadas desde 5, 10, 20 y 40 minutos, donde el efecto de
colagenasa se ve de 10, 20, 40 minutos en 2.1 + 0.7; 0.8 £ 0.4; 03 = 0.2

respectivamente para 4.0mg de concentracion, la papaina fue mas efectiva en todas las



concentraciones en la disminucién de la viscosidad y todas las concentraciones de
colagenasa reduce la motilidad de los espermatozoides mientras que todas las
concentraciones de papaina reduce la integridad acrosomal de espermatozoides
(Morton y col., 2012).

Efecto de dos dilutores y cinco concentraciones de extracto pifia sobre del semen de
Ilama a 75, 80 y 100 % de extracto de pifia en dos dilutores, muestra un tiempo
promedio de eliminacién de la filancia del semen de llama de 50 segundos. La
utilizacion de 75 y 80% de extracto de pifia ayuda a que los espermatozoides logren una
motilidad de superior a 84% y un porcentaje de espermatozoides vivos mayor al 90%
superior a los otros tratamientos tanto en el dilutor Tris y Citrato respectivamente, Una
exposicion a 100% de extracto de pifia reduce la motilidad a 79.79% vy la vitalidad a
87,4%. Esto puede deberse a la excesiva cantidad de bromelina que se pone en contacto
con los espermatozoides. Las concentraciones de 50, 75, 80, y 100% de jugo de pifia
son efectivas en liberar completamente a los espermatozoides de la viscosidad seminal
de llama. Usando extracto de pifia puro (100%) pareciera afectar negativamente a la

motilidad y la cantidad de espermatozoides vivos (Delgado y Choque, 2015).

Realizados con métodos fisicos, redujo la viscosidad sin alterar los parametros
seminales conservando una motilidad espermatica, los resultados promedio para las
muestras sometidas al tratamiento A (pasajes por aguja) fueron 46.11% 9 (desviacion
estandar: 20.76), mientras que el porcentaje de motilidad promedio para las muestras
sometidas al tratamiento B (agitacion manual) fue 48.83%. En relacion al porcentaje de
espermatozoides vivos, los resultados promedio fueron casi similares entre los
tratamientos Ay B (61.47% y 62.87% respectivamente) (Zirena, 2014).

El porcentaje de positivos al test de endosmosis (HOST) en muestras de semen de
refrigeracion fue mas alto para tratamiento B (40.80%; desviacion estandar: 10.63%)
comparado a tratamiento A (36.20%; desviacidn estandar: 11.5%) (Zirena, 2014) al
igual a (Bergamo y col., 2012) con pasajes por aguja disminuyo la filancia

significativamente.
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1.2. LAALPACA

Es una especie doméstica artiodactilo mamifero de la familia Camelidae, cuyo nombre

cientifico es (Vicugna pacos). Genéticamente deriva mayormente de la vicuiia salvaje y,

en una proporcion mucho menor de la llama (Wheeler y col., 2001). Pertenecen a una

familia de mamiferos ungulados (Camelidae) emparentados con los camellos que
habitan en Africa y Asia. Se distinguen por algunas caracteristicas tipicas (De Lamo,

2011) como:

e No tienen cuernos

e Presentan dientes caninos verdaderos, separados de los premolares por un espacio
Ilamado diastema, tanto en el maxilar como en la mandibula.

e Una estructura anatomica de la cadera que les permite flexionar las patas debajo del
tronco.

e La presencia de una ufia en cada falange (en lugar de pezufia) de cada pata y una
almohadilla plantar en cada dedo, entre otras caracteristicas (Wheeler, 1995). Al
igual que los rumiantes, no tienen piezas dentarias (incisivos) en el maxilar
superior, lugar que se encuentra recubierto por tejido conectivo (rodete dentario)
(De Lamo, 2011).

Dentro de los camélidos sudamericanos (tribu Lamini), existen 4 especies, siendo dos
de ellos silvestres, el guanaco (Lama guanicoe) y la vicufia (Vicugna vicugna), y dos
formas doméstica, la llama (Lama glama) y la alpaca (Vicugna pacos). El analisis
combinado de variaciones cromosomicas y moleculares demostraron una alta similitud

genética entre alpacas y vicufas, asi como entre llamas y guanacos (Marin y col., 2007).

1.3. ESTACIONALIDAD REPRODUCTIVA DE LA ESPECIE

Los Camélidos Sudamericanos, especificamente la alpaca es considerada como una
especie de actividad reproductiva estacional en condiciones naturales donde vive, que
tiene lugar entre los meses de enero a abril (Bustinza, 2001), siendo estos meses mas
calidos del afio donde hay lluvias y abundan el forraje verde (Sumar, 1996). En el caso
de los machos, son capaces de producir eyaculados fértiles todo el afio, pero al igual que
en otras especies domésticas, la calidad del semen, asi como la lividez, se ven
influenciados por la estacion del afio y disponibilidad de alimento (Montalvo y col.,
1979).

17



Los factores responsables del inicio y término de la actividad reproductiva en
condiciones naturales de crianza de alpacas ain no son bien conocidos (Sumar, 1997).
Sin embargo, mas alla de los factores nutricionales o de manejo, se cree que factores
ambientales como la temperatura, humedad y luz, asi como estimulos visuales u
olfatorios tienen influencia en los centros del sistema nervioso central que controla el

comportamiento reproductivo (Brown, 2000).

Se ha dado a conocer un grado importante de estacionalidad en la estructura
microscopica del testiculo de la alpaca por un grado de involucion de los tubulos
seminiferos que ocurre en la estacién no reproductiva que es heterogénea y responde a
un ordenamiento alternante muy marcado (Nufiez y col., 2007); también estudiaron el
efecto de la estacionalidad en llamas en invierno y verano, llegando a la conclusién que
la concentracion espermatica y las anormalidades son diferentes en una de otra,
presentando menos concentracion y mas anormalidades en la estacion de verano
(Giuliano y col., 2008).

1.4. ANATOMIA DEL TRACTO REPRODUCTIVO DE ALPACAS

En primer lugar se debe conocer muy bien la anatomia funcional del aparato
reproductivo en los macho. El sistema reproductivo de alpaca macho presenta varias
caracteristicas anatomicas y fisioldgicas distintivas de otras especies (Tibary vy
Vaughan, 2006).

1.4.1. El prepucio

El 6rgano prepucio tiene forma triangular, aplanado de lado a lado, es no pendular y se
sitla en la linea media de la region inguinal a 15 cm caudal al ombligo presentan
musculos bien desarrollados (musculos prepuciales laterales y los musculos prepuciales
craneal y caudal), que dirigen el prepucio hacia delante para la respectiva ereccion y

hacia atras para poder orinar (Sumar, 2002).

1.4.2. El pene

El pene es un 6rgano fibrosoelastico, que se extiende desde el arco isquiatico hasta la
region umbilical (Sato y Montoya, 1990) y estd compuesta por: raiz, cuerpo, porcion
libre y las glandulas peneanas (Sumar, 2002). Forma una curva en forma de "S", esta

curvatura o flexura sigmoidal es pre-escrotal y puede ser observada en el macho desde
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la parte posterior, esta curvatura desaparece cuando se produce la ereccion del pene. El
extremo terminal del pene posee un proceso peniano que se encarga de la direccion del
pene a través de la cérvix en el momento de la copula (Bravo, 1995). Afirma que el
pene tiene una longitud de 26 cm sin ereccion, y que también que el pene de la alpaca

tiene una longitud de 35 a 40 cm en estado de ereccion (Pérez, 1997; Bustinza, 2001).

1.4.3. El testiculo

Los testiculos son los 6rganos masculinos y estan contenidos en una bolsa de piel
especializada denominada escroto (Sisson, 1975), que le da proteccién y soporta a los
testiculos. La funcion principal del escroto es regular la temperatura interna de las
gonadas mediante la contraccion involuntaria del masculo dartos que recubre el escroto
interna y basalmente (Salisbury y col., 1978); a la vez estan recubiertos por dos capas
serosas de la tinica vaginalis, y una capa de tejido conectivo denso e irregular, que
constituye la tdnica albuginea (Wrobel y Dellmann, 1993), de esta emergen trabéculas
de tejido conectivo que convergen en el mediastino ubicado en el centro del parénquima
testicular, y dividen al testiculo en un ndmero variable de lobulillos testiculares que
contienen de 1 a 4 tubulos seminiferos contorneados. Los tdbulos seminiferos se unen a
la salida de cada lobulillo, y forman los tabulos rectos agrupados en el mediastino, que a
su vez conforman la rete testis (Sisson, 1975), de rete testis sale una docena de tabulos
Ilamados vasos eferentes que convergen en la porcion dorsal del mediastino para luego

llegar a la cabeza del epididimo (Salisbury y col, 1978).

Cada testiculo mide esta 4 y 5 cm de longitud y 2.5 a 3.0 cm de grosor y pesa 15-18 g,
siendo el 0.02 — 0.03 % de su peso corporal (Sumar, 1983). Presentan una forma ovoide
y estan orientados dorso-ventral, con la cabeza del epididimo en ventral y la cola del
epididimo en dorsal. A diferencia de carneros y toros, en los cuales la cola del
epididimo esté ubicada en posicion ventral (Bravo, 2002). En condiciones normales, los
dos testiculos son del mismo tamafio, firmes, con un movimiento libre dentro del
escroto y lo que presenta una variacion de tamafio relativa a la edad adulta (Tibary,
2006).

El testiculo tiene tres compartimientos funcionales (Amann y Schanbacher, 1983):
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a. El compartimiento intersticial, contiene las células de Leydig (que rodean cada
tibulo seminifero y lo bafian con un fluido rico en testosterona) y vasos sanguineos
y linfaticos,

b. El compartimiento basal (separado del anterior por la lamina propia testicular), que
incluye la base de las células de Sértoli (células de sostén), y las espermatogonias
(células espermaéticas precursoras, que se dividiran por mitosis).

c. Y el compartimiento abdominal, que incluye la porcion apical de las células de
Sértoli, y los espermatocitos y espermatides. Aqui ocurre la espermiogénesis,

diferenciacion de las espermétides a espermatozoides) (Johnson y Everitt, 1980).

Las funciones principales del testiculo son:

e Secrecion de hormonas masculinas, como la testosterona y androstenediona a través
del proceso de esteroidogénesis, en las células de Leydig.

e Produccién de espermatozoides a traves del proceso de espermatogénesis, en los
tubulos seminiferos (Amann y Schanbacher, 1983; Chenoweth, 1997).

1.4.4. Elepididimo

El epididimo es un tdbulo elongado y tortuoso empaquetado en un saco de tejido
conectivo que es una extension de la tanica albuginea (Chenoweth, 1997). Esta formado
por cabeza, cuerpo y cola (Sumar, 2002).La cabeza es mas larga que la cola (Bravo,
1995) y se encuentra craneoventralmente al testiculo. El cuerpo se extiende en medial y
dorso caudal a la cola, la cual se ubica dorsal al testiculo (Fowler, 1998). La cabeza y el
cuerpo son sitios para la maduracion espermatica, mientras que la cola esta asociada al
almacenamiento de los espermatozoides (Elwishy, 1988). La cola se encorva para dar
origen al conducto deferente. EI conducto deferente tiene una longitud promedio total
de 40 cm (Smith y col., 1994) y es muy delgado en su inicio (1 mm) pero se engrosa (2
mm) cuando alcanza la cavidad abdominal (Sumar, 1983). Su recorrido va desde la cola
del epididimo a través del anillo inguinal hacia la uretra, caudalmente al cuello de la

vejiga donde existe una pequefia ampula (Bravo y col., 2002).

Las funciones es el transporte y la maduracion de los espermatozoides (Chenoweth,
1997), los cuales, a través del pasaje por los conductos eferentes y el epididimo,
adquieren la habilidad de tener movimiento progresivo lineal y la capacidad de fertilizar

(Johnson y Everitt, 1980). Durante este proceso, en la célula espermética ocurren

20



cambios funcionales, bioguimicos y morfologicos (Johnson y col., 1980). También
ocurre la reabsorcion e intercambio de fluidos (Salisbury y col., 1978). Especificamente,
en la cabeza del epididimo ocurre la reabsorcion de solutos y fluidos, en el cuerpo del
epididimo la maduracion espermatica, y en la cola del epididimo el almacenamiento de

los espermatozoides fértiles (Amann y Schanbacher, 1983).

En los conductos eferentes, cabeza y cuerpo del epididimo el transporte es mediado por
el epitelio del epididimo, especificamente las células ciliadas principales, y
contracciones peristalticas de la musculatura lisa de los conductos eferentes y la cabeza
y cuerpo del epididimo, méas la presion hidrostética interna (Johnson y col., 1980). Los
espermatozoides inmdviles que son transportados al lumen del tubulo seminifero, una
vez separados de la célula de Seértoli, tienen una cantidad de citoplasma residual de las
espermatides retenida por las células de Sértoli, y otra porcién se queda unida al
espermatozoide emergente y forma la "gota citoplasmatica" (Chenoweth, 1997).

Los movimientos peristalticos en la cola del epididimo son menos frecuentes y los
conductos deferentes son inactivos, excepto cuando la musculatura es estimulada a
contraerse, por lo que el transito en esta porcién del epididimo si es afectado por la
eyaculacion. EI nimero de espermatozoides en la cola del epididimo es maximo cuando
los animales no han eyaculado en 7 dias, pero se reduce en al menos 25% en animales

que eyaculan diariamente (Amann y Schanbacher, 1983).

La maduracién espermatica en el epididimo es dependiente de las secreciones
epiteliales, del transporte de sodio y potasio, de los androgenos, y de la temperatura
escrotal (Amann y Schanbacher, 1983). Los cambios estructurales de los
espermatozoides se deben a la utilizacion de fosfolipidos y colesterol como sustratos
durante la maduracion en el epididimo. En estos cambios se completa el proceso de
condensacion nuclear, los espermatozoides pierden la gota citoplasmatica, aumenta la
negatividad de la carga superficial, y ocurren ligeros cambios en la morfologia del

acrosoma (Johnson y Everitt, 1980).

Un solo epididimo tiene capacidad para almacenar 4 ml de fluido rico en
espermatozoides, con una concentraciéon de 3.55 x 109 espermatozoides/ml, que ocupa

la mitad del volumen total (Salisbury y col., 1978). El fluido producido por las células
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secretoras del epididimo es rico en carnitina, glicerilfosforilcolina y varias
glicoproteinas y generalmente es de color amarillento (Johnson y Everitt, 1980).

1.4.5. Conducto deferente

Es un drgano reproductivo que se inicia en la cola del epididimo y finaliza en la uretra
pelviana, a la cual llega luego de entrar a la cavidad abdominal (Sato y Montoya, 1990),
de los camélidos tiene una caracteristica particular que es pequefia y poco desarrollada
la ampolla del conducto deferente, en tanto que en carneros y toros la ampolla es bien
desarrollada y es uno de los principales lugares donde el semen es almacenado, una
pequefia ampolla del conducto deferente en los camélidos puede ser una de las razones
del porque los intentos de coleccion de semen por eletroeyaculacion que no son
satisfactorios, indica como funciones del conducto deferente el pasaje y
almacenamiento de los espermatozoides hasta el momento de la eyaculacién, y en
vacunos y ovinos también tiene la funcion de agregar fructuosa y &cido citrico al semen
(Bravo, 1995).

La funcion de los conductos deferentes es transportar a los espermatozoides a la uretra
en preparacion para la eyaculacion y también sirven de almacén de los espermatozoides
(Knobil y Neill, 2006). El conducto deferente es delgado de 2 mm en su comienzo y se

engrosa cuando alcanza la cavidad abdominal de 3 mm (Youngquist y Threfall, 2007).

1.4.6. Glandulas accesorias
Estas glandulas conformada por las glandulas bulbouretrales y las préstata, ya que los
camélidos no poseen glandulas vesiculares, siendo esta ausencia una de las

caracteristicas mas resaltantes en los camélidos (Bravo y col., 2000).

Las dos glandulas bulbouretrales son pares de forma ovoides y estan localizadas de 7 a
8 cm de la prostata a los lados de la uretra, en la salida pélvica (Novoa y Leyva, 1996),
mientras la prostata de alpaca tiene una forma de H; descansa dorsal y lateralmente
sobre el cuello de la vejiga. Tiene un tamafio de aproximado de 3 por 2 cm, y no es facil
palparla por el recto (Sumar, 2002).

Indican que en la alpaca las glandulas accesorias elaboran secreciones, cuyo producto

vierten en la uretra mezclandose con las secreciones producidas por los testiculos,
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influyendo favorablemente sobre la vitalidad y movimientos de los espermatozoides
(Sato y Montoya, 1990).

1.5. FISIOLOGIA REPRODUCTIVA DEL MACHO

La vida reproductiva de la alpaca, inicia con la desaparicion de la adherencia pene-
prepucial, cual es un desafio en la reproduccidn plena, esto se logra a los tres afios en su
totalidad (Sumar, 1983).

Las alpacas solo producen una cria al afio, con una gestacion de 340 dias en promedio y
una duracion de vida de entre 15 y 25 afios. Durante la copula de los camélidos
sudamericanos (CSA), la postura, la duracion de la misma y el patron de eyaculacion,
han sido limitantes para el &mbito reproductivo con un interés internacional, siendo
necesario implementar el uso de biotecnologias reproductivas en camélidos
sudamericanos como la inseminacion artificial (IA) para acelerar la propagacion de
animales genéticamente superiores, que son selectos por la riqueza de su fibra y carne
(Giuliano y col., 2008).

1.5.1. Pubertad

Generalmente, la pubertad ocurre cuando el macho es capaz de producir
espermatozoides (Sumar, 2002). Para saber exactamente la edad de pubertad se realizd
un estudio de la testosterona sérica en alpacas machos de 9 a 12 meses de edad, estudio
que revelo que el inicio de la pubertad ocurre a partir del 11vo mes de edad en el cual la
produccién media de testosterona no solo se hace mayor sino gque se encuentra dentro de
los rangos de animales machos adultos (Losno y Coyotupa, 1981), esto es confirmado
por estudios realizados que los niveles de testosterona son de 231 pg/mL, a la edad de

18 meses ya pasan los 1000 pg/mL al igual a la edad de 24 meses (Carpio y col., 1999).

Conforme los machos maduran, los testiculos se agrandan y los niveles de testosterona
en sangre incrementan a mas de 1000pg/ml aproximadamente a los 20 meses de edad en
la mayoria de alpacas (Bravo, 1995; 2000). Las adherencias desaparecen en forma
gradual con el crecimiento del animal bajo la influencia de la testosterona. A pesar de
que al afio de edad, los machos muestran interés sexual por las hembras, sélo cerca del
8% de las alpacas macho muestran una separacion completa de las adherencias entre el

pene y el prepucio y son capaces de realizar la copulacion. A los dos afios de edad,
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cerca del 70% de los machos no tiene adherencias, y 100% a los tres afios de edad
(Sumar, 2002).

Existe una variacion en la edad en que desaparece la adherencia pene-prepucial, la que
podria explicarse parcialmente por la nutricion (Fernandez-Baca, 1993) como si hubiese
una correlaciéon entre el tamafio del animal con la medida del testiculo (Galloway,
2000). La variacion en el tamafio testicular a distintas edades o en el tamafio corporal,

sugiere la influencia de otros factores, como la genética (Galloway, 2000).

1.5.2. Comportamiento sexual, copula y eyaculacion

La actividad sexual de la alpaca en campo abierto es particularmente intensa durante la
primera semana de la época de empadre, con alrededor de 70% de montas a hembras al
menos una vez (Fernandez-Baca y col., 1972). Los machos tienen actitud activa y en
ocasiones agresiva durante el apareamiento, en contraste con la actitud pasiva de la
hembra (Sumar, 2002). Los machos pelean para hacer valer su dominio sobre los otros
machos, usando su cuello, pecho y dientes caninos para establecer su superioridad
(Fowler, 1998). Posteriormente, la actividad sexual decrece a pesar de la presencia de
hembras receptivas, alcanzando un 0% en algunos casos, pero después de cambiar los
machos, el empadre se reactiva alcanzando niveles comparables como los de la primera
semana (Sumar, 1996). La asociaciéon continua de machos y hembras inhibe de alguna
manera después de un determinado periodo, la actividad sexual de los machos, situacion
que en ocasiones impide el apareamiento de hembras que reanudan el estro después de

un apareamiento estéril o de muerte prematura del embrion (Sumar, 2002).

El comportamiento sexual demostrado por los camélidos sudamericanos machos puede
ser dividido en dos fases: cortejo y cépula (Morton y col., 2008). Las hembras no
prefiadas estan en estro continuamente y cuando los machos son introducidos al rebafio,
ellos van a intentar aparearse con la primera hembra receptiva que encuentren, mediante
la deteccion de feromonas usando la respuesta “flehmen” El cortejo empieza con el
macho persiguiendo activamente a las hembras receptivas e intentando montarlas
(Brown, 2000).

Si la hembra esta receptiva, se colocara en posicién de cubito esternal pero si la hembra

se niega, lo pateara, escupird y se ira corriendo; el macho aun continuard por algunos
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minutos, y si la hembra se sigue negando, luego cambiara por otra y comienza una
nueva persecucion. Cuando muchas hembras estan disponibles, la eleccion de la hembra
para el empadre se da al azar. EI macho persigue a la hembra hasta que ella se recuesta
(Bravo, 2002). La respuesta Flehmen en los cameélidos no es tan notoria como en toros y
carneros. EI macho olfateard la zona perianal de la hembra o estiércol del corral y
elevard su cabeza. El proceso de la copula en los camélidos es Unico, por muchas
razones: duracién de la cépula, tiempo de eyaculacion, lugar de deposito del semen, y
comportamiento del macho (Bravo, 2002). Esta fase ocurre cuando la hembra adopta la
posicion de copula en decubito ventral con las extremidades inferiores metidas debajo
del cuerpo (England y col., 1971). El macho cubre a la hembra, apretando los hombros
de la hembra con sus codos, y su metatarso lo apoya en el suelo, lateral a los de la
hembra (Novoa, 1970). El pene se vuelve rigido, y el proceso uretral empieza a realizar
movimientos semi-rotativos. Cuando la vulva es localizada, el macho se acerca mas a la
hembra, y posiciona sus corvejones paralelos a los de ella. Ademas, la espalda del
macho esta es recta; sin embargo, cuando ya se dio la penetracion, el espalda del macho
se encorva y la region sacra del macho se coloca en una posicion vertical y muy cerca al
perineo de la hembra (Bravo, 2002). EI macho muestra su excitacion mordiendo las
orejas de la hembra, con su cola moviéndose de arriba para abajo, la dilatacion y
contraccion de los ollares y la vocalizacion (Novoa, 1970). El sonido gutural
caracteristicos de los machos durante el empadre es un aspecto integral en la liberacién
de la LH preovulatoria (Bravo, 1994). La duracién de la copula es determinada por el
macho, y puede durar de 5 a 50 minutos (promedio de 25 minutos). La competencia
entre machos acortard el tiempo, especialmente cuando un grupo de machos estan

montando a varias hembras, como ocurre en Per( (Bravo, 2002).

El macho penetra la cérvix con el pene, y va depositando el semen continuamente en los
dos cuernos uterinos usando leves movimientos de empuje, como lo confirma un trabajo
de palpacion uterina via laparotomia durante la copula (Franco y col., 1981; Bravo,
1994; 2002). La examinacion del Utero 24 horas después de la monta evidencia
hemorragia, inflamacion, edema e hiperemia del endometrio, posiblemente por el
trauma de los movimientos hechos por el pene o por una reaccion inflamatoria del
plasma seminal (Velasquez y Novoa, 1999; Bravo, 2002). Este proceso inflamatorio
dura entre 3 a 4 dias y se vuelve mas severo si la hembra tiene mas de dos cépulas
(Bravo, 2002).
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1.5.3. Esteroidogénesis

En los testiculos de las alpacas, las células de Leydig producen hormonas masculinas
como respuesta a su estimulacion por parte de la hormona luteinizante (LH), liberada
por la hipdfisis, a su vez estimulada por la GnRH secretada por el hipotalamo
(Chenoweth, 1997). La testosterona producida por las células de Leydig es necesaria,
entre otras cosas, para la funcion de las células de Sértoli y la produccion de
espermatozoides (Maddocks y col., 1995); (Chenoweth, 1997).

1.5.4. Espermatogénesis

La espermatogénesis es un proceso de diferenciacion celular que se lleva a cabo en los
testiculos (gonadas) en el cual las espermatogonias, a través de varias divisiones
meioticas y transformaciones citoldgicas, dan origen a las espermatides maduras (Mann
y Lutwak-Mann, 1981). Este proceso se lleva a cabo en los compartimientos basal y
adluminal del tabulo seminifero, separados funcionalmente entre si por las células de
Sértoli, que garantizan el ambiente propicio para que se lleve a cabo la

espermatogénesis (Maddocks y col., 1995).

Bajo la accién de la FSH las células de Sértoli secretan glicoproteinas como
transferrina, ceruloplasmina, inhibina, y proteina transportadora de androgeno ABP
(Griswold, 1995). Espermatogénesis se divide en dos fases. En donde la primera es la
espermatocitogénesis, en donde suceden una serie de divisiones en las cuales la
Espermatogonia forma las espermatides, y la segunda fase es la espermatogénesis, en
las que las espermatides sufren metamorfosis para que logre formar al espermatozoide
respectivamente. Este proceso para que sea completo se efectGta en 7 semanas
aproximadamente, conforme se va desarrollando la espermatogénesis (Terranova
Editores 2001).

a. Espermatocitogénesis

Los tabulos seminiferos constituyen dos tipos de células, como las células de Sertoli las
cuales son grandes y sirven como ceélulas nutricionales. El otro tipo de células son los
espermatogonios que son células mas pequefias pero mas numerosas, y son los gametos
primitivos. Los espermatocitos de primer orden estdn constituidos por cromosomas
completos, como las células somaticas. Mediante la mitosis de reduccidn se separan otra

vez los pares de cromosomas, emigrando cada uno de los pares hacia los polos del huso.
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Aguellos cromosomas no se parten en cromosomas hijos, sino que los paternos se
separan de los homologos maternos y cada uno de estos dos grupos se distribuye en una
célula hija, dando como resultado uno con el cromosoma X y el otro con el cromosoma
Y, que son células hijas haploides. La mitosis ocupacional es la segunda division de
maduracion. En donde cada espermatocito de primer orden deriva cuatro células
haploides que son espermétides. Las mismas tienen la funcion de conservan aun el
caracter normal como tales células (Terranova Editores 2001), fase que comprende el
proceso por el cual las células germinales primordiales se convierten en espermatides
(Hafez, 2000).

b. Espermiogénesis

En la que las espermatides sufren cambios morfolégicos progresivos y se transforman
en espermatozoides completamente formados (Salisbury y col, 1978). Las
espermatogonias contienen el nimero de cromosomas caracteristico de la célula
somatica de la especie y estan categorizadas en: Espermatogonia tipo A, que incluye
espermatogonias Al y formas celulares mas diferenciadas Ilamadas espermatogonias
A2, A3, A4; luego espermatogonia intermedia o "In", derivada de A4, después
espermatogonia tipo 8, que incluye 81 y 82 (Salisbury y col., 1978, Ekstedt y col., 1986;
Hafez, 1989).

Luego del crecimiento y desarrollo de los espermatocitos primarios siguen dos
divisiones celulares. De la primera divisién se producen dos espermatocitos secundarios
de cada uno de los espermatocitos primarios y de la segunda division se producen dos

espermatides de cada espermatocito secundario (Salisbury y col., 1978).

El epitelio del tabulo seminifero contiene células de Sertoli y células germinales en
diferentes etapas: espermatogonias, espermatocitos, espermatidas y espermatozoides.
Los cambios que ocurren en la espermiogénesis consisten en: a) formacion del
acrosoma, que se extiende sobre la mitad de la superficie nuclear y contiene enzimas
que ayudaran a la penetracion del ovocito; b) condensacion del nucleo; ¢) formacion del
cuello, pieza media y flagelo y d) eliminacion de la mayor parte del citoplasma (Gémez
y col., 2005).
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Durante la espermiogénesis el centriolo produce el flagelo del espermatozoide, aqui las
mitocondrias se reiinen y se acomodan en la base del nacleo formando parte de la pieza
media, el aparato de Golgi dara origen a la vesicula acrosomica, el resto del citoplasma
se elimina y el ndcleo se condensara (Gilbert, 2005). Una vez finalizado el proceso de
espermiogeénesis, los espermatozoides son liberados hacia el lumen de los tabulos
seminiferos en un proceso llamado espermiacion y luego es transportado hacia el
epididimo (Hafez, 2000).
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Figura 1.1. Espermiogénesis en mamifero.
Fuente: Gilbert, 2005.

1.5.5. Control hormonal de la espermatogénesis

La funcion de la LH en la regulacion de la espermatogénesis es indirecta, ya que ésta
estimula la liberacion de testosterona. La testosterona 6.70 mg/dl y la FSH actdan en los
tubulos seminiferos estimulando la espermatogénesis. La testosterona es necesaria en
ciertas etapas de la espermatogénesis, y es mas dominante en la regulacion de estos
procesos (Nabiev y col., 2003). También sefiala que la FSH es mas dominante en la
regulacién de la espermiogénesis, tanto la testosterona como la FSH ejercen una
influencia directa a través de las células germinales, indirectamente a través de las
celulas de Sertoli. La FSH estimula a las células de Sertoli para secretar a la proteina

androgena de fijacion (PAF) y la inhibina. La (PAF) es simplemente un transportador

28



para la testosterona, facilitando su disponibilidad durante la espermatogénesis en los
tibulos seminiferos y transportdndola a través de la red de testis hacia el epididimo. La
(PAF) se absorbe en el epididimo (Nabiev y col., 2003).

Los controles de retroalimentacion que operan entre los testiculos, hipotalamo e
hipofisis anterior en la regulaciéon de la liberacién de gonadotropinas (FSH y LH) y
esteroides gonadales (testosterona). La (PG2a) estimula la liberacion de LH y de

testosterona (Nabiev y col., 2003).

1.5.6. Espermatozoides

El espermatozoide es una Unica célula fecundante disefiada para abandonar el
organismo del macho y asi poder completar su funcién biolégica de unién al ovocito
maduro durante la fecundacion, formacion del zigoto y embrién. El rol principal de esta
célula es el transporte de un paquete, constituido por el genoma nuclear y el centriolo,
hasta el ovocito. Para realizar esta tarea, el espermatozoide esta equipado con una
bateria de estructuras especializadas los que garantizan la interaccion particular con el
tracto genital femenino y el ovocito y sus envolturas. Las cualidades que deben tener los
espermatozoides de un eyaculado fecundante son: motilidad progresiva, morfologia
normal, metabolismo energético activo, motilidad hiperactiva, integridad estructural y
funcional de la membrana, integridad de las enzimas asociadas con la fecundacion,
capacidad de penetracion y transferencia 6ptima del material genético (Graham vy col.,
1990).

1.5.7. Morfologia del espermatozoide

El espermatozoide es una célula masculina alargada especializada que esta formada por
tres componentes principales: cabeza, cuello y cola (Hafez, 1989), ambos rodeados por
una membrana espermatica o plasmolema (Sutovsky y Manandhar, 2006).

La cabeza del espermatozoide contiene el material genético y mide 8-10 micrones de
largo, 4-5 micrones de ancho y 0.5 micrones de grosor (Hafez, 1989). En la cabeza del
espermatozoide se encuentran el nacleo celular y el acrosoma. El nacleo es ovalado,
aplanado, y la cromatina estd compactada y conformada por ADN unido a histonas
espermaticas (Salisbury y col., 1978). Los nucleos de los espermatozoides de la mayor

parte de las especies contienen solo protaminas, mientras que en otras especies
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contienen cantidades variables de histonas mas grandes, ricas en arginina (Garner y
Hafez, 2002). El extremo anterior del nlcleo est4 cubierto por el acrosoma, un delgado
saco membranoso de doble capa ubicado sobre el nucleo a manera de casquete, que
contiene acrosina, hialurodasa y otras enzimas hidroliticas, que participan en el proceso

de fecundacion (Garner y Hafez, 2002).

El acrosoma tiene forma de capuchon y cubre el polo anterior de la cabeza espermatica
(Salisbury y col., 1978). En la region anterior tiene el cuerpo apical, y en la caudal tiene
un estrechamiento que conforma el segmento ecuatorial, asociado a los procesos de
envejecimiento celular (Salisbury y col., 1978). Ademaés, tiene una membrana
acrosomal de doble pared, interna y externa, conectadas por puentes; dichas membranas
se fusionan en su extremo caudal (Hafez, 1989). Contiene varias enzimas hidroliticas
(acrosina, hialuronidasa, esterasas e hidrolasas acidas) que participan activamente en el
proceso de la fecundacion (Hafez, 1989). Entre el ndcleo espermaético y el acrosoma se
encuentra la sustancia perinuclear (Mc. Donald, 1991). La base del nlcleo esta rodeada
por la vaina post-acrosomica donde hay proteinas ricas en azufre y receptores

moleculares que reconocen al ovocito durante la fecundacion (Salisbury y col., 1978).

El cuello del espermatozoide es una estructura corta (0.4-1.5 micrones de largo) ubicada
entre la cabeza y la pieza intermedia. Tiene un centriolo rodeado de 9 fibras periféricas
orientadas longitudinalmente que se contindan con las fibras exteriores de la pieza

intermedia (Salisbury y col., 1978).

La cola espermatica provee la fuerza motil al espermatozoide. Estd formada por el
cuello y los segmentos principal medio y caudal. El cuello o segmento conector forma
una placa basal que embona en una depresion en el extremo posterior del nicleo. La
placa basal del cuello es continua en sentido posterior, y tiene nueve fibras gruesas que
se proyectan hacia atrds a través de la mayor parte de la cola. La region de la cola
comprendida entre el cuello y el anillo citoplasmatico es el segmento medio. El centro
de este segmento medio, junto con toda su longitud de la cola, comprende el axonema.
El axonema, como tal, se compone de nueve pares de microtubulos dispuestos
radialmente alrededor de dos filamentos centrales. En el segmento medio, esta
disposicion 9 + 2 de los microtibulos estd rodeada por nueve fibras gruesas o densas

que al parecer estan relacionadas con los nueve dobletes del axonema. EIl axonema y las
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fibras densas asociadas del segmento medio estan cubiertos de manera periférica por
numerosas mitocondrias. La vaina mitocondrial, dispuesta en un patron helicoidal
alrededor de las fibras longitudinales de la cola, es la fuente de energia necesaria para la

motilidad espermatica (Garner y Hafez, 2002).

El segmento principal, que se extiende casi hasta la punta de la cola, esta formado por el
axonema al centro y sus fibras gruesas asociadas (Garner y Hafez, 2002). Ademas, esta
seccidn esta rodeada por una vaina fibrosa que provee soporte al axonema (Sutovsky y
Manandhar, 2006). El segmento caudal o terminal contiene solo el axonema central
cubierto por la membrana espermatica (Garner y Hafez, 2002). El axonema es que le da
motilidad al espermatozoide. Los pares externos de microtibulos del patron 9 + 2
generan las ondas de flexion de la cola por un movimiento deslizante entre pares
adyacentes. La pieza principal es la porcion méas larga del flagelo, la estructura del
filamento axial es idéntica a la estructura de la pieza media (Mc. Donald, 1991), e
igualmente esta rodeado por las fibras exteriores que son continuacion de la pieza media
(Hafez, 1989).

La longitud de los espermatozoides de los camélidos es menor que los de toro, bafalo,
carnero, asno y garafién (Tibary y Anouassi, 1997). En la alpaca, las dimensiones de la

cabeza es 6.1 +- 0.6 um de largo y 3.6 +- 0.3 um de ancho (Buendia y col., 2002).

1.5.8. Metabolismo del espermatozoide

La principal fuente de energia disponible para los espermatozoides son los
carbohidratos de sustrato extracelular, y metabolizan rapidamente los monosacaridos
como la glucosa; pero tienen capacidad muy limitada para utilizar otros azucares o
carbohidratos mas complejos, porque la glucosa se liga a proteinas de transporte para
atravesar la membrana plasmatica (Alvarez y Storey, 1984), donde la necesidad
energética es suplida en 90% por los sustratos exdgenos Yy el restante 10% por fuentes
intracelulares como los fosfolipidos (Alvarez y Storey, 1984 ), dicen que este
metabolismo produce cantidades significativas de peroxido de hidrogeno en las
mitocondrias, que tiene un efecto adverso sobre las membranas por causar la
peroxidacién de los lipidos, comprometiendo la integridad estructural, la motilidad, y la

viabilidad espermatica (Alvarez y Storey, 1984).
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1.6. CARACTERISTICAS DEL SEMEN DE ALPACA

El semen de alpaca es una suspension celular liquida que contiene los gametos del
macho (espermatozoides) y las secreciones de los Organos accesorios del aparato
reproductor (Garner y Hafez, 2002). Para los camélidos, como sucede con su anatomia

reproductiva, el semen también presenta caracteristicas particulares.

Los eyaculados de los camélidos estan caracterizados por un reducido volumen y baja
concentracion de espermatozoides comparando con otros animales de produccién. Los
pardmetros como volumen, color, motilidad, concentracién espermatica, vitalidad y
morfologia son altamente variables entre machos y entre eyaculados colectados del
mismo macho. Potencialmente, esto puede conducir a problemas para obtener
eyaculados de calidad aceptable para la preservacion de semen e inseminacion artificial
(Von Baer y Hellemann, 1999; Raymundo Y col., 2000). Ademas, algunos trabajadores
han notado que el eyaculado de alpacas y llamas no es fraccionado, por tanto la calidad
del semen es uniforme desde el comienzo hasta el final de la cépula. Las caracteristicas
fisicas y bioldgicas del semen del camélidos sudamericanos también varian
dependiendo de las condiciones de coleccion, por ejemplo, el método de coleccion,
fertilidad y libido del macho, temperatura ambiental, etc. (Tibary y Vaughan, 2006). Por
ejemplo, el volumen, la concentracion espermatica, el porcentaje de espermatozoides
vivos Y la duracion de la copula fueron diferentes en los diferentes dias de coleccion
(Bravo y col., 1997a).

1.6.1. Mecanismo del eyaculado

La eyaculacion propiamente dicha es el resultado de contracciones ritmicas de los
musculos estriados del cuerpo cavernoso, bulbo esponjoso y otros musculos pélvicos
(Leyva, 1981).

El vaso deferente, el esfinter de la vejiga, la prostata, las vesiculas seminales y el pene
son estimulados por fibras nerviosas simpaticas provenientes del plexo nervioso
pélvico, que esta localizado retro peritonealmente al lado del recto (T10-L2). Por otro
lado, la musculatura estriada perineal, incluyendo los musculos isqueocavernoso y
bulbocavernoso, reciben inervacion somatica a través del nervio pudendo, proveniente
de la region del sacro (S2-4) (Benson, 1994).
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Durante la emision seminal la activacion simpatica causa que el musculo liso del
conducto deferente se contraiga, el cuello de la vejiga se contraiga y el musculo liso de
la pared de la vejiga se relaje. Esto previene el pasaje retrogrado del semen dentro de la
vejiga urinaria (Benson, 1994). Simultaneamente existe una contraccion ritmica del
esfinter anal (McDonnell, 1992).

La miccion envuelve inervacion semejante al proceso de eyaculacion y la
contaminacion del semen por orina es el problema técnico mas comun durante la
electroeyaculacion (Martin, 1998). La orina parece ser mas problemaética en el caso de
coleccion de semen en camélidos (Tibary y Vaughan, 2006), probablemente por la
menor separacion anatomica de las inervaciones controladoras de la eyaculacion y

miccidn en estas familias de mamiferos (Watson, 1978).

1.7. CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DEL SEMEN DE ALPACAS
Algunos parametros macroscépicos en semen de alpacas se muestran en la siguiente

lista.

1.7.1. Espuma

La presencia de espuma en los eyaculados de alpacas es por movimientos de rotacién
generados del pene a través del proceso uretral dentro del tubo de la colecta en la cual el
animal intenta simular lo que sucede en la hembra al eyacular en uno y otro cuerno
uterino (Giuliano, 2012).

La abundante espuma gue presenta, aun bastante tiempo después 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; Aller
y col., 2003) también reporta la coleccion de eyaculados con espuma al utilizar la
vagina artificial, von Baer y Hellemann (1998) descartaron estos eyaculados mientras
que (Aller y cl., 2003) usaron estos en sus valoraciones. Los eyaculados extraidos

mediante V.A. suelen ser muy espumosos (Giuliano y col., 2008).

1.7.2. Filancia
El eyaculado de los Camélidos Sudamericanos (CSA) es filante y muy viscoso. La

filancia puede definirse como la capacidad de un fluido de extenderse hasta formar
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hilos, a su vez un fluido viscoso es aquel en el cual existen fuerzas de atraccion entre
porciones adyacentes del fluido, estas fuerzas definen el comportamiento del flujo, el
cual puede ser estudiado mediante un reograma, un grafico de fuerza de corte (en
funcién de la velocidad de corte) (Giuliano y Casaretto, 2011). La pendiente a cada
velocidad de corte en el reograma representa los valores de viscosidad, denominada
viscosidad aparente (Mendeluk y col., 2000). Por lo tanto, cuando el eyaculado de los

CSA se pipetea, se forma un hilo de extension (Giuliano y col., 2010).

También de caracter altamente viscoso, cual dificulta su manejo durante los
procedimientos en el laboratorio (pipetear, frotis por extensién), dificulta determinar
parametros como concentracion espermatica y motilidad y su mezcla con dilutores
(Garnica y col., 1993; Tibary y Vaughan, 2006). El grado de viscosidad varia entre
machos (Tibary y Memon, 1999) y disminuye con el incremento de numero de
eyaculados en cualquier dia (Bravo y col., 1997a). Dicha viscosidad se debe al plasma
seminal, que viene a ser la fraccién liquida del semen después de haberse separado los

espermatozoides por centrifugacion o filtracion (lllera, 1994).

1.7.3. pH

Los valores de pH proporcionados por varios autores se acercan mucho a la neutralidad,
con cierta tendencia a alcalinidad ligera (Sumar, 1991). Los valores de pH promedio
varian de 7.2 a 7.5 (Bravo y col., 1997b). Ademas, se ha demostrado que la frecuencia
de eyaculados no tiene mayores efectos en los valores de pH (Galindo, 1995).

1.7.4. Volumen

El promedio del volumen de cada eyaculado en alpacas varia entre 1 a 2 ml y el rango
varia desde menos de 1 ml hasta 7 ml, aproximadamente (Von Kubicek, 1974; Fowler,
1998; Garnica y col., 1995). Por lo general, el volumen es menor cuando se colecta por
electroeyaculacién que usando la vagina artificial (Tibary y Memon, 1999). Los
porcentajes en el semen de alpaca consisten en 11.5% de espermatozoides y 88.5% de

fluido seminal (Garnicay col., 1993).

1.8. CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DEL SEMEN DE ALPACAS
Algunos parametros microscopicos en semen de alpacas se muestran en la siguiente

lista.
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1.8.1. Concentracion

La alta viscosidad del plasma seminal de la alpaca hacen dificil la adecuada coleccion y
extension del semen en el hemocitometro, cabe indicar que la concentracion
espermatica en la alpaca no es de billones como en el toro, morueco o sementales, mas
bien esta entre cientos de miles (Bravo, 1995). La concentracion espermatica varia de
acuerdo al metodo utilizado en la coleccion del semen, asi se tiene que los
investigadores van encontrando concentraciones que varian desde 7.78x10*/mm3
(Pacheco, 1996). Utilizando el método de la desviacion de los conductos deferentes
encontré como promedio 23.87 x 10* espermatozoides por mm3 (Quintano, 2002). La
concentracion de los espermatozoides en el plasma seminal también se vera
influenciado por el efecto de las eyaculaciones sucesivas. Mediante la desviacion de
conductos deferentes se obtuvo una concentracion de 23.87x 10° a 25.53x10° esp/mms3
(Quintano, 2002). Las grandes variaciones son atribuidas a los diferentes animales, tipos

de coleccion de semen y nimeros de eyaculados (Morton y col., 2008).

1.8.2. Motilidad

La motilidad es una caracteristica de la célula espermatica y se trata de uno de los
pardmetros mas importantes en las contrastaciones seminales, debido a que es
imprescindible para que se produzca la fecundacion (Rivera, 1998). La motilidad total
en camélidos no esta presente como en el caso de los carneros, en camélidos es mejor
referirse como motilidad individual y oscilatoria, con movimiento lento que en parte es

debido a la viscosidad del semen (Bravo, 1995).

La motilidad es dificultada por la presencia de viscosidad y filancia, muestra por medio
de la contraccion del flagelo y solo en un sitio, como un movimiento oscilatorio. La
motilidad debe ser observada inmediatamente después de la coleccién del semen
(Bravo, 2002). El espermatozoide incrementa su motilidad progresiva cuando el
eyaculado se vuelve mas liquido (Tibary y Memon, 1999). Se ha reportado un
porcentaje de motilidad de 34.2 + 5.3 (Davalos y Olazabal, 2002). Hay dos tipos de

motilidad.

a. Motilidad individual
Para observar el movimiento individual de las células se mezcla una gota de semen con

un pequefio volumen de una solucion salina fisioldgica y se observa al microscopio bajo
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un cubre objetos, con lente de gran aumento 40X (Pérez y Pérez, 1990). EI movimiento
individual se observa rectilineo y progresivo ademas del porcentaje de espermatozoides
que se mueven. Se requiere como minimo para un eyaculado un minimo progresivo de
70%. (Jara, 2000).

b. Motilidad masal

Es un movimiento de superficie que refleja la proporcion de espermatozoides que
presentan algin tipo de movimiento. Para observarlo se deposita una gota de semen
puro y se coloca en un portaobjetos, se examina en un microscopio 6ptico a 40X
aumentos y se valora la velocidad con la que se mueven los remolinos que se forman en
la superficie de la gota de semen. Se les da una valoracién de 0 a 5, siendo solamente
utilizados para inseminacién aguellos que presenten una motilidad masal buena (4) o
muy buena (5) (Chahuayo y Paytéan, 2013).

1.8.3. Vitalidad

La vitalidad se refiere a la supervivencia de espermatozoides en relacion de los muertos
de estas células después de la colecta. El porcentaje de espermatozoides vivos es de
34.3 + 4.2 por ciento (Déavalos et al., 2002), también hay reporte que incluso se encontro
mayores a 66.50% (Cavalcanti, 2013).

Las tinciones permiten diferenciar los espermatozoides vivos de los espermatozoides
muertos, asi en lo referente a colorantes la cabeza tiene la propiedad de dejar pasar los
colorantes por perturbacion de la membrana cefalica mientras que los vivos no (Lubos,
1983). Clasificando espermatozoides vivos y muertos, indicando que una buena
motilidad tiene mas del 60% de espermatozoides vivos, motilidad regular cuando los
espermatozoides vivos estan entre un 40 a 60% y motilidad baja cuando el porcentaje de
espermatozoides vivos es menor al 40% en semen colectado de alpacas (Quispe, 1987).

1.9. CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DEL SEMEN

La composicion bioquimica del semen de camélidos es similar al reportado de otras
especies ganaderas (Tibary y Vaughan, 2006). Las concentraciones de acido citrico
(promedio 4.3 mg/dl, rango 3.1 — 6.0 mg/dl) y fructosa (promedio 5.0 mg/dl, rango 3.9
— 6.6 mg/dl) del semen de alpaca fueron encontradas independientes de la edad del

animal y mucho menos en comparacién con toros, carneros, verracos, padrillos y
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dromedarios, posiblemente debido a la falta de las glandulas de la vesicula seminal
(Garnicay col., 1995).

Altas concentraciones de fructosa y é&cido citrico se han observado en camellos
(Elwishy, 1988) Altas concentraciones de glucosa puede servir como la fuente de
energia primaria al espermatozoide (Garnica y col., 1995).

Datos de camellos bactrianos en alpacas indican que el semen de los camélidos contiene
un factor que induce la ovulacion. El plasma seminal induce la ovulacion en hembras
después de su colocacién en la vagina o en el Utero de la hembra sin la necesidad de la
monta natural o por una inyeccion via intramuscular. La composicion del factor

inductor de la ovulacion es desconocida pero es diferente a la GnRH (Adams, 2005).

Tabla 1.1. Composicién bioquimica del semen de alpacas.

Componentes Alpaca de 3 afios Alpaca de 6 afios

Acido citrico (mg/dl) 43+0,3

Cloro (mEg/l) 348 £ 32 404 + 34
Calcio (mg/dl) 18+1 18+3
Fésforo inorganico (mg/dl) 12+2 8+04
Glucosa (mg/dl) 704 5+0.3
Fructuosa (mg/dl) 6+0.1
Lipidos (mg/dl) 86 + 10 95+ 10
Fosfolipidos (mg/dl) 29+1 29+1
Nitrégeno total (mg/dl) 548 + 50 647 + 32
Proteina total (g/dl) 3+0.3 4+0.2
Albdminas (g/dl) 2+0.3 2+0.2
Globulinas (g/dlI) 1+£0.1 2+0.2

Fuente: (Garnica, 2003)

1.9.1. Plasma seminal

En los mamiferos el plasma seminal es una secrecion fisiologica de varias glandulas del
tracto reproductivo del macho, que juega un rol importante en la maduracion final de los
espermatozoides, también interviene en los eventos hormonales, enzimaticos,
modificacion de superficie y de sobrevivencia de los mismos, ademéas de cumplir la

funcién como un vehiculo para el eyaculado de los espermatozoides. Esta compleja
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mezcla difiere entre especies, como también entre machos de la misma especie y

contiene una variedad de componentes bioquimicos (Muifio-Blanco y col., 2008).

El plasma seminal de las alpacas esta compuesto por las secreciones de las glandulas
anexas, las que son vertidas hacia la uretra durante la eyaculacion, generandose asi la
mezcla con los espermatozoides. Dichas secreciones contienen diversos componentes
bioquimicos que regulan diferentes funciones espermaticas, y que por la presencia de
mucopolisacaridos confieren la viscosidad al plasma. La disminucion de la viscosidad
depende de cada macho y tiende a disminuir con el aumento de eyaculados en un dia.
La importancia funcional del plasma seminal es cuestionable, ya que en el apareamiento
natural actia como portador y protector de los espermatozoides, siendo de suma
importancia en el mantenimiento de la motilidad y la viabilidad de los espermatozoides
(Hafez, 2002).

Los componentes organicos en el plasma seminal son esencialmente utilizados para
mantener el metabolismo del espermatozoide, pH y osmolaridad, ademas las proteinas
son las mas importantes contribuyentes en la funcion espermatica de los mamiferos
(Maxwell y col., 2007). La mayoria de las proteinas del plasma seminal son productos
secretados por las vesiculas seminales y las glandulas sexuales accesorias en casi todos
los mamiferos, algunas proteinas del plasma seminal son relativamente especificas para
la regulacién de la funcion y fertilidad espermatica. Los espermatozoides eyaculados
tienen motilidad reducida, actividad metabolica y capacidad fertilizante o incluso puede
morir si las concentraciones de plasma seminal se reducen consecuencia de la dilucion o
lavado, denominado como “efecto de dilucion” descrito por (Mann, 1954). Estos efectos
tienen incidencia sobre las estructuras espermaticas incluyendo la desestabilizacion de

la membrana, lo que finalmente produce la muerte celular (Maxwell y Jhonson, 1999).

La adicion de plasma seminal a semen altamente diluido reduce el efecto de dilucién e
incrementa la vitalidad de los espermatozoides del carnero, conejo, toro y macho cabrio
(Muifo-Blanco y col., 2008; Maxwell y Jhonson, 1999). Es entonces importante la
preservacion de una adecuada membrana plasmaética del espermatozoide para la
retencion de su capacidad fertilizante, especialmente después de todo el estrés
producido consecuencia de la refrigeracion, congelacion y almacenaje; esta proteccion

es otorgada por componentes especificos del plasma seminal particularmente proteinas
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que recubren la superficie del espermatozoide eyaculado (Muifio-Blanco y col., 2008).
Sin embargo, el rol del plasma seminal en la funcion espermaética es alin materia de
especulacion especialmente sobre los efectos inhibitorios o estimulantes que pudiera

tener.

1.9.2. Enzimas del plasma seminal

Gamma glutamiltransferasa (y-GT) en el liquido seminal es secretada principalmente
desde la glandula de la préstata, y es aproximadamente 200 veces mayor que la de la
sangre (Uchijima y col., 1986) Estudios recientes han demostrado que la enzima y-GT
en si misma no es necesaria para la funcion reproductiva, pero juega un papel
importante en el sistema de glutation peroxidasa que esta implicado en la proteccion de

los espermatozoides contra los radicales libres de oxigeno (Zalata y col., 1995).

Una gran variedad de enzimas esta presente en el plasma seminal, pero en muchos casos
no se ha identificado la glandula responsable de su produccion. Los niveles de las
enzimas en plasma seminal son muy importantes para el metabolismo del esperma, asi

como la funcién del esperma (Brooks, 1990).

La Fosfatasa alcalina es una enzima que se encuentra en una gran cantidad de tejidos y
organos, incluyendo los huesos, higado, rifion, intestino, pulmon y placenta (Hoffmann
y col., 1989). También se han detectado niveles variables de fosfatasa alcalina en el
fluido seminal de algunos mamiferos, incluyendo el de gallo y el pavo (Bell y Lake,
1962).

1.10. COLECCION DE SEMEN EN ALPACAS

La colecta de semen varia de acuerdo a la especie por su comportamiento sexual, y en el
caso particular de los camélidos sudamericanos, se presentan caracteristicas muy
peculiares. Como la posicidn en el apareamiento es decubitoventral y el animal presenta
un temperamento nervioso, hace que la obtencidn de semen presente serias dificultades
(Bustinza, 2001). La coleccion de semen en camélidos sudamericanos presenta
dificultades como: la duracion de la copula, la posicion de copula, el lugar de deposito
del semen vy el tipo de eyaculacidn, asi como el aspecto del eyaculado, su extrema

viscosidad y lo dificultoso de su manejo, esto hizo que durante varias décadas se
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investigue una técnica dptima para poder extraer este semen y poder manejar los

espermatozoides sin que estos pierdan su capacidad fecundante (Solis, 1997).

Los reportes sobre métodos de coleccion son diversos (Huanca y Adams, 2007); desde

el primer reporte (Mogrovejo, 1952).

1.10.1. Aspiracion vaginal postcoital

Técnica donde las muestras de semen pueden ser obtenidas por aspiracion del fondo de
la vagina después de la copula, ya que una pequefia cantidad de semen es eyaculada al
momento de llevar el pene de un cuerno al otro, este método no es invasivo ni tedioso
pero la desventaja es que este semen es incompleto, contaminado y diluido con las
secreciones del tracto genital femenino, se puede utilizar este semen para realizar la
evaluacion de espermatozoides como motilidad, vitalidad, morfologia; estas muestras
frecuentemente se obtienen con residuos sanguinolentos y se ve de un color rosado ya
que el endometrio se encuentra inflamado y lacerado por la copula; la técnica es
introducir un especulo por la vulva previamente aseada y con la ayuda de una fuente de
luz se ubica la cerviz, inmediatamente se aspira con una pipeta adosada a una jeringa, la
utilizacion de este tipo de semen para evaluar la fertilidad del macho es muy

cuestionada (Bravo, 2002).

1.10.2. Bulbouretrotomia

Esta técnica fue desarrollada con la finalidad de obtener espermatozoides sin la
secrecion de las glandulas bulbouretrales, las cuales, segun literatura, son las encargadas
de producir el material viscoso del semen entero, el cual causa gran dificultad en su
manipulacion; 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 técnica quirdrgica por la ubicacion de dicho o6rgano, lo
gue no permitié realizar esta técnica, optandose por realizar la prostatectomia
(Paricahua, 2001).

La técnica de la bulbouretrectomia para posibilitar la coleccién de semen de alpacas
macho con escaso nivel de viscosidad, para lo cual se describe la técnica, con una
incision en la piel perianal hasta visualizar la uretra pélvica y las glandulas

bulbouretrales, las cuales fueron extirpadas, esta técnica dura en promedio 3 horas con
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una recuperacion completa del animal en 17 dias. Los animales fueron sometidos a una
bulbouretrectomia y luego del reposo post operatorio, se realizé la coleccion de semen
utilizando vagina artificial con la técnica del maniqui a intervalos de una semana; este
eyaculado no posee viscosidad por lo que su manejo es mas facil y se puede utilizar

dilutores usados en otras (Copa y Col., 2003).

1.10.3. Desviacion de los conductos deferentes

Con el fin de colectar espermatozoides libres de la secrecién de las glandulas anexas en
alpacas, se desarrollaron las técnicas de la desviacion de los conductos deferentes y la
extirpacion de la prdstata; la primera técnica intenta colectar espermatozoides
directamente de su reservorio, la cola del epididimo, sin que estos tengan contacto con
las secreciones de las glandulas anexas, desviando quirdrgicamente 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 accién de
enzimas proteoliticas que intenten licuefactar el coagulo del eyaculado para la mejor

manipulacion espermatica (Paricahua, 2001; Quintano, 2002).

1.10.4. Electroeyaculacion

Esta técnica fue ejercida utilizando un equipo medianamente sofisticado de fabricacion
nacional, con una intensidad méxima 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 coleccién y realizarla a lo largo de todo el afio (Fernadndez-Baca y
Calderdn, 1966); también se utilizO esta técnica para obtener semen de vicufias y
pacovicufias (Fernandez-Baca y Novoa, 1968). Los resultados de Electroeyaculacion
muestran gran variabilidad entre animales y adn entre el mismo animal, ademés de
obtenerse semen muy diluido con las secreciones de las glandulas anexas, contaminado

con semen y baja concentracion espermatica.

Con este método realizaron un estudio comparativo de coleccion de semen entre la
electroeyaculacion y vagina artificial, se utilizdé un electroeyaculador Plectron,
obteniéndose buenos resultados con 60 cargas eléctricas de 2 segundos de duracion, 14
voltios, 4 amperios, 25 ciclos/segundos y 2 segundos de descanso entre cada pulsacion,

el semen obtenido por este método fue (1.0 £ 0.47 ml) de volumen, concentracion
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espermatica (384 705/mm3), motilidad (48.2 £ 15.6 %) y pH (7.1 + 0.2), siendo
altamente diferente a las caracteristicas obtenidas mediante vagina artificial (Cardenas y
Col., 1987).

1.10.5. Esponjas vaginales

Este método fue realizada usando trozos de esponja que se introducen en la parte
anterior de la vagina y que absorbe el semen y otros fluidos vaginales, sirviendo como
contenedores; el inconveniente de este método es que logra obtener semen muy
contaminado y mezclado con los fluidos del tracto genital femenino y esto diluye el
semen y lo contamina con bacterias, dificultando asi su evaluacion, por lo que no se

recomienda su uso para fines de inseminacion artificial (San Martin, 1961).

1.10.6. Fistula uretral

Es el método que requiere realizar una fistula quirtrgica en la uretra peneana entre el
ano Yy el escroto; el semen es colectado durante la copula natural, esta técnica se realiza
utilizando anestesia epidural y anestesia local para colocar un catéter 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 bulbocavernoso aislado
y se separa la uretra del cuerpo cavernoso; este método no interfiere en la copula y las

secuelas post operatorias parecen no afectar al animal (Kubiceck, 1974).

1.10.7. Fundas vaginales

Es la primera técnica realizada para la coleccion de semen en alpacas, utilizando una
funda de jebe colocada intravaginalmente antes de la copula; después de la monta se
retiraba la funda que servia de recipiente de semen; con esta técnica se logrd colectar
semen, aun que algunos inconvenientes, ya que se interferia con la copula normal y
alargaba el tiempo de monta, mas alla de los valores normales; la colocacion de la funda
dentro del tracto genital y su fijacion ofrecia serias dificultades y con frecuencia
provocaban lesiones que inhabilitaban a la hembra para su uso posterior (Mogrovejo,
1952).

Existieron otros intentos de colectar semen con la técnica de fundas vaginales,
obteniendo pequefios volimenes y bajas condiciones espermaticas, como: volumen
(0.67-0.42 ml), pH (7.32), concentracion espermatica (83 750 000/ ml),
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espermatozoides vivos (27.58 %), espermatozoides muertos (72. 42 %), color blanco
cristalino, aspecto viscoso, etc. (Sucapuca, 1991).

1.10.8. Vagina artificial

Esta técnica se constituye a traves de un maniqui en forma de una hembra sentada en
posicion de copula; la vagina artificial fue una modificacion de la vagina artificial usada
para vacunos y ovinos, la cual consistia en un tubo rigido de 7 cm de diametro por 25 de
largo con una funda interna de latex, un cono de latex al que envolvia un alambre en
espiral simulando la cérvix de la alpaca y al final un frasco de coleccion de semen de
ovino o un tubo de centrifuga (Sumar, 2002), el agua a 45° se coloca por una valvula-
espita los machos aceptaron el maniqui después de un corto entrenamiento; la copula se
interrumpia cada 10 minutos aproximadamente para renovar el agua caliente, el semen
colectado vari6, dependiendo de los machos, el tiempo de copula y el nimero de
interrupciones que se les hacia para cambiar el agua, el color del eyaculado,
independientemente del volumen, fue de un blanco lechoso a blanco claro, este semen
no muestra motilidad masal por lo espeso de su consistencia. Esta técnica fue

desarrollada por (Sumar y Leyva, 1981).

La utilizacion de vagina artificial en combinacion con una hembra receptiva es la
técnica mas Optima de obtener semen de buena calidad, el que se puede utilizar para
fines de inseminacion artificial, teniendo en cuenta de usar una fuente de calor continuo

y la caracteristica que imite a la cerviz (Vaughan y col., 2003).

En un estudio llevado a cabo, se encontré que utilizando hembra receptiva al lado del
maniqui incrementaba la calidad del eyaculado obtenido mediante vagina artificial a
comparacion de utilizar el maniqui solo, incrementando el tiempo de copula de 15,9 a
16,8 minutos (Davalos y col., 2002).

En Bolivia se tratd de mejorar la técnica de la vagina artificial utilizando un maniqui de
grupa, el cual es un aditamento que se le coloca a la hembra sin necesidad de contar con
un maniqui de cuerpo completo, la técnica es similar a la del maniqui, y otra técnica es
la de la vagina artificial por desviacion del pene en el momento de la penetracion, tal
como se realiza en vacunos, al comparar las tres técnicas se tuvo una aceptacion por

parte del macho del 20 % para la técnica del maniqui completo sin hembra receptiva 80
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% para la técnica del maniqui de grupa y un 90 % para la técnica de la desviacion del
pene al inicio de la copula, segln el autor la Gltima técnica es la mas recomendable pues

evita la contaminacion del eyaculado (Delgado y Col., 2003).

1.11. FACTORES QUE IMPLICAN EN LA COLECCION DE SEMEN
Hay factores que se relacionan durante la colecta de semen aparte de los métodos de

coleccidn y son los siguientes:

1.11.1. Frecuencia de coleccion

Un estudio realizado del efecto de la repeticion de coleccion de semen usando el
método de la vagina artificial, realizando hasta tres colecciones diarias por un periodo
de 12 dias seguidos, los resultados obtenidos indican que las caracteristicas mas
afectadas por la frecuencia de coleccion fueron la concentracion de espermatozoides, la
cual desciende significativamente en la tercera coleccion, asi mismo el porcentaje de
anormalidades en la cola se incrementa pero la motilidad, porcentaje de vitalidad y el
porcentaje de espermatozoides normales no fue afectada, se vio la diferencia
significativa en todas las caracteristicas al hacer las comparaciones entre individuos;
pero a partir del dia 10 de coleccidn, casi todos los machos tuvieron un descenso en
todas las caracteristicas seminales e incluso algunos solo eyacularon plasma seminal,

especialmente en la tercera coleccion diaria (Bravo y col., 1997a).

1.11.2. Duracion de la copula

Las caracteristicas del semen se relacionan con la duracion de la copula, esto ha sido
descrito desde dos puntos de vista: primero el cambio del tubo colector cada 5 minutos,
y segundo la interrupcién de la copula a cada 10 minutos, en general no existen cambios
considerables de volumen del eyaculado pero si existen cambios substanciales en la
concentracion y el porcentaje de espermatozoides vivos, la concentracion se incremento
a los 20 minutos de copula, sumado a esto, la interrupcion de la copula incrementa el
porcentaje de espermatozoides muertos cuando se interrumpe a partir de los 15 minutos,
por lo que no se recomienda interrumpir la copula ya que la dltima fraccion del
eyaculado parece ser la que lleva la mayor concentracion de espermatozoides vivos
(Bravo y col., 2002).
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1.11.3. Epoca del afio

Se sabe que la época asi como la alimentacion juegan un papel importante en la
produccidn espermatica y en la calidad del semen colectado de acuerdo a la época del
afio, esto en condiciones de la sierra sudamericana ya que gracias a la geografia se
presentan estaciones marcadas, problema que no se presenta en el hemisferio norte por
lo que no se orientan estudios hacia este tema; un reporte de la sierra argentina en
Ilamas indica que la época juega un papel importante en la produccion espermatica,
concentracion y porcentaje de anormalidades, sobre todo de la cola, teniéndose buenas
caracteristicas seminales durante el verano y las anormalidades se incrementa durante el

invierno (Giuliano y Col., 2006).

1.11.4. Edad del macho

En un trabajo realizado en llamas, para evaluar el efecto de la edad de los animales en
las caracteristicas seminales obtenidas mediante la técnica de la vagina artificial, se
utilizaron llamas machos de 3, 4 y 5 afios de edad, se determind que esta caracteristica
no tiene influencia en las caracteristicas seminales (Fernandez y Col., 2003). En
alpacas, la edad tiene un efecto muy sutil en la produccién espermaética, ya que las
caracteristicas mejoran ligeramente de acuerdo aumenta la edad, pero dicha diferencia

no es significativa (Bravo, 2002; Quispe, 1987).

1.12. DILUTORES

Los dilutores de espermatozoides contienen componentes protectores que permiten la
sobrevivencia fuera de tracto reproductivo. Ademas de esto aumentan el volumen de la
dosis inseminada. Yema de huevo, leche y glicerol son los componentes mas
adicionados para la protecciébn de los espermatozoides frente al descenso de
temperatura. Las lipoproteinas presentes en la leche y la yema de huevo protegen a los
espermatozoides del choque térmico. Substratos metabolizables como glucosa
constituyen la fuente de energia para las células espermaticas. Los diluyentes deben
contener sustancias con alta capacidad tampdn para neutralizarlos. Los antibidticos son
adicionados en forma rutinaria a los diluyentes para retardar o eliminar el crecimiento
de bacterias que invariablemente contaminan el semen como consecuencia de la
recoleccion, los antibidticos mas empleados son la penicilina G-potasica o sodica
cristalina, la gentamicina o amikacina, la estreptomicina o penicilina G-potasica

cristalina. La combinacion de penicilina G-potéasica cristalina con amikacina fue mas
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eficaz en el control de bacterias anaerobias. La presion osmotica y el pH del diluyente
deben ajustarse para favorecer la sobrevivencia espermatica. EI pH de los diluyentes
puede variar entre 6,7 y 7,2 sin afectar la calidad espermatica durante el

almacenamiento (Pineda y Pinilla, 2007).

Los principales sustratos de energia para dilutores son: fructosa, sorbitol y
glicerilfosforilcolina, los cuales se encuentran en el plasma seminal (Sandoval, 2005).

Siendo la fructosa el azucar principal del semen y la que proporciona los hidratos de
carbono que son utilizados como fuente de energia de los espermatozoides moviles; es
asi que, para proveer energia al espermatozoide, los dilutores de semen deben incluir
azucares del tipo monosacarido (Garner y Hafez, 2002). Se ha reportado el uso de
glucosa, manosa, maltosa o lactosa como fuentes de energia y proteccion de los
espermatozoides (Banda, 2009). Otros carbohidratos (polisacaridos) no actian como
fuente de energia, pero son utilizados por su habilidad para preservar la motilidad

espermatica (Sandoval, 2005).

1.12.1. Dilutor a base de leche

Lleva como componente principal leche descremada con una proporcion pequefia de
yema de huevo de gallina y como fuente energética fructosa u otro azucar (Santiani y
col., 2005). Los estudios demuestran que algunos dilutores que mantuvieron mayor
namero de espermatozoides vivos, como: tris tamponado 70%; tryladil 65%; yema de
huevo, glucosa y citrato 8% (Vaughan y col., 2003).

La leche tiene diversas propiedades que la hace uno de los componentes mas usados en
los dilutores de semen. Las proteinas de la leche son las que proveen dichas propiedades
a favor de los espermatozoides durante la congelacion, y pueden funcionar como
amortiguadores contra cambios de pH y como agentes quelantes contra cualquier metal
pesado presente (Salomon y Maxwell, 2000). Es asi que la caseina, la proteina que se
encuentra en mayor proporcion en la leche, muestra propiedades antioxidantes (Foote y
col., 2002). Sin embargo, la lactenina resulta toxica para los espermatozoides, por lo
que se convierte en practica comun calentar a temperaturas superiores a los 90°C la
leche entera antes de ser usada, con lo que se logra inactivar dicha proteina (Salamoén y
Maxwell, 2000).
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La leche puede ser usada en distintas presentaciones, como leche entera (Sandoval,
2005), reconstituida (Salomén y Maxwell, 2000) o descremada (Sandoval, 2005).
Asimismo, el uso de leche tratada a altas temperaturas (UHT) es muy recomendado por
su condicidn de esterilidad y por no requerir calentamiento previo (Salomon y Maxwell,
2000).

1.12.2. Dilutor a base de TES
Lleva una proporcion mayor de Tes acompafado de Tris, citrato de sodio y una

proporcion de aproximadamente 20% de yema de huevo (Rodriguez, 2009).

1.12.3. Tris + yema de huevo

La cual tiene entre sus ingredientes Tris (Hidroximetil amino metano), acido citrico y
fructosa los cuales son preparados en agua bidestilada completando la mezcla con yema
de huevo de gallina en diferentes proporciones (Aisen y col., 2002).

La yema de huevo se ha identificado con efectos positivos en la refrigeracion y la
congelacion de los gametos masculinos. Es posible que permita intercambios de
componentes lipidicos con los espermatozoides durante la criopreservacion (Maldjiana
y col., 2005).

Se ha demostrado que la yema de huevo sirve para proteger al espermatozoide del dafio
producido durante el enfriamiento y descongelamiento (Salamon y Maxwell, 2000); asi
como mejorar la fertilidad espermatica (Lamia y col., 2004). Esta accion protectora se
atribuye a las proteinas de baja densidad (LDL) (Moussa y col., 2002). Las LDL estan
compuestas por 87% de lipidos y 12% de proteinas, y presentan una forma esférica con
un centro formado por triglicéridos, los cuales estan rodeados por una envoltura de
proteinas y fosfolipidos. Se cree que durante la congelacion descongelacion, las LDL
son desbaratadas y los fosfolipidos son liberados en el medio, y vendrian a formar una
cubierta protectora en la superficie de las membranas espermaticas (Hu y col., 2010).
Estudios demostraron que las LDL son responsables del proceso de solidificacion en la
criopreservacion, durante el cual se alterarian las estructuras de las LDL favoreciendose
la deshidratacion de los espermatozoides, confiriendo asi resistencia al shock térmico

del proceso de congelacion-descongelacion. Sin embargo, el mecanismo preciso por el
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qgue la yema de huevo ayuda a la proteccion de los espermatozoides no ha sido
claramente establecido (Moussa et al., 2002), (Lamia y col., 2004).

De igual manera se sabe de algunos componentes de la yema de huevo que pueden tener
un rol antagénico al efecto protector de las LDL (Demianowicz y Strezek, 1996)
separaron la yema de huevo en dos lipoproteinas: las LDL y las lipoproteinas de alta-
densidad (HDL-high density proteins), y observaron que las LDL proveian una mejor
proteccién al semen de cerdo que la yema entera, mientras que las HDL disminuyeron
significativamente la motilidad espermética en comparacién con la yema entera; y
sefialaron posteriormente que eso se debia a la presencia de granulos en las HDL. Esto
sugeriria que la yema de huevo puede contener algunos componentes dafiinos que

pueden reducir notablemente la motilidad espermatica (Moussa y col., 2002).

Otros dilutores probados en semen de alpaca colectado por vagina artificial son el PBS,
BSA vy dilutores comerciales para rumiantes y camélidos europeos (Wabersky y col.,
1989).

1.13.  USO DE ENZIMAS PROTEOLITICAS

El semen de camélidos sudamericanos presenta la caracteristica de tener gran
viscosidad, lo que limita su manipulacion. ElI semen viscoso no es exclusivo de los
camélidos, de hecho es comln entre los mamiferos, aunque los mecanismos parecen
variar ampliamente (Robert y Cagnon 1999). El significado fisiolégico del semen
coagulado todavia se esta discutiendo en la literatura, y se cree que la formacion de un
tapdén vaginal en algunas especies es esencial para prevenir la salida del semen de la
vagina de la hembra (roedor, primate) o cérvix (cerdo). En roedores, el tapdn esta
pensado para prevenir la inseminacion posterior de esperma de machos no dominantes.
Los tapones vaginales también pueden representar un reservorio y contribuir a la
liberacion gradual de espermatozoides en especies donde la hembra no tiene un cuello
uterino largo y moco cervical, y el semen se deposita directamente en el Gtero (Robert y
Cagnon 1999).

Los métodos enzimaticos se han utilizado anteriormente para licuar el semen de alpaca
(Bravo y col., 1999; Callo y col. 1999; Bravo y col 2000b; 2000) utilizaron colagenasa,

fibrinolisina, hialuronidasa y tripsina para la licuefaccion del semen de alpaca y llama,
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lo cuales reportd pocos efectos perjudiciales, mientras que otros se observo que el
tratamiento con enzimas era altamente toxico para los espermatozoides de camello
(Santiani y col, 2005) y otros métodos también se han utilizado para licuar semen de
alpaca antes de liquidos o preservacion congelada pero los autores no han podido

cuantificar los efectos sobre la viscosidad del semen.

A la vez el semen humano se coagula espontaneamente en una masa gelatinosa
semisolida. La licuefaccidn también es espontanea en el semen humano normal, debido
a la presencia de quimotripsina (Cohen y Aafjes, 1982), tripsina (Mortimer, 1994) y una
proteasa de tipo quimotripsina secretada a partir de prostata, conocida como antigeno
prostatico especifico (PSA; Robert y Cagnon, 1999). Sin embargo, una proporcién de
las muestras de semen humano son hiperviscosas, la viscosidad del semen sigue siendo
incierta. Sin embargo (Mortimer, 1994) sugiere que puede estar asociado con una
reduccion en la fertilidad humana en virtud de su deterioro del movimiento de los
espermatozoides. Ademas, obtener altos rendimientos de esperma (tasas de
recuperacion) de las muestras de semen hiperviscosas sigue siendo un problema

importante (Mortimer, 1994).
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CAPITULO I
METODOLOGIA

2.1. UBICACION

El presente trabajo de investigacion se realizd en el laboratorio de Reproduccion
Asistida de la Estacion Experimental Agraria Canaan, ubicado en el distrito de Andrés
Avelino Caceres Dorregaray de la provincia de Huamanga, Departamento de Ayacucho
a una altitud de 2736 m.s.n.m., con una temperatura promedio de 12 - 18 °C,
precipitacion pluvial promedio de 500 mm, humedad relativa de 40 — 50%, latitud sur a
13°10'09" y 74°11'53" longitud oeste (Senamhi, 2013).

2.2. DURACION
El trabajo de investigacion tuvo una duracion de 3 meses desde abril hasta junio del
2017.

2.3. MUESTRA

Se trabajé con un total de 28 muestras positivas a espermatozoides colectados a una
frecuencia de 2 a 3 veces a la semana por macho, de un total de 07 alpacas libres de
adherencia pene-prepucial, aproximadamente de 4 a 7 afios de edad, previo al

entrenamiento para aceptar al maniqui.

24. MATERIALESY EQUIPOS
2.4.1. Materiales de campo

e Cuaderno de apuntes.

e Gel no espermicida.

e Lapiceros.

e Mameluco.

e Maniquis.

e Papel tolla.



Registros de coleccion de semen.

Tiras de jebe.

2.4.2. Materiales de laboratorio

Camara de neubawer.

Gorra descartable de laboratorio.

Guantes latex.

Jeringa desechable de 1, 3, 5ml.

Laminas portaobjetos y cubreobjetos.

Mascarillas descartable

Papel toalla.

Tips para micropipetas de diferentes capacidades.
Tubos eppendorf de 1.5y 2.5ml.

Tubos falcons de 15ml.

2.4.3. Equiposy aparatos

Autoclave.

Balanza analitica.

Bafio maria.

Bolsas de agua.

Bolsas de plastico.
Congeladora.

Estufa.

Gradilla normal.

Gradilla térmica.

Hervidor eléctrico.

Inflador.

Microscopio.

Micropipeta de 10-100, 100-1000 microlitros (ul).
Platina térmica.

Refrigeradora.

Regla graduada en centimetros.

Selladora de plastico.
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e Termometro de alcohol (mercurio).

e Vagina artificial para alpacas.

2.4.4. Insumos
e Andromed (diluyente).
e Colagenasa.

e Eosina Nigrosina.

2.4.5. Material bioldgico

e Semen de alpacas.

2.4.6. Otros

e Alcohol de 76°.

e Céamara digital.

e Cronometro.

e Guardapolvo blanco.
e Laptop.

e Plumon.

2.5. PROBLEMAS ESPECIFICOS

1. ¢Cudl sera el efecto de la colagenasa al 5% en la filancia seminal, motilidad y
vitalidad espermaética en alpacas (Vicugna pacos)?.

2. ¢(Cudl sera el efecto del pipeteo en la filancia seminal, motilidad y vitalidad
espermatica en alpacas (Vicugna pacos)?.

3. ¢Cudl seré el efecto de la incubacion en la filancia seminal, motilidad y vitalidad

espermaticos en alpacas (Vicugna pacos)?.

2.6. METODOLOGIA

2.6.1. Preparacion de vagina artificial

La preparacion de la vagina artificial se hizo de la siguiente manera:

a) En primer lugar, con la ayuda de la selladora se elabord conos del plastico estéril
con la finalidad de que sirva como colector de semen durante la copula, acoplado a

los tubos falcons de 5ml esterilizados en autoclave. El tubo falcons se protegié con

53



b)

d)

f)

fundas de esponja para cubrir de rayos solares en todo el proceso de coleccién y
durante la ejecucion del trabajo.

Se tomd un extremo de la manga de latex y se pasé por dentro del cuerpo de la
vagina artificial luego doblandose en el borde mas cercano al piston de aire sobre el
cual se colocé el cono de plastico armado y se asegurd con bandas elésticas de jebe
para asegurar de que no escape el agua ni el aire que se llend después del armado de
la vagina artificial.

Se coloco agua atemperada entre 40 a 42 °C dentro del tubo PVC por encima del
latex, calculando que llene hasta unos 3 centimetros debajo del borde superior del
tubo; luego se doblo el otro borde del latex y se sujet6 fuertemente con otras bandas
elasticas de jebe.

Con la ayuda del inflador se inyect6 aire por el piston a una presion moderada
donde el dedo indice penetr6 con facilidad en el latex de la vagina artificial.
Armada la vagina artificial se envolvio en franelas, luego se roded de dos bolsas de
agua (agua hervida) para tratar de mantener la temperatura de vagina artificial en
40°C a 42°C durante el tiempo de la copula, luego con otras franelas se envolvid
por encima de bolsas de agua y se sujetd con bandas elasticas de jebe, finalizado
este proceso de preparacion de vagina artificial, se traslad6 al campo de colecta de
la muestra de semen.

Se evalu6 la temperatura inicial y final de la vagina artificial con un termémetro de
alcohol introduciendo entre el latex con la ayuda de gel no espermicida, esta

evaluacion se hizo en todas las colecciones.

2.6.2. Preparacion de los diluyentes

La adicién de la colagenasa al semen de alpaca fue de la siguiente manera:

a.

Con la ayuda de la balanza analitica se pes6 1mg de colagenasa y se diluyé en 1ml
de cloruro de calcio (CaCl2), 0.05ml solucion para 5ml de diluyente (5%). Se
separ6 50ul en tubos eppendorf 1.5ml de capacidad, y finalmente se conservé en la
congeladora en menos 5°C durante todo el proceso de ejecucion. Para afiadir al
semen fresco se atempero en bafio maria antes de la colecta hasta la dilucion.
Preparacion del diluyente final de Andromed se hizo de acuerdo las indicaciones en
el inserto adjunto al frasco.

El contenido (200 ml) de un frasco de Andromed se puede diluir con 800 ml de

agua bidestilada estéril previamente temperada a 30°C hasta 35°C. Es posible
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preparar volimenes menores, siempre que se mantenga la proporcion de 4 partes de
agua bidestilada con 1 parte del concentrado la cual fue usada en 100% en este
trabajo.

c. Para lograr las propiedades Optimas de conservacion a Andromed, se agrego la
cantidad requerida de agua al concentrado y no viceversa. El diluyente preparado
Andromed fué atemperado antes de su uso en bafio maria a 37°C.

d. La pre-dilucién de Andromed se realiz6 antes de la colecta diaria y se mantuvo en
bafio maria de 37°C hasta la dilucion con semen fresco.

Andromed contiene fosfolipidos, TRIS, &cido citrico, azucares, antioxidantes,
tampones, glicerina, agua de altisima pureza y antibioticos, de acuerdo a la

Directiva de la UE 88/407 (Tilosina, Gentamicina, Espectinomicina, Lincomicina).

2.6.3. Coleccion del semen

La técnica de coleccion de semen fue mediante el uso del maniqui de alpacas, en al cual
se acopld la vagina artificial de alpacas, la colecta se llevo acabo en un lugar plano libre
de contaminantes, previa la limpieza con alcohol y papel toalla a la parte posterior del

maniqui donde se coloca la entrada de la vagina artificial.

A los reproductores se les rasurd la parte ventral alrededor del prepucio con el fin de no
contaminar la muestra. Para que tenga mas lividez sexual, al maniqui se hizo unos
movimientos ligeros simulando a la hembra real, esto no implico diferencia alguna en la

muestra.

Diariamente se manejo registros durante el experimento donde se anoto la temperatura
inicial y final de vagina artificial, el tiempo de la copula fue anotado desde que el
macho opto en posicion de la penetracion a la vagina con los pelvis pegado en el
maniqui; también se anot6 el nimero de arete de los reproductores con los que se ha

trabajado.

2.6.4. Andlisis de semen en el laboratorio
Después de finalizar la copula en el maniqui, el semen colectado se llevd
inmediatamente al laboratorio lo mas rapido posible y se coloc6 en bafio maria a fin de

mantener la temperatura de 37°C.
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2.6.5. Analisis macroscopico y microscopico de semen fresco
Inmediatamente después de la llegada al laboratorio, el semen se procedio6 a evaluar los

parametros tales como:

A. Evaluaciones macroscopicas

Se evaluaron en forma visual directa las siguientes caracteristicas: (volumen y espuma)
en un tubo falcons graduado de 15ml. El pH se evalud utilizando tiras reactivas
indicadoras de pH “universal test paper” con una gota de semen. La filancia se midio
utilizando una regla metalica graduada haciendo una extension ascendente con una

pipeta de 100ul y se registro la medida maxima.

B. Evaluaciones microscopicas

Se evaluaron las siguientes caracteristicas con la ayuda del microscopio optico:

B.1. Motilidad espermética

Se evalud colocando 10ul de semen sobre una lamina portaobjeto luego cubierto con
una lamina cubre objetos, ambos a una temperatura de 37°C en platina térmica y se
observd en el microscopio a un aumento de 100 y 400x, esta caracteristica se evalud

subjetivamente desde 5% de motilidad hasta 100% en cinco campos diferentes.

B.2. Vitalidad espermatica

Se evalud entre la mezcla de 10ul de semen y 10ul de tincidn eosina y nigrosina en una
proporcion de 1:1 sobre platina térmica en lamina portaobjeto a una temperatura de
37°C; luego se hizo el frotis y se dej6 secar a temperatura ambiental, posterior a ello se
observo en el microscopio a 400x. Los espermatozoides vivos se observaron de color
transparente y los muertos de color rosado oscuro, la evaluacion de cada muestra se
realizd con un conteo total de 100 espermatozoides, de esta se evaluo el porcentaje de

espermatozoides vivos y muertos.

B.3. Concentracion espermatica

Se realiz6 con el uso de camara neubawer para la cual se mezclo 0.9ml de agua
bidestilada con 0.1ml de semen en un tubo eppendorf de 2.5ml sobre una gradilla
normal. Se vertio el contenido en el tubo y se pipeteo para disminuir la viscosidad;

luego con la misma pipeta se lleno en la cdmara neubawer desechando las 2 primeras
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gotas, pasado los 5 minutos se observd en el microscopio 6ptico a 400x. Los
espermatozoides se contaron presentes en 5 de los 25 cuadrados de la camara.

La concentracion se calculd segun la siguiente formula (Mellisho, 2010):

C=NxD x 10 000
Donde:
C: Se determina en millones por ml.
N: Promedio de espermatozoide contados en 5 campos pequefios en ambas
camaras.

D: Grado de dilucion 0.1 ml de semen en 0.9 ml de agua bidestilada = 10.

2.6.6. Dilucion de semen
La dilucion se realizé con la proporcion de 1:1 (Semen : Andromed) durante todo el
proceso de ejecucion del presente trabajo de investigacion, con un dilutor comercial

prediluido 4:1 (Agua bidestilada : Andromed) atemperada en bafio maria a 37°C.

2.6.7. Analisis post dilucion de semen

Inmediatamente después de la evaluacion el semen fresco, se procedié a separar en
volimenes iguales en 3 distintos tubos eppendorf de 2.5ml para cada tratamiento; luego
se diluyé con Andromed prediluido en una proporcion de 1:1, atemperado sobre una

gradilla térmica de 37°C, y se prosiguio a evaluar.

A continuacion se especifican los tratamientos empleados:

Tratamiento 1 (T1): semen + Andromed prediluido con colagenasa al 5%.
Tratamiento 2 (T2): semen + Andromed prediluido con efecto del pipeteo de 10 veces.
Tratamiento 1 (T3): semen + Andromed prediluido con efecto de incubacion durante

10 minutos.

Cada tratamiento se evalud con intervalo de 20 minutos hasta las 2 horas post dilucion
de la siguiente manera en diferentes etapas, a continuacion se detalla las etapas de

evaluacion:

Etapa 1: inmediatamente después de la dilucion se evalud todas las caracteristicas

macroscopicas y microscopicas, cual esta etapa se consideré como minuto cero; luego
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las muestras de T1, T2 se guardaron en la refrigeracion; la T3 pasado los 10 minutos de
incubacion a 37°C también se guardaron en refrigeracion y se mantuvo durante todo el
proceso de evaluacion.

Etapa 2: evaluacion después de 20 minutos.

Etapa 3: evaluacion después de 40 minutos.

Etapa 4: evaluacion después de 60 minutos.

Etapa 5: evaluacion después de 2 horas.

2.6.8. Evaluacion macroscopica de semen diluido

Después de la dilucion con Andromed prediluido, principalmente se evalud la
disminucion de la filancia seminal en diferentes etapas por cada tratamiento establecido,
la cual fue uno de las caracteristicas en estudio, mientras las otras caracteristicas
mencionadas anteriormente se evaluaron solo en semen fresco. La metodologia del
desarrollo fue igual que en el andlisis en semen fresco utilizando la regla metalica

graduada en una superficie plana.

2.6.9. Evaluacion microscopica de semen diluido

La evaluacion se realiz6 exactamente con la misma metodologia que se hizo en semen
fresco, en este caso en semen diluido solamente se considerd la motilidad y vitalidad
espermatica, estos parametros fueron mas importantes durante el experimento del

presente trabajo.

Todas las muestras de cada tratamiento se mantuvieron en refrigeracion de 5°C a 8°C
inmediatamente después de evaluar la primera etapa hasta las dos horas de evaluacion,
excepto del T3 que se mantuvo solamente hasta 10 minutos post dilucién en gradilla

térmica de 37°C.

2.7. DISENO ESTADISTICO

Se analizaron los datos de las siguientes variables; mantenimiento de la temperatura,
tiempo de copula, volumen de semen, volumen de espuma, filancia, pH, motilidad,
vitalidad y concentracion espermatica, estos se reportan mediante estadisticos de
tendencia central (promedio) y de dispersidon (desviacién estandar, valores minimo y

maximo).
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Para analizar la filancia, motilidad y vitalidad espermatica en las diferentes etapas de
tiempo en cada tratamiento se ha analizado mediante un disefio completamente al azar

(DCA) cuyo modelo aditivo lineal (Kaps and Lamberson, 2004) es el siguiente:

Yij=u+D;+ e
Donde:
yi = Variable respuesta (filancia, motilidad y vitalidad).
u = Media general o constante comun.
D; = Efecto del factor tratamientos.

e;j = Error experimental o efecto ambiental no controlable del experimento.

Para la comparacion de medias se utilizé la prueba de Duncan con un nivel de confianza
del 95%.

Los datos se han procesado con el programa estadistico SAS® (SAS 9.2, Institute. Inc.,
Cary, NC, USA).
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CAPITULO 11l
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Evaluacion de la temperatura de vagina artificial durante la colecta de semen

Tabla 3.1 Temperatura en la vagina artificial durante la colecta de semen (minutos)

N° de Temperatura inicial Temperatura final

muestras (Grados Celsius) (Grados Celsius)

Promedio C.V. Promedio C.V.
Min.  Max. Min. Max.
- +D.E. % +D.E. %

41.86 + 38.75+

40 42 1.25 36 40 2.39
0.52 0.93

La (tabla 3.1) muestran el promedio de la temperatura inicial de 41.86°C, disminuyendo
al finalizar la copula a 38.75°C en promedio en la vagina artificial , la cual estaria
influyendo directamente en los parametros seminal del presente trabajo; (Raymundo y
col., 2000) trabajo con 40 °C como temperatura inicial y mantuvo algunos parametros
evaluados dentro del estandar como la motilidad, (Zirena, 2014) también trabajo con
temperatura entre 40°C a 42°C quien utiliz6 una frazadilla eléctrica para llevar una
constante de temperatura de la vagina artificial y obtuvo pardmetros espermaéticos
dentro del estandar, a diferencia que en el presente trabajo se utiliz6 bolsas de agua para

mantener temperatura en la vagina artificial.

La temperatura tuvo efectos sobre los parametros espermaticos en el presente estudio;
pero un no existen otros estudios en cuanto a la temperatura optima que se puede
utilizar sobre la vagina artificial; se observo efectos de la temperatura durante la colecta
de semen, sobre la motilidad y vitalidad espermaética, siendo factor principal en
disminuir estos parametros seminales por un efecto de shock térmico cual es perjudicial
en calidad espermatica en la criopreservacion seminal o inseminacion artificial con

semen fresco.



3.2. Evaluacion del tiempo de copula

Tabla 3.2. Tiempo de copula (minutos)

N° de . . Promedio + D.E. C.V.
Minimo Maximo )
muestras (minutos) %
28 7 55 19.32+0.01 51.85

La (tabla 3.2) muestra el tiempo de copula promedio en machos colectados fueron 19.32
minutos evaluado a finales de época reproductiva (abril a junio), estos resultados son
superiores a los parametros encontrados por (Davalos y Olazébal, 2002), (Mendoza,
2015) y (Bravo y col., 1997a) quienes obtuvieron 15.9, 15.61 y 15.3 minutos
respectivamente. El resultado encontrado es superior, debido a que la colecta se realizd
en épocas del afio donde las alpacas estan aun con alto grado de livido sexual; por lo
que estos animales fueron alimentados con pastos verdes cultivados (alfalfa y avena)
adlibitum durante el dia y desde la seleccidén los machos no estuvieron en contacto con
las hembras cual podria también elevar el apetito sexual por competencia al maniqui,
esto explica por qué se tuvo resultados superiores a los autores citados, indicando que
(Mendoza, 2015) trabajo con edades y en época reproductiva similares. Por otro lado el
resultado obtenido es inferior a los obtenidos por (Meza, 2011), (Bravo y col, 1997b) y
(Raymundo y col., 2000) quienes obtuvieron resultados muy cercanos entre si 21.65+
591, 21.6 y 26.5 + 3.8 minutos respectivamente. La inferioridad posiblemente pueda
darse por la época del afio en que se trabajo, la edad del animal y diferencias
individuales; pero se encuentra dentro del rango reportados por los autores. En el
presente trabajo se observéd en las alpacas que tienen mayor edad, el tiempo de copula se
extiende con mayor frecuencia. La alimentacion con pastos cultivados en la finalizacion
de época reproductiva, aumenta la lividez sexual incluso puede recuperar la calidad

espermatica.

3.3. Evaluacion del volumen de semen

Tabla 3.3. Volumen en semen fresco (ml)

N° de . . Promedio + D.E. C.v.
Minimo maximo
muestras (ml) %
28 0.4 4 1.68 £0.88 52.53
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La (tabla 3.3) indica el volumen de semen fresco promedio de 1.68 ml obtenido
mediante vagina artificial, este resultado es superior al reporte de (Mendoza, 2015)
quien obtuvo 1.18 £ 0.78 ml en finales de época reproductiva, este debe posiblemente a
la cantidad de animales con que se trabajo para coleccion de muestras de semen, ademas
la calidad de alimentacion es bésico e influyente en los pardmetros espermaticos y la
lividez sexual en los machos, igualmente nuestro trabajo supera al reportes de
(Cavalcanti, 2013) de 1.17 £ 0.91 ml en inicios de época reproductiva (noviembre y
diciembre) y similares a los autores (Garnica y col.,1993); (Bravo y col., 1997a); (Flores
y col., 2002) y (Alarcén y col., 2012) quienes obtuvieron promedios de 1,7 = 0,2 ml;
1.8 + 0.8 ml; 1.5 ml y 1.5 ml respectivamente. A si mismo encontramos resultados
superiores por (Raymundo y col., 2000) 2.7 ml quien trabajo durante los meses de
febrero y marzo; (Bravo y col., 2002) y (Baca, 1998) quienes indican 2.4 y 2.3 ml
respectivamente. Se podria afirmar que en la época reproductiva media hay mayor
produccion de semen correlacionado a la produccién hormonal, esto demuestra la
influencia de la época reproductiva al volumen espermatico; también los volimenes
obtenidos en los diferentes trabajos se diferencian principalmente a la técnica utilizada

(Bustinza, 2001), y la geografia de su habitad donde se realiza el estudio.

Hay reportes en llamas machos donde se observa la superioridad en volumen a
comparacion de las alpacas, tales son los casos reportados de 3.5 ml y 4 ml por (Von
Baer y Helleman, 1998) y (Skidmore y col., 2004) respectivamente, debido al tamafio
del testiculo y las glandulas anexas que producen mayor cantidad de plasma seminal en

este especie.

3.4. Evaluacion del volumen de espuma de semen

Tabla 3.4. Volumen de espuma en semen fresco (ml)

N° de muestras Minimo Maximo Promedio + D.E. (ml)
28 0 10 1.13+2.09

La (tabla 3.4) muestra el volumen promedio de espuma en semen fresco en alpacas que
fué 1.13 £ 2.09ml, inferior al reporte de (Mendoza, 2015) quien obtuvo 1.44 + 1.98 ml,
trabajando con 28 muestras de eyaculados al igual que el presente trabajo; por otra parte

hay trabajos que muestran la superioridad al presente estudio de (Olaguivel y Naveros,
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2014) demostraron 3.60+1.11ml de espuma en promedio utilizando hasta 84
eyaculados; (Cavalcanti, 2013), quien encontré un promedio de 3.03 = 3.32ml
trabajando con 48 eyaculados para la evaluacion respectiva. Por lo tanto es posible que
a mayor nimeros de eyaculados y mayor tiempo de cOpula se observard mayor medida
de la espuma colectados a través de la vagina artificial, donde genera movimientos de
rotacion del pene a través del proceso uretral dentro del tubo de la colecta en la cual el
animal intenta simular lo que sucede en la hembra al eyacular en uno y otro cuerno
uterino (Giuliano, 2012), por ende la coleccion de semen con vagina artificial presenta
altos porcentajes de presencia de espuma (VVon Baer y Hellemann, 1998) a comparacion
a la electroeyaculacion; también esta influenciada con la edad y las caracteristicas

individuales del macho.

3.5. Evaluacion del pH

Tabla 3.5. pH en semen fresco

N° de C.V.
Minimo Maéaximo Promedio = D.E.
muestras %
28 6 8 7.14+0.49 6.83

La (tabla 3.5) muestra el pH encontrado de semen fresco es de 7.14 en promedio,
similar al encontrado por (Raymundo y col., 2000) no muestra numéricamente pero
reporta que el pH mostro una tendencia a la alcalinidad al igual a nuestro, mientras el
trabajo evaluada por (Villanueva y col., 2018) en verano e invierno reportan casi neutro
de 7.01 y 7.1 de pH correspondientemente con tiras reactivas de color, reporte de
(Garcés, 2017) sin oligoelementos y con oligoelementos encontr6 7.13 y 7.15
respectivamente en alpacas, similar al presente trabajo. Por otra parte hay otras
investigaciones superior a nuestro trabajo, reportados por (Rivera, 1998) que obtuvo
7.91 en alpacas, (Godoy, 2014) quien obtuvo 7.97 utilizando al igual que en el presente
trabajo las tiras reactivas indicadoras de pH, y (Aller y col., 2003) logré 7.4; todos los

autores mencionados utilizaron vagina artificial y los dos altimos trabajados en llamas.

Las diferencias y similitudes puede deberse a la conjugacion numeéricas fisiologica de
los valores del pH en los 6rganos accesorios como del epididimo y conducto deferente
fluctla entre 6.72 a 6.39; en la prostata y glandulas bulbouretrales se encuentra entre

6.06 y 6.18 y el pH de la uretra es de 7.24 en alpacas adultas, siendo esta ultima més

63



alcalina producto de su contaminaciéon con orina (Huamantuco, 2005). Se ha
demostrado que la frecuencia de eyaculados no tiene mayores efectos en los valores de
pH (Sumar, 2002), a las vez los cambios en el pH seminal afectan la viabilidad y
motilidad espermatica. Los bajos o elevados niveles de la secrecion de las glandulas
sexuales accesorias son determinantes para que el pH del semen tenga una reaccion mas

acida o alcalina (King y Macpherson, 2005).

3.6. Evaluacion de la filancia seminal

Tabla 3.6. Filancia seminal en semen fresco (cm)

N° de Promedio = D.E. C.V.
Minimo Maximo
muestras (cm) %
28 0 6 1.86+1.51 80.88

La (tabla 3.6) representa la evaluacion de la filancia (cm) en semen fresco fué 1.86 *
1.51cm superior al reportado por (Raymundo y col., 2000) quien determiné 1.04 +
0.28cm realizado en tiempo reproductivo que fluctian de 6 a 8 afios de alpacas machos,
reportados por (Huanca y col., 2011) quienes obtuvieron un promedio de 0,99 cm. El
reporte de (Bravo y col., 2000) en alpacas y llamas demuestran 1.5cm con un rango de
0.4 £ 4.9, mantenidos en pastos naturales y con una hembra al lado del maniqui.
Reporte de (Mendoza, 2015) demuestra 1.89cm en promedio similar al presente trabajo
de investigacion, por otro lado hay reportes superiores al presente trabajo, (Naveros y
Contreras, 2014) quienes reportaron 2.23cm trabajando con los mismos machos a
(Mendoza, 2015), en efecto se afirma que la variabilidad de filancia difiere entre
machos, épocas del afio (Bravo y col., 1997a), y propias de la especie (Giuliano, 2012),
(Mendoza, 2015); también inferior a reportados por (Meza, 2011); (Olaguivel y
Naveros, 2014) en 2.08 + 1.57cm; 3.73t£1.24cm en promedio respectivamente,
(Villanueva y col., 2015) encontré valores de (5.9 + 3.4 cm) y (3.7 £ 2.0 cm) evaluadas
en verano e invierno de forma respectiva, la superioridad posiblemente es debido a la
edad del macho con que se trabajo, podria también ser explicada por posibles
mecanismos de proteccion del plasma seminal sobre la calidad de los espermatozoides
en cada estacion del afio (Troedsson y col. 2005), a la vez en el presente trabajo se
observo, que a mayor tiempo de copula, generalmente fué alta la filancia en alpacas

mayores a 7 afios.
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3.7. Evaluacion de motilidad espermatica

Tabla 3.7. Motilidad espermaética en semen fresco (%)

N° de ) ) Promedio = D.E. C.V.
Minimo Maximo
muestras (%) %
28 20 85 52.50 £ 22.67 43.18

La (tabla 3.7) muestra la motilidad espermatica encontrada en semen fresco un
promedio de 52.50%, superior al encontrado por (Zirena, 2014) quien obtuvo 43.33%
de motilidad en condiciones similares colectado mediante vagina artificial,
considerando un tiempo méximo de monta de 20 minutos; esta se debe probablemente
por la frecuencia de colecta 6 a 7 veces por semana a cada animal, donde pudo haber
ocurrido la sobrecarga en la produccion de espermatozoides y la condicion ambiental es
muy diferente la costa con la sierra, mientras hay reporte similar en la cual demuestra
54.0 + 8.0 % motilidad realizado en finales del tiempo reproductivo que flucttan de 6 a
8 afios colectado a través de la vagina artificial, también hay trabajos que muestran
superioridad al nuestro (Mendoza, 2015) quien obtuvo 79.6%, puede deberse a que el
autor obtuvo la muestra en menor tiempo a la vez utilizé la frazadilla eléctrica cual
mantuvo la temperatura constante. Esta caracteristicas tiene la variabilidad dependiendo
el tipo de coleccion y la individual, de manera que (Fernandez-Baca y Calderén 1965);
(Mogrovejo, 1952) y (Bravo, 1989) usando electroeyaculacion encontré entre 50 al 60%
de motilidad; con funda vaginal encontré una motilidad de 20-40% y con vagina

artificial encontré una motilidad de 30% respectivamente.

3.8. Evaluacion de vitalidad espermética

Tabla 3.8. Vitalidad espermética en semen fresco (%)

N° de ) ) Promedio = D.E. C.V.
Minimo Maximo
muestras (%) %
28 42 89 70.64 £ 8.80 12.46

La (tabla 3.8) muestra la vitalidad espermatica en un promedio de 70.64%, similar a
(Déavalos y Olazabal, 2002); (Alarcén y col., 2012) y (Bravo y col., 1997b), quienes
lograron demostrar 72.1%, 70.8%y 69.6 % en promedios respectivamente de vitalidad

de espermatica en alpacas, a (Zirena, 2014) quien obtuvo 68.52 + 14.07% en
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condiciones similares colectado mediante vagina artificial, considerando un tiempo
méaximo de monta de 20 minutos; asi mismo hay reportes superiores a nuestro como de
(Mendoza, 2015) quien obtuvo 88.0 £ 16.86 %, trabajados en animales menos de 6 afios
al igual a (Naveros y Contreras, 2014) quienes también demostraron 78.27+5.88% de
vitalidad, esta caracteristica se debe a factor edad de los machos (Mendoza, 2015) y
mayor a los tres afios que posibilitan los mejores rangos de calidad seminal, entre ellas
de vitalidad (Medina y Bautista, 2012), a la vez se debe a la influencia de efectos
naturales (temperatura, rayos solares) durante la coleccion. Por otro lado hay reportes
inferiores, de (Cavalcanti, 2013) quien obtuvo 66.50 = 12.42%; 52.9 + 184y 64.5 £
15.9 en invierno y verano correspondientemente encontrados por (Villanueva y col.,
2015) colectados por vagina artificial a comparacion al presente trabajo, puede deberse

a que el autor obtuvo la muestra en mayor tiempo (tiempo de cépula).

3.9. Evaluacion de concentracion espermética

Tabla 3.9. Concentracion espermatica en semen fresco (Mill/ml)

N° de ) ) Promedio = D.E.
Minimo Méaximo . CV.%
muestras (Mill/ml)
28 2 382.5 81.13 +74.54 91.87

La (tabla 3.9) muestra el promedio de concentracion espermatica en semen fresco de
alpacas que fué 81.13 millones/ml, similar a 80,48 y 80.3 millones/ml encontrados por
(Huanca y col., 2011) y (Alarcon y col., 2012) respectivamente; al comparar variacion
individual en dos épocas del afio (lluvia y seca) encontraron 78.58 + 68.50 y 85.65 +
71.73 millones/ml respectivamente (Huanca y col., 2011), por ende el factor macho
influye en las caracteristicas seminales, obteniendo mejores resultados durante la época
de lluvia similar al presente trabajo, a la vez hay reporte con suplemento y sin
suplemento de oligoelementos a las alpacas de 6 afios quien demostré 61.67 y 51.25
millones/ml (Garcés, 2017), si puede afirmar cuando hay suplemento nutricional hay
mejora en calidad espermatica, sin embargo es inferior a nuestro trabajo; por otro lado
es inferior a 112.36 + 19.09 millones/ml y 134.5 £ 93.55 millones/ml en promedio
obtenidos por (Naveros y Contreras, 2014) y (Mendoza, 2015) utilizando los mismos
machos trabajados en epoca reproductiva y finales de la época reproductiva, a 150 y
152.98 millones/ml obtenidos por (Garnica y col.,1993) y (Meza, 2011) de forma
respectiva, también a 135.9 + 88.7 y 242.4 + 140.9 logrado en verano e invierno por
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(Villanueva y col., 2015) respectivamente. Esto nos demuestra que en las alpacas hay
mucha influencia la época reproductiva en la concentracion espermatica y es muy
variable, posiblemente debido a diferencias individuales y de método de coleccién

(Sumar, 1997); también influye la frecuencia de coleccion.

La consistencia del semen influye en la concentracion espermética de (translicida a
blanco cremoso) y a menudo se observa color grisaceo (Tibary y Memon, 1999), cual
no se tomo en cuenta en el presente trabajo.

3.10. Evaluacion de filancia seminal post dilucién

Tabla 3.10. Filancia post dilucién de semen segln tratamientos en cada etapa del tiempo (cm)

Tratamientos
Etapas Colagenasa al 5%  Pipeteo (10 veces)  Incubacién (10 minutos)

Promedio = D.E. (cm)

i Disuelto 0.95 +1.04° 0.89 + 0.95° 0.91 +0.89°
ii: 20 minutos 0.71+ 0.81° 0.71+0.85° 0.65 + 0.55°
iii: 40 minutos 0.60 + 0.76° 0.53 + 0.58° 0.65 + 0.74°
iv: 1 hora 0.49 + 0.70° 0.44 + 0.56" 0.51 +0.61°
v: 2 horas 0.26 + 0.45° 0.27 + 0.47° 0.33+0.67°

Tratamientos: T1; T2y T3.
Etapas: Ei; Eii; Eiii; Eivy Ev.
# Superindice iguales indican que no existe diferencia significativa (p>0.05).

ab.cdegnerindices diferentes indican que existe diferencia significativa (p<0.05)

La (tabla 3.10) muestra la disminucion de la filancia seminal con tratamientos (T1:
colagenasa al 5%; T2: pipeteo 10 veces y T3: incubacion por 10 minutos), evaluadas en
diferentes tiempos en intervalos de 20 minutos. En el presente cuadro se observa entre
tratamientos en la primera etapa (disuelto); T1: 0.95 + 1.04; T2: 0.89 £ 0.95; T3: 0.91 £
0.89 respectivamente que no demostraron ser estadisticamente diferentes (p>0.05), al
igual que en las siguientes etapas en evaluaciones correlativas entre tratamiento hasta
dentro de dos horas (Ev: T1: 0.26 £ 0.45; T2: 0.27 £ 0.47; T3: 0.33 =+ 0.67); pero existe
diferencia estadistica (p<0.05) entre etapas (Ei; Eii; Eiii; Eiv y Ev) evaluadas durante
dos horas para cada tratamiento (T1; T2 y T3). No existen reportes similares utilizando
tratamientos quimico, mecanico y fisico en diferentes etapas del tiempo, pero hay

reportes utilizando colagenasa, papaina y tripsina en concentraciones de 0.5, 1.0, 2.0 y
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4.0mg/ml evaluadas desde 5, 10, 20 y 40 minutos, donde el efecto de colagenasa es
gradual de (10, 20, 40 minutos) en 2.9 + 0.7mm; 1.9 £ 0.7mm; 1.7 £ 0.7mm; 1.4 *
0.7mm para 1.0mg/ml de concentracion, y 1.4 £ 0.6mm, 2.1 £ 0.7mm, 0.8 £ 0.4mm 0.3
+ 0.2mm para 4.0mg/ml de concentracion. Por otro lado, la papaina fue mas efectiva en
disminuir de la viscosidad del semen en todas las concentraciones (Morton y col.,
2012). A comparacion del presente trabajo con el uso de colagenasa (T1), la reduccion
de la filancia fue gradual desde la primera etapa hasta las 2h post dilucion (Ei; Eii; Eiii;
Eiv) en 0.95 + 1.04; 0.71 £ 0.81; 0.60 + 0.76; 0.49 + 0.70; 0.26 + 0.45 de forma
respectiva en un porcentaje de 86%. Respecto al uso de colagenasa, fibrinolisina,
hialuronidasa y tripsina en concentracion 1mg/ml a la eyaculacion, evaluadas en 0 min
(tiempo de recogida de esperma), 2, 5 minutos, menciona que la colagenasa fue eficaz
en muestra de semen de alpaca una vez que estaba en contacto con la enzima en la
disminucion de la viscosidad (filancia) en 99% en 5 minutos (Bravo y col., 1999,
2000b). ElI mejoramiento de las caracteristicas del semen en llama utilizando una
solucion de colagenasa al 0,1% en H-TAL-BSA por 4 y 8 minutos disminuyo la filancia
en 100% pero no la viscosidad del semen (Giuliano y Casaretto, 2011). Otros estudios
en llama demuestran el efecto de cinco concentraciones (25%, 50%, 75%, 80%, 100%)
de extracto de pifia sobre la reduccion de la filancia a los 0 seg, 10 seg, 25 seg, 50 seg y
1 minutos, donde determinaron que a partir de 75 % de concentracion de extracto de
pifia, elimina la filancia de la plasma seminal del semen de llama, en un tiempo
promedio de 50 segundos (Delgado y Choque 2015), mencionan que la bromelina
disgrega la viscosidad (filancia) de semen de llama en un promedio de 5 minutos
(Mardonez y Delgado, 2012), mas rapido estadisticamente que las demas enzimas

colagenasa, fibrinolisina, hialuronidasa y tripsina (Bravo y col., 2000).

Hay una serie de factores que pueden explicar las diferencias y contradicciones
encontradas usando enzimas proteoliticas en el presente trabajo con los otros estudios,
la mas probable sea la fuente, la pureza y el tipo de enzimas utilizada (Morton y col.,
2012).

Respecto al tratamiento mecéanico (pipeteo por 10 veces) en disminucion de la filancia
seminal fue gradual en un 85% evaluada durante 2h. Existen reportes similares en
Ilamas que realizaron un experimento probando diferentes métodos de reduccion de la

filancia en el semen de llama: método mecanico (pasajes por aguja 0.5mm), diluciones
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con suero puro de llama y diluciones con suero de llama + PBS, donde las
determinaciones de la filancia se realizé en 0, 30, 60 y 90 minutos, demostrandolo que
solo el método mecéanico disminuyo la filancia en 80%, con respecto al control y los
demas tratamientos (Bérgamo y col., 2012), también demuestran que hay tratamientos
para romper la viscosidad del seminal usando 10 pasajes por una aguja n°18 con una
jeringa de 5ml; luego sometieron a la centrifugacion a 802r por 10 minutos en la cual se
redujo la viscosidad sin alteraron los parametros seminales (Zirena, 2014), pero hay
contradiccion con respecto los pasajes por aguja que no son eficientes para reducir la
viscosidad del semen y los parametros del semen se alteran (Morton y col., 2008).
Estudios con otros métodos mecéanicos tal como centrifugacion y centrifugacion en
gradientes no son eficaces en la eliminacion del plasma seminal viscoso (Morton y col.,
2012).

Respecto al tratamiento fisico (incubacién por 10 minutos a 37°C) para disminuir
filancia seminal fue gradual en un 82% evaluada durante 2h. Un reporte similar
demuestra la incubacién de la muestras de semen de alpacas en un bafio de agua a 37°C
al menos 8h eliminan la viscosidad (Leyva y col., 1984) y (Garnica y col., 1993), 22h
en llamas (Bravo y col., 2000); por otra parte cuando las muestras incubadas a 37°C,
con 4: 1y 8: 1 en H-TAL-BSA por 4 y 8 minutos respectivamente, no se observo la
disminucion de la filancia (Giuliano y Casaretto, 2011), comparacion al presente trabajo
de investigacion se observd disminucion ligera de filancia incubado en una gradilla
térmica de 37°C por 10 minutos (tabla 3.10).
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3.11. Evaluacion de motilidad espermatica post dilucion

Tabla 3.11. Motilidad espermaética post dilucion de semen segun tratamientos en cada etapa del

tiempo (%)

Tratamientos

Etapas Colagenasa al 5% Pipetea Incut-)acm’)n
(20 veces) (10 minutos)
Promedio = D.E. (%0)

i Disuelto 38.04 + 18.82° 35.36 + 19.62° 35.54 + 19.31°
ii: 20 minutos 38.57 + 21.55° 33.57 +17.63" 35.36 + 18.30°
iii: 40 minutos 36.43 + 20.41° 36.25 + 18.14¢ 32.68 + 17.77°
iv: 1 hora 35.18 + 19.82° 33.39 + 16.05° 33.93+19.17°
v: 2 horas 33.21+18.92 31.25 +18.49 31.25+19.51

Tratamientos: T1; T2y T3.

Etapas: Ei; Eii; Eiii; Eivy Ev

# Superindice iguales indican que no existe diferencia significativa (p>0.05).
%9 Superindices diferentes indican que existe diferencia significativa (p<0.05)

ab.eef gynerindices diferentes indican que existe diferencia significativa (p<0.05)

La (tabla 3.11) muestra el porcentaje de la motilidad espermatica post dilucién de los
tratamientos (T1: colagenasa al 5%; T2: pipeteo 10 veces y T3: incubacion por 10
minutos), evaluados en diferentes tiempos: disuelto; 20min; 40min; lhora y 2 horas
respectivamente; en la cual en las dos primeras etapas y en las dos Gltimas etapas (i, ii y
iv, v) de los tres tratamientos no existen una diferencia estadistica (p>0.05); pero en la
etapa iii (40 minutos) del tratamiento T2: 36.25 + 18.14% existe una diferencia
estadistica (p<0.05) sobre los T1: 36.43 + 20.41% y T3: 32.68 + 17.77%, a la vez
existe una diferencia estadistica (p<0.05) entre etapas (Ei; Eii; Eiii; Eiv y Ev) evaluadas
durante dos horas para cada tratamiento. No existen reportes similares utilizando
tratamientos quimicos, mecanicos y fisicos en diferentes etapas del tiempo; pero hay
reportes utilizando colagenasa, papaina y tripsina en concentraciones de 0.5, 1.0, 2.0 y
4.0mg/ml, el efecto de colagenasa redujo la motilidad en tan solo 5 minutos en
concentraciones altas de 2.0mg/ml en 1.4 =+ 0.6; 0.0 £ 0.0; 0.0 £ 0.0; 0.0 £ 0.0% y
4.0mg/ml en 0.4 £ 0.4; 0.0 £ 0.0; 0.0 £ 0.0; 0.0 = 0.0% evaluadas desde (5, 10, 20 y
40minutos) respectivamente, mientras las concentraciones bajas(0.5, 1.0mg/ml) redujo
después de 10 minutos en 3.8 £ 1.2; 0.6 = 0.6; 0.7 + 0.7 y 0.4 + 0.4%; ademés la

papaina y tripsina redujo después de 20 minuto de evaluacion en todas las
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concentraciones (Morton y col., 2012). Respecto al uso de colagenasa, fibrinolisina,
hialuronidasa y tripsina a 1mg/ml de concentracién adicionado en la eyaculacion,
evaluadas en 0 min (tiempo de recogida de esperma), 2, 5 minutos en llamas y alpacas;
donde la colagenasa afect6 minimamente en la motilidad normal (oscilatoria) en semen
de alpacas 70% y llamas 80%, tampoco mostraron un movimiento progresivo incluso
después de 5 minutos de adicion de enzimas a la muestra, al igual las otras enzimas
utilizadas (Bravo y col., 2000a), de la misma manera los reportes de ( Bravo y col.,
1996) y (Greer y col.,, 1968) en llamas, alpacas y monos de forma respectiva,
observaron una minima efecto sobre la motilidad. Al comparar con el presente trabajo,
la colagenasa tuvo efecto adverso minimo sobre la motilidad espermaética, de una
motilidad media de 52.50% en general al 33.21% dentro de 2 horas. En la presente
investigacion no se tomd en cuenta la motilidad progresiva. En relacion al uso de T2: no
hubo diferencia estadistica (p>0.05) con los demas tratamientos; al comparar un reporte
usando 10 pasajes por una aguja n°18 con una jeringa de 5ml; luego sometieron a la
centrifugacion a 802r por 10 minutos en la cual la motilidad se redujo hasta 46.11 +
20.76 (Zirena, 2014), a diferencia de nuestro trabajo se evalud durante 2h encontrando
una motilidad de 31.25%.

T3: incubacion por 10 minutos en 37°C, no hubo diferencia estadistica (p>0.05) con los
demas tratamientos en todas las etapas en disuelto; 20; 40; 1h y 2h en 35.54 + 19.31;
35.36 + 18.30; 32.68 + 17.77; 33.93 + 19.17 y 31.25 £ 19.51 correspondientemente.
Aun no se ha encontrado estudios parecidas o iguales al tercer tratamiento con un efecto
de incubacion; pero hay reporte de (Giuliano y Casaretto, 2011) muestra una movilidad
progresiva de 5.7% incubando a 37°C, con 4: 1y 8: 1 en H-TAL-BSA por 4 y 8
minutos respectivamente, sin embargo no hay reportes sobre la motilidad masal o una

motilidad media que deja un efecto durante el tiempo de estudio.
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3.12. Evaluacion de vitalidad espermatica post dilucién

Tabla 3.12. Vitalidad espermaética post dilucion de semen segln tratamientos en cada etapa del

tiempo (%)

Tratamientos

Pipeteo Incubacion
Etapas Colagenasa al 5% )
(10 veces) (10 minutos)
Promedio = D.E. (%0)
i: Disuelto 72.61 +6.98° 71.96 + 10.16% 72.21 +7.53°
ii: 20 minutos 69.86 + 8.17° 69.00 + 14.03° 69.96 + 14.17°
iii: 40 minutos 71.25 + 10.56° 71.93+10.73° 69.29 + 9.56°
iv: 1 hora 69.64 + 9.26" 69.96 + 9.27¢ 70.32 + 8.88¢
v: 2 horas 67.46 + 10.91° 69.07 + 8.96° 65.39 + 11.59°

Tratamientos: T1; T2y T3.
Etapas: Ei; Eii; Eiii; Eivy Ev
# Superindice iguales indican que no existe diferencia significativa (p>0.05).

ab.cdegnerindices diferentes indican que existe diferencia significativa (p<0.05).

La (tabla 3.12) muestra el porcentaje de la vitalidad espermatica post dilucion divididos
en tratamientos (T1: colagenasa al 5%; T2: pipeteo 10 veces y T3: incubacion por 10
minutos), evaluadas en diferentes tiempos: disuelto; 20min; 40min; lhoray 2 horas, en
la cual no existen una diferencia estadistica (p>0.05) entre tratamientos (T1, T2, T3) en
cada etapa; pero existe diferencia estadistica (p<0.05) entre etapas (Ei; Eii; Eiii; Eiv y
Ev) evaluadas durante dos horas para cada tratamiento. Un trabajo similar ain no se ha
visto utilizar tratamientos quimico, mecanico y fisico en diferentes etapas del tiempo;
pero hay reportes con el uso de colagenasa, fibrinolisina, hialuronidasa y tripsina en
concentracion 1mg/ml a la eyaculacién, evaluadas en 0 min (tiempo de recogida de
esperma), 2, 5 minutos en llamas y alpacas mantuvo en 80% y 90% respectivamente,
donde el efecto de colagenasa fue menor sobre los espermatozoides vivos a
comparacion con fibrinolisina, hialuronidasa y tripsina, porcentaje de espermatozoides
vivos fueron minimamente afectados por la adicion de enzimas (Bravo y col., 2000a),
muy parecidos al presente trabajo que también los espermatozoides sufrieron
minimamente a la colagenasa durante 2h de evaluacién, al igual a los reportes de (Bravo
y col., 1998) y (Bravo y col., 1996) en alpacas y llamas, (Freund, 1969) evaluados en
cobayas. En relacion al (T2) pipeteo por 10 veces, no existen un diferencia estadistica

(p>0.05) en etapas del tiempo (i, ii, iii, iv, v) por cada tratamiento; pero si hay
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diferencias numéricas con minimo efecto sobre la vitalidad espermatica evaluadas
durante 2h. A comparacion al reporte de (Zirena, 2014) quien muestra el porcentaje de
vitalidad de 61.47% con 10 pasajes por una aguja n°18 con una jeringa de 5ml; luego
sometieron a la centrifugacion a 802r por 10 minutos, con agitacion manual encontrd
62.87% de vitalidad (Zirena, 2014) inferior a nuestro trabajo, quiz& porque trabajé con
pocas muestras y porcentaje de vitalidad seminal media inferior al presente trabajo.
Respecto al (T3) incubacion por 10 minutos a 37°C, también no existe una diferencia
estadistica (p>0.05) en las etapas (i, ii, iii, iv, v) de los tres tratamientos y con una
influencia minina numérica sobre la vitalidad espermética en alpacas. Sin haber otros
estudios similares o iguales al método utilizado no se puede comparar al presente

trabajo.
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CONCLUSIONES

El efecto de colagenasa al 5% fue eficiente en la disminucion de filancia seminal en
86%, manteniendo una motilidad de 33.21% y 67.46% de vitalidad espermatica del
semen de alpacas (Vicugna pacos) dentro dos horas de evaluacion.

El efecto del pipeteo 10 veces fue eficaz en la disminucion de filancia seminal en
85%, manteniendo una motilidad de 31.25 % y 69.07 % de vitalidad espermaética
del semen de alpacas (Vicugna pacos) durante dos horas de evaluacion.

El efecto de incubacién por 10 minutos fue eficaz en disminuir la filancia seminal
en 82%, manteniendo una motilidad de 31.25 % y 65.39 % de vitalidad espermética
del semen de alpacas (Vicugna pacos) dentro dos horas de evaluacion.



RECOMENDACIONES

Continuar con el trabajo de investigacion en crio preservar los espermatozoides
tratados con los tres métodos (quimico, mecanico, fisico) y evaluar los parametros

seminales post criopreservacion de semen de alpacas (Vicugna pacos).

Desarrollar la inseminacion artificial en las alpacas receptoras con semen tratados

de alpacas.

Realizar mas trabajo de investigacion con otros métodos para poder disminuir la

filancia seminal sin que afecte la motilidad espermatica.

Evaluar la significancia estadisticas entre etapas de evaluacion de cada uno de los

tratamientos del presente trabajo.
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Anexo 01.

Resultados de la investigacion
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Figura 01: Tiempo de copula en minutos.
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Figura 02: Volumen de semen fresco en ml.
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Figura 03: Volumen de espuma semen fresco en ml.
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Figura 04: pH en semen fresco.

92




(o]

FILANCIA (Centimetros)

ol

o r N W &

MINIMO
PROMEDIO ]
MAXIMO

Figura 05: Filancia seminal de semen fresco en cm.
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Figura 06: Motilidad espermética de semen fresco en %.
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Figura 08: Concentracion espermética de semen fresco en mill/ml.
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Anexo 2.
Datos estadisticos

Tabla 13. Resultados de coleccidn y evaluacion en semen fresco de alpacas.
A < EVALUACION
DATOS GENERALES DATOS DE COLECCION EVALUACION MACROSCOPICA MICROSCOPICA
©
g |z |¢ 2 g = = z S sE
= = g 2 | =3 £ s & S =
. N° £o g o §e = g 38z < % = g s gE
N Fecha Arete | ES *q:m: | 2 % g S E % E E pH s § 5 2
@ 8 @ o £ =2 =3 < s S S @
e |5 |3 GO I S ke T s | 7 [8§
[ = g s
1 17.04.17 1 42 39 3 08:28 09:02 00:34 2 0.5 0.5 7 80 89 55
2 18.04.17 1 42 39 3 08:22 08:33 00:11 2 0.5 2.5 8 50 85 50.5
3 19.04.17 1 42 39 3 08:22 08:33 00:11 1 0.5 2 7.5 40 77 64
4 25.04.17 1 42 39 3 08:20 08:36 00:16 1.8 1 4 6.5 80 70 57
5 27.04.17 9210 42 38 4 08:15 08:32 00:17 1 0.5 1 7.5 60 68 32
6 28.04.17 9210 42 38 4 08:25 08:37 00:12 1 0 1 7 60 74 35.5
7 29.04.17 9210 42 38 4 08:57 09:15 00:18 0.8 0 1 7 40 69 74.5
8 02.05.17 1 40 39 1 08:19 08:26 00:07 15 0 15 8 65 75 47
9 02.05.17 13022 42 37 5 09:08 09:27 00:19 0.6 0 4 6 80 73 168
10 04.05.17 1 42 38 4 08:05 08:20 00:15 0.6 0 4 7.5 20 77 27.5
11 06.05.17 1 40 39 1 09:13 09:30 00:17 2 0.5 1 7.5 20 69 14.5
12 11.05.17 1 42 39 3 08:25 08:48 00:23 1.5 0.5 3 7 30 70 425
13 15.05.17 9210 42 40 2 08:31 08:46 00:15 2 1 1 7 80 70 89
14 15.05.17 1 42 40 2 08:32 08:47 00:15 1.5 1 6 7 85 72 67.5
15 16.05.17 544 42 39 3 08:26 08:41 00:15 1.8 0 1.5 7.5 60 74 26.5
16 17.05.17 1 42 40 2 08:38 08:51 00:13 2 0 0 7.5 30 74 30
17 18.05.17 9210 42 39 3 09:00 09:27 00:27 0.8 0 0.3 7 20 58 131
18 20.05.17 1 42 39 3 07:38 07:48 00:10 1 2 0.7 7 50 74 96
19 22.05.17 9210 42 39 3 08:34 08:42 00:08 0.4 0 0.4 7 20 62 98.5
20 23.05.17 544 42 40 2 08:27 08:51 00:24 2 10 0.3 7.5 60 54 77
21 24.05.17 1 42 39 3 08:24 08:45 00:21 1.2 1 1 7 50 68 144
22 29.05.17 1 42 40 2 08:20 08:33 00:13 1.8 1 1.5 7.5 30 74 78
23 02.05.17 544 42 38 4 08:12 08:34 00:22 3 4 0.8 8 30 72 8.5
24 02.05.17 30306 42 36 6 08:31 09:00 00:29 4 1 25 7 30 42 2
25 04.05.17 9210 42 38 4 08:30 09:25 00:55 2 5 0.5 7 80 70 95
26 05.05.17 1 42 39 3 08:38 08:59 00:21 1.8 0 4 6.5 80 70 382.5
27 06.06.17 9210 42 38 4 08:32 09:08 00:36 4 1 3 6.5 60 76 180
28 10.06.17 1 42 39 3 08:32 08:49 00:17 2 0.5 2 6.5 80 72 98.2
PROMEDIO - 41.86 38.75 3.11 - - 00:19 1.68 1.13 1.86 7.14 52.50 70.64 | 81.13
DS - 0.52 0.93 1.10 - - 0.01 0.88 2.09 1.51 0.49 22.67 8.80 | 74.54
C.V. - 1.25 2.39 35.41 - - 51.85 52.53 186.07 80.88 6.83 43.18 12.46 | 91.87
MINIMO - 40 36 1 - - 00:07 0.4 0 0 6 20 42 2
MAXIMO - 42 40 6 - - 00:55 4 10 6 8 85 89| 3825
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Tabla 14. ANVA para 3 tratamientos de la primera etapa (disuelto) en la disminucion

de la filancia seminal.

Fuente de Gradosde Suma de Cuadrado
o ) ) F calcular Pr>F
variacion libertad cuadrados medio
Tratamiento 2 0.04 0.02 0.02 0.98
Error 81 74.77 0.92
Total corregido 83 74.81

Tabla 15. ANVA para 3 tratamientos de la segunda etapa (20 minutos) en la

disminucidn de la filancia seminal.

Fuente de Gradosde Sumade Cuadrado
o ) ) F calcular Pr >F
variacion libertad cuadrados medio
Tratamiento 2 0.08 0.04 0.07 0.93
Error 81 45,54 0.56
Total corregido 83 45.62

Tabla 16. ANVA para 3 tratamientos de la tercera etapa (40 minutos) en la

disminucidn de la filancia seminal.

Fuente de Gradosde  Suma de Cuadrado
F calcular Pr>F

variacion libertad  cuadrados medio
Tratamiento 2 0.22 0.11 0.23 0.8
Error 81 39.65 0.49
Total corregido 83 39.88

Tabla 17. ANVA para 3 tratamientos de la cuarta etapa (1 hora) en la disminucién de

la filancia seminal.

Fuente de Gradosde  Suma de Cuadrado
F calcular Pr >F
variacion libertad cuadrados medio
Tratamiento 2 0.08 0.04 0.11 0.9
Error 81 31.69 0.39
Total corregido 83 31.78
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Tabla 18. ANVA para 3 tratamientos de la quinta etapa (2 horas) en la disminucién de

la filancia seminal.

Fuente de Gradosde Sumade Cuadrado
o ) ) F calcular Pr>F
variacion libertad cuadrados medio
Tratamiento 2 0.08 0.04 0.14 0.87
Error 81 23.68 0.29
Total corregido 83 23.76

Tabla 19. ANVA para 3 tratamientos de la primera etapa (disuelto) en la motilidad

espermatica.

Fuente de Gradosde Suma de Cuadrado
o _ ) F calcular Pr >F
variacion libertad cuadrados medio
Tratamiento 2 125.6 62.8 0.17 0.84
Error 81 30030.36 370.75
Total corregido 83 30155.95

Coeficiente de variacion. 53.03%
Variable dependiente. 36.31%

Tabla 20. ANVA para 3 tratamientos de la segunda etapa (20 minutos) en la motilidad

espermatica.

Fuente de Gradosde Sumade Cuadrado
- ) ) F calcular Pr>F
variacion libertad cuadrados medio
Tratamiento 2 359.52 179.76 0.49 0.62
Error 81 29982.14 370.15
Total corregido 83 30341.67

Coeficiente de variacion. 53.69%
Variable dependiente. 35.83%
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Tabla 21. ANVA para 3 tratamientos de la tercera etapa (40 minutos) en la motilidad

espermatica.

Fuente de Gradosde  Suma de Cuadrado
o ) ) F calcular Pr>F
variacion libertad cuadrados medio
Tratamiento 2 21811.82 10905.91 44.67 <.0001
Error 81 19775.98 244.15
Total corregido 83 41587.8

Coeficiente de variacion. 67.32%
Variable dependiente. 23.21%

Tabla 22. ANVA para 3 tratamientos de la cuarta etapa (1 hora) en la motilidad

espermatica.

Fuente de Gradosde  Suma de Cuadrado
F calcular Pr >F

variacion libertad cuadrados medio
Tratamiento 2 47.02 23.51 0.07 0.93
Error 81 27494.64 339.44
Total corregido 83 27541.67

Coeficiente de variacion. 53.92%
Variable dependiente. 34.17%

Tabla 23. ANVA para 3 tratamientos de la quinta etapa (2 horas) en la motilidad

espermatica.

Fuente de Gradosde  Suma de Cuadrado
- ) ) F calcular Pr>F
variacion libertad cuadrados medio
Tratamiento 2 72.02 36.01 0.1 0.91
Error 81 29173.21 360.16
Total corregido 83 29245.24

Coeficiente de variacion. 59.48%
Variable dependiente. 31.90%
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Tabla 24. ANVA para 3 tratamientos de la primera etapa (disuelto) en la vitalidad

espermatica.

Fuente de Gradosde  Suma de Cuadrado
o ) ) F calcular Pr >F
variacion libertad cuadrados medio
Tratamiento 2 5.88 2.94 0.04 0.96
Error 81 5636.36 69.58
Total corregido 83 5642.24

Coeficiente de variacion. 11.54%
Variable dependiente. 72.26%

Tabla 25. ANVA para 3 tratamientos de la segunda etapa (20 minutos) en la vitalidad

espermatica.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado
o ) ) Fcalcular Pr>F
variacion libertad cuadrados medio
Tratamiento 2 95.17 47.58 0.82 0.45
error 81 4715.82 58.22
Total
) 83 4810.99
corregido

Coeficiente de variacion. 10.72%
Variable dependiente. 71.15%

Tabla 26. ANVA para 3 tratamientos de la tercera etapa (40 minutos) en la vitalidad

espermatica.

Fuente de Gradosde Suma de Cuadrado
F calcular Pr>F
variacion libertad cuadrados medio
Tratamiento 2 105.5 52.75 0.5 0.61
error 81 8586.82 106.01
Total corregido 83 8692.32

Coeficiente de variacion. 14.54%
Variable dependiente. 70.82%
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Tabla 27. ANVA para 3 tratamientos de la cuarta etapa (1 hora) en la vitalidad

espermatica.

Fuente de gradosde sumade  cuadrado
. ) ) F calcular Pr>F
variacion libertad  cuadrados medio
tratamiento 2 6.45 3.23 0.04 0.96
error 81 6763.5 83.5
total corregido 83 6769.95

Coeficiente de variacion. 13.06%
Variable dependiente. 69.98%

Tabla 28. ANVA para 3 tratamientos de la quinta etapa (2 horas) en la vitalidad

espermatica.

Fuente de Gradosde Sumade Cuadrado
o ) ) F calcular Pr>F
variacion libertad cuadrados medio
Tratamiento 2 190.45 95.23 0.86 0.43
Error 81 9007.5 111.2
Total corregido 83 9197.95

Coeficiente de variacion. 15.67%
Variable dependiente. 67.31%
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Anexo 3.

Panel fotogréafico

Foto 02: Vagina artificial elaborada (A), colocacién y fijacion de la vagina artificial en

el maniqui de alpacas (B).
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Foto 03: Monta y copula de reproductores en maniquis de alpacas.

Foto 04: Evaluacion de la temperatura final de la vagina artificial (A), evaluacién

macroscopica del semen en el laboratorio (B).
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Fotos 05: Diferentes volumenes del eyaculado y espuma del semen de alpacas
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Fotos 06: Extension y evaluacion de la filancia seminal de alpacas.
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Foto 08: Movimiento de espermatozoides.
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