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Resumen 

El objetivo fue evaluar la tasa de fertilidad en alpacas inseminadas con semen 

congelado utilizando dos dilutores comerciales. Se recolectaron 18 eyaculados de 8 alpacas, 

por vagina artificial, se evaluaron las características macroscópicas y microscópicas. Luego 

se realizó la dilución de las muestras en dos microtubos en volúmenes iguales con Biladyl® 

B y AndroMed® y se refrigeraron (5 °C) por dos horas. Pasado ese tiempo, se evaluó la 

motilidad espermática y se congelaron en un tanque de nitrógeno líquido realizando un 

descenso gradual de la temperatura. La descongelación se realizó en un baño a 38 °C durante 

30 segundos evaluándose la motilidad y viabilidad espermática. Se observó un descenso 

significativo en la motilidad y viabilidad espermática en las muestras congeladas-

descongeladas respecto al semen fresco (P < 0.05). Al descongelamiento de las muestras, no 

se observaron diferencias significativas en los parámetros evaluados entre los diluyentes. Un 

total de 36 hembras se revisaron mediante palpación y ultrasonografía transrectales y al 

momento de presentar un folículo dominante en fase de crecimiento se les inyectó un análogo 

de GnRH vía intramuscular, realizando la inseminación artificial (IA) entre 30-34 horas pos-

inyección. No se observaron diferencias significativas en los porcentajes de preñez entre los 

diluyentes: 33.3% (6/18) para Biladyl® B y 22.2% (4/18) para AndroMed®,  

respectivamente. En conclusión, fue posible obtener preñez mediante IA con semen 

congelado de alpaca utilizando Biladyl® B y AndroMed®, sin observar diferencias entre los 

diluyentes.  

Palabras clave: Fertilidad, semen, congelado, dilutor  

 

 

  



xv 

 

Abstract 

The objective was to evaluate the fertility rate in alpacas inseminated with frozen 

semen using two commercial extenders. 18 ejaculates from 8 alpacas were collected, by 

artificial vagina, the macroscopic and microscopic characteristics were evaluated. Then the 

samples were diluted in two microtubes in equal volumes with Biladyl® B and AndroMed® 

and refrigerated (5 °C) for two hours. After that time, sperm motility was evaluated and they 

were frozen in a liquid nitrogen tank, gradually lowering the temperature. Thawing was 

performed in a bath at 38 °C for 30 seconds, evaluating sperm motility and viability. A 

significant decrease in sperm motility and viability was observed in the frozen-thawed 

samples compared to fresh semen (P < 0.05). Upon thawing of the samples, no significant 

differences were observed in the parameters evaluated between the diluents. A total of 36 

females were checked by palpation and transrectal ultrasonography and when they presented 

a dominant follicle in the growth phase, they were injected with a GnRH analog 

intramuscularly, performing artificial insemination (AI) between 30-34 hours post-injection. 

No significant differences were observed in the pregnancy rates between the extenders: 

33.3% (6/18) for Biladyl® B and 22.2% (4/18) for AndroMed®, respectively. In conclusion, 

it was possible to get pregnant by AI with frozen alpaca semen using Biladyl® B and 

AndroMed®, without observing differences between the extenders. 

Keywords: Fertility, semen, frozen, extender 
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Capítulo I 

Introducción 

La crianza de alpacas y llamas constituye una de las actividades más significativa de 

las zonas alto-andinas, donde no es posible la crianza de otros animales domésticos ni la 

agricultura; brindando  sustento económico a gran parte de los productores de estas regiones. 

Estos animales se adaptan con facilidad a las zonas de altura, pudiendo sobrevivir a más de 

los 4200 msnm donde son utilizados para la alimentación debido a las características que 

aporta su carne  (alto contenido proteico y bajo nivel de  colesterol). Además, dado su tamaño 

corporal, las llamas se utilizan como medio de transporte de cargas y las alpacas proveen 

ingresos a los productores por la venta de (Huanca & Adams, 2007) En este sentido, la 

aplicación de biotecnologías reproductivas como la inseminación artificial (IA), que 

permiten el uso generalizado de semen de machos reproductores con genética deseable, 

podrían ser de utilidad en los camélidos sudamericanos (CSA) Sin embargo, debido a que 

los porcentajes de preñez con semen congelado son muy bajos en estas especies (0-31.6%: 

(Aisen et al., 2021; García et al., 2020; Ordoñez et al., 2013) la IA con semen criopreservado 

no  se emplea ampliamente en los CSA, quedando restringida a un escaso número de 

animales que se alojan en centros de investigación. 

Además, las dificultades en la colecta de semen y el manejo de las muestras 

seminales particularmente filantes, y el escaso conocimiento que se posee sobre dilutores 

apropiados y curvas de congelamiento, se constituyen en los principales factores que 

dificultan el desarrollo de protocolos óptimos de criopreservación de semen,   esto determina 

que la IA quede restringida al uso de semen fresco (Carretero et al., 2015; Fumuso et al., 

2021) 

Dentro de las ventajas del congelamiento de semen se destacan el almacenamiento a 

largo plazo y la mayor flexibilidad de uso de las muestras. Sin embargo, en los CSA , 
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alrededor de un  60 a 75% de los espermatozoides no sobreviven al proceso de 

criopreservación y los que sobreviven muestran una función deteriorada en comparación con 

los espermatozoides de muestras frescas (Fumuso et al., 2020, 2021 ) 

 Existen varios estudios que utilizan diluyentes no comerciales para congelar 

espermatozoides de alpaca  (Aisen et al., 2021; Allauca et al., 2019). Sin embargo, la 

tendencia en este campo de investigación es desarrollar protocolos con diluyentes 

comerciales, ya que son fáciles de preparar, son menos variables en su composición y 

permiten obtener resultados más repetibles, requiriendo menor equipamiento y materiales  

(Bertuzzi et al., 2022). En el mercado existen diversos dilutores comerciales para 

criopreservar espermatozoides de diferentes especies domésticas y, aunque no se ha 

desarrollado uno específico para los CSA, en la alpaca se han probado algunos de los 

diluyentes comerciales desarrollados para otras especies como el Green/clear camel buffer; 

Biladyl® A y B; Triladyl® y el INRA-96TM; obteniendo porcentajes de preñez de entre un 0 

a 25%  (Stuart et al., 2019; Vaughan et al., 2003).  

En este sentido, el objetivo del presente estudio fue evaluar la tasa de preñez en 

alpacas inseminadas con semen congelado utilizando los diluyentes comerciales Biladyl® B 

y AndroMed®. 

Por lo tanto, se formularon los siguientes objetivos: 

Objetivo general: 

➢ Evaluar la tasa de fertilidad de alpacas inseminadas con semen congelado 

utilizando los dilutores andromed® y biladyl®B Ayacucho 2020. 

Objetivos específicos: 

➢ Evaluar los parámetros macroscópico y microscópico en semen fresco de alpaca  

➢ Evaluar la motilidad y vitalidad espermática antes y después del proceso de 

congelación utilizando el dilutor Andromed® y Biladyl®B  

➢ Evaluar la tasa de fertilidad en alpacas inseminadas con semen congelado 

utilizando el dilutor Andromed® y Biladyl®B.   



18 

 

Capítulo II 

Marco Teórico 

2.1. Antecedentes 

La congelación de semen en Camélidos Sudamericanos (SAC) se informó por 

primera vez en 1978. En la mayoría de los estudios, después del equilibrio a 4 °C, el semen 

de alpaca y llama se llena en pajillas de 0,25 ml y 0,5 ml y se congela en nitrógeno líquido 

(Bravo et al., 1996).  

La motilidad de los espermatozoides descongelados también es variable; Se han 

reportado motilidad de los espermatozoides del 5% a alrededor del 40-50% (Raymundo 

et al., 2006). 

También se ha informado sobre la congelación de espermatozoides epididimarios 

utilizando 3 diluyentes. El % de motilidad de los espermatozoides post descongelados fue 

mejor con lactosa más yema de huevo, que con tris y citrato de glucosa (18.2, 11.3 y 6.9%, 

respectivamente). Con respecto a la integridad del acrosoma obtuvieron 83,4% cuando los 

espermatozoides se congelaron en tris, el 80% fue para la lactosa y la yema de huevo y el 

79% para el diluyente de citrato y glucosa (Morton et al., 2007). 

Ordoñez et al. (2013) Realizaron 12 colectas de semen utilizando electro 

eyaculación, donde obtuvieron una media de volumen de 1.58 ± 1.76 ml, en cuanto al color 

predomino el blanco lechoso (58.33%), respecto a la concentración espermática obtuvieron 

84.08 ± 62.92 mill/ml de eyaculado, con respecto a la vitalidad en semen fresco fue de 59%, 

y en la etapa de refrigeración fue 53%, y para semen después del descongelado fue de 39%. 

La cantidad de eyaculado obtenido por dichos autores es menor a lo encontrado en llamas, 

la diferencia se debe a que dichos autores realizaron en especies diferentes (Giuliano et al., 

2008). 
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Giuliano et al. (2008) reportan resultados inferiores en concentración espermática 

posiblemente se debe que la colección en llamas lo realizo en estaciones diferentes del año, 

no obstante, el otro estudio se realizó al final de la estación de verano donde los 

reproductores manifiestan excelentes características reproductivas.  

Con respecto al porcentaje de fertilidad se encontró 33%, 29% y 9% para semen 

fresco refrigerado y congelado encontrando diferencias estadísticas entre muestra fresco, 

refrigerado frente a semen congelado (Giuliano, 2012) 

Los espermatozoides de alpaca y llama, pre tratados con colagenasa, para ser 

criopreservados, descongelados y utilizado para la IA resultó en 5 de 19 (26%) embarazos 

en alpacas. Aunque este estudio se muestra prometedor y sugiere que una reducción en la 

viscosidad del plasma seminal antes de la criopreservación puede mejorar el éxito de la IA, 

las tasas de embarazo aún no son comercialmente aceptables y, por lo tanto, es necesario 

investigar un protocolo óptimo de conservación para espermatozoides de alpaca (Bravo 

et al., 2000) 

Perez Durand et al. (2016) obtuvieron muestras de conducto deferente y realizaron 

la dilución utilizando el dilutor Triladyl®   más 14% de glicerol a una concentración de 

10x106  de espermatozoides motiles en pajillas de 0.25 ml, y obtuvieron motilidad post 

descongelado para reproductor 1  de 24.51% y en el reproductor 2 de 33.18%, no habiendo 

diferencias estadísticas, se indujo a la ovulación utilizando un reproductor vasectomizado 

determinando la presencia de folículo preovulatorio > 7mm por ecografía y se les sometió a 

copula con el macho vasectomizado para inducir a la ovulación, la inseminación con 

espermatozoides descongelados se realizó 30 h post inducción de la ovulación, para la 

inseminación se depositó en el cuerno ipsilateral del ovario funcional, el diagnostico de 

gestación se realizó a los 28 días post inseminación obteniendo una taza de preñez de 25%  

(5/20). 
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García et al. (2017) realizaron una investigación en inseminación artificial utilizando 

semen recientemente colectado, las alpacas fueron inseminadas a las 26-30 h después de 

haber inducido a la ovulación. Antes de la inseminación se limpió la región perianal, 

seguidamente se metió el especulo para una mejor visualización de la zona externa de la 

cérvix, para la IA se realizó con muestras de eyaculado fresco diluido a 35 ºC por un tiempo 

de 10 min, refrigerado a 15 ºC por un tiempo de 8 horas y refrigerado a 5 ºC por 24 horas. 

Una vez disuelta la muestra en proporción de (1/1) y determinar la concentración de 25 x 

106/ml se continuo a cargar la pistola de IA e introduciendo la pistola hasta el cuerpo del 

útero. Confirmaron la preñez pasado los 30 días después de la AI, para confirmar la gestación 

se consideró la vesícula embrionaria. Los resultados de porcentaje fertilidad con 

espermatozoides mantenidos fresco 35 ºC por 10 minutos y 15 ºC por 8 horas y refrigerado 

a 5 ºC por 24 horas utilizando yema de huevo fresco o yema de huevo en polvo como 

elemento del dilutor obtuvieron los siguientes resultados taza de preñez (%) de 50, 46.7, 

43.3, 40, 33.3, 30 para YHF, YHP a 35°C YHF, YHP a 15 °C YHF, YHP a 5° C 

respectivamente. 

2.2. Camélidos Sudamericanos 

2.2.1. Importancia de los Camélidos Sudamericanos   

El capital pecuario de alpacas en el Perú es de 3 685,516 el cual supera en 50,2% a 

lo reportado en el censo del año 1994. En la cual predomino la raza Huacaya con el 80,4% 

de la población, le sigue la raza Suri con 12,2% y los cruces con 7,3% (INEI, 2012), 

1’300.920 llamas y 188.327 vicuñas,  el departamento de Ayacucho tiene  una población de 

230 910 alpacas,  estas poblaciones  se encuentran en las zonas alto andinas a altitudes 

superiores a los 4,200 m.s.n.m. La importancia de la crianza de estas especies se debe a que 

es la única fuente de ingreso para las familias que residen a estas alturas donde no es posible 

la agricultura, estos productores alpaqueros aún persisten con la crianza tradicional lo que 
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dificulta mejorar la crianza y obtener mejores ingresos, el Perú tiene el 80% de la población 

del mundo de alpacas, no obstante la repercusión es muy poco significativa. El mercado 

internacional especializado demanda fibra de alta calidad y a un incipiente interés del 

mercado gourmet, que se interesa por las propiedades nutricionales de su carne. Además, la 

producción de los camélidos sudamericano doméstico, está creciendo en las comunidades 

andinas originarias donde son un recurso local valioso que atrae divisas provenientes de la 

exportación de fibra y animales de alta calidad genética (Wurzinger & Gutiérrez, 2022) 

2.2.2. Etología sexual de la alpaca macho  

Al observar la etología sexual de los machos de las dos especies domesticas se notó 

que presentan mayor inquietud y deseo sexual cuando existe mayor producción forrajera 

debido a que se acerca la época de lluvia (diciembre-abril) y se observó que este 

comportamiento va disminuyendo a medida que disminuye el forraje por la ausencia de 

lluvia (mayo-noviembre) se debe posiblemente a la diferencia de testosterona encontrada 

(García et al., 2005).   

En estas especies el comportamiento reproductivo presenta muchas particularidades 

entre ellas se podría mencionar la posición de copula y su comportamiento nervioso que 

presentan algunos reproductores que hacen que no se pueda extraer el semen con facilidad 

(Bustinza, 2001).  

En un estudio realizado, la cantidad de eyaculado, concentración varía de acuerdo a 

las estaciones del año, donde se encontró mejores resultados en la época lluviosa (diciembre- 

marzo) y disminuyendo en los meses de junio-julio, pero no hubo variación en los 

parámetros de motilidad, viscosidad, pH espermatozoides anormales (García et al., 2005).   

2.2.3. Colección de semen  

La colección de semen en camélidos se ha enfrentado desafíos debido a la posición 

de apareamiento, tiempo de apareamiento prolongado, el proceso eyaculatorio de las alpacas 
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macho y la deposición intrauterina de semen. Los machos se aparean en reclinación esternal 

durante un promedio de 20-25 min con una diferencia de 5-60 min. Durante la cópula, los 

machos eyaculan constantemente con pulsos uretrales distintos que varían en frecuencia y 

longitud a lo largo de la cópula, y el eyaculado se realiza en el útero (Vaughan et al., 2003) 

Se han investigado numerosos métodos para la recolección de semen, incluidos los 

condones intravaginales, esponjas vaginales, fistulación de la uretra, aspiración vaginal 

poscoital, electroeyaculación y vagina artificial (VA). La aspiración vaginal también produjo 

eyaculaciones de calidad inferior con algunas eyaculaciones que no contienen 

espermatozoides y otros contaminados con sangre (Adams et al., 2009). 

La electroeyaculación y vagina artificial proporcionan altas tasas de eyaculación (85-

100%), sin embargo, la electroeyaculación requiere sedación intensa o anestesia general y 

resultó en contaminación de la eyaculación con orina, así como una gran variación en la 

concentración de esperma entre eyaculados (Giuliano et al., 2008).  

Aunque esto requiere entrenar a los reproductores machos para la recolección de 

muestra de eyaculado, el éxito de la eyaculación es superior a otros métodos y la eyaculación 

resultante es representativo de una eyaculación durante el apareamiento natural. Intentos de 

mejorar la calidad de la eyaculación al incluir la adición de una estructura similar al cuello 

uterino de la VA, la presencia de hembras durante la recolección y la inclusión de un dilutor 

de semen en el recipiente de recolección, mientras que al añadir un diluyente de semen 

optimizó la motilidad de los espermatozoides, no se observaron otros efectos positivos sobre 

la calidad de los espermatozoides (Morton et al., 2009). 

El método en la cual se utiliza una vagina artificial con una hembra receptiva a lado 

a dado muy buenos resultados para la colección de muestras de eyaculado de buena calidad 

con fines de hacer la inseminación artificial, para lo cual se debe mantener constante la 

temperatura y simular el cérvix de la alpaca (Vaughan et al., 2003).  
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2.2.4. Características del eyaculado de alpaca  

El eyaculado contiene células de espermatozoides derivadas de los testículos y 

plasma seminal derivado de las secreciones de la glándula prostática y la glándula 

bulbouretral. 

 Los camélidos no tienen una glándula vesicular a diferencia de otras especies de 

ganado, incluidos el carnero y el toro. En las alpacas, alrededor del 85% de la muestra 

obtenida es plasma seminal y el 15% es espermatozoides (Bravo et al., 1997).  

Los eyaculados de camélidos se caracterizan por tener poco volumen, elevada 

viscosidad (filancia), poca concentración de espermatozoides y estos varían entre diferentes 

reproductores, y entre las muestras obtenidas del mismo reproductor, esto conlleva a 

dificultades en colectar eyaculados buenos para la preservación de espermatozoides y la 

inseminación artificial  (Von Baer & Hellemann, 1999). 

La coloración del semen varía de translúcido a blanco cremoso, dependiendo de la 

concentración de espermatozoides y en ocasiones se observa un color grisáceo (Tibary & 

Memon, 1999).  

La cantidad de eyaculado obtenido, concentración, el % de vitalidad, % de 

anormalidad de espermatozoides, y el tiempo de la cópula se ha visto que varía entre 

reproductores machos, sin embargo, el pH no fue diferente entre reproductores (Bravo et al., 

1997).  

La concentración se determina una vez realizada la licuefacción del eyaculado, 

utilizando una cámara de neubauer, el pH del eyaculado de camélidos oscila de 7,2 a 8,6 

(Bravo et al., 1997) 

La forma de moverse de los espermatozoides en el semen de camélidos sin diluir se 

describe mejor como oscilante debido a que la mayoría de los espermatozoides tienden a 
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tener un movimiento de ida y vuelta, un pequeño porcentaje 5 al 10% de los espermatozoides 

logran progresar activamente hacia delante (Bravo et al., 2000). .  

Contractilidad muscular y el movimiento ciliar del aparato reproductor femenino son 

posiblemente los mecanismos más significativos de transferencia de los espermatozoides 

durante el transporte desde el sitio donde se deposita en el útero hasta el lugar donde se 

realiza la fertilización en el oviducto, la motilidad espermática es fundamental para el paso 

a través de la unión uterotubarica y la penetración a las células de cumulus y zona pelúcida 

del óvulo (Hafez & Hafez, 2007). 

La muestra de eyaculado colectado es el componente líquido que alberga a los 

espermatozoides y las mucosidades de los otros órganos del sistema reproductor, la fracción 

liquida de la muestra, el cual toma el nombre de plasma seminal (PS) (Hafez & Hafez, 2007).  

Los componentes bioquímicos del PS de los camélidos se ha estudiado y contiene, 

calcio, cloruros, lípidos, proteínas y glucosa en cantidades equivalentes a los encontrados en 

muestras de carnero y toro, pero en cuanto a  la cantidad de fructosa y ácido cítrico es menor 

en el plasma seminal de alpaca y camello, esto se debe posiblemente a que esta especie 

carecen de las glándulas vesiculares, que originan a la fructosa y ácido cítrico en las otras 

especies (Vaughan et al., 2003).  

2.2.5. Características macroscópicas  

a. Color  

En cuanto al color las muestras obtenidas de los eyaculados difieren de blanco 

lechoso a blanco transparente, esto varía de acuerdo a la cantidad de espermatozoides y a la 

contaminación con otros líquidos, ahí veces tornan otros colores por la presencia de 

sustancias ajenas al eyaculado (Sumar & Leyva, 1981). La obtención de un color crema es 

un indicativo de que la muestra tiene buena concentración espermática en el eyaculado 

(Paricahua, 2001)   
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b. Volumen  

Los testículos de alpacas tienen una media de 3 - 5 cm de largo y 15-18 gramos de 

peso, el que corresponde a 0.02 a 0.03% con respecto al peso del cuerpo a diferencia de 0.18 

y 1.4 % en los toros y carneros (Vaughan et al., 2003).  

Esto conlleva a que los camélidos en especial la alpaca produzca menor volumen de 

eyaculado con respecto a las otras especies domesticas (Kershaw-Young & Maxwell, 

2012a).  

c. pH  

En camélidos, el pH se aproximan mucho hacer neutro, con muchas aproximaciones 

hacer ligeramente alcalino e incrementa cuando hay contaminación por presencia de orina 

cuando se utiliza el método de electroeyaculacion (Sumar, 2002). 

En alpacas el pH está varía de 7.1 a 8.3 y en llamas oscila de 7.2 a 8.6 (Hanzen et al., 

2014).   

d. Filancia y viscosidad  

La presencia de viscosidad y/o filancia es frecuente en los eyaculados de camélidos 

lo que dificulta la dilución y un mejor manejo para evaluar y desarrollar el proceso de la 

inseminación artificial, esta viscosidad que es natural, es la causa que imposibilita el 

desarrollo del almacenamiento y la IA (Morton et al., 2009). 

Además imposibilita una mezcla uniforme del eyaculado con el diluyente, debido a 

que imposibilita el contacto entre la membrana espermática y los diluyentes usados para la 

conservación (Kershaw-Young & Maxwell, 2012a).   

La cantidad de glicosaminoglicanos (GAG) presentes en el plasma seminal de la 

alpaca es 15 veces más que del carnero y más del 85 % del contenido de GAG en el plasma 

seminal de la alpaca es sulfato de queratán, y este está relacionado con la filancia (Kershaw-

Young & Maxwell, 2012b). 
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Según Giuliano (2012).  La filancia del eyaculado se define como la capacidad de 

formación de hilo, este es una característica particular a la viscosidad   

La viscosidad se evaluó utilizando la prueba de hilo como se describió anteriormente, 

para el cual 50 μl de semen se extrae en una pipeta, se pipetearon 25 μl en un portaobjetos 

de vidrio tibio y se movió la pipeta verticalmente desde el portaobjetos de vidrio formando 

un hilo de semen. La longitud del hilo se midió usando una regla, al mm más cercano y la 

longitud a la que se rompió el hilo de semen se registró como la medición de la viscosidad. 

(Bravo et al., 2000). 

2.2.6. Características microscópicas  

Una vez realizado la colecta de la muestra se realiza la evaluación macro y 

microscópica del semen con el objetivo de conocer si es de buena o mala calidad y 

determinar la proporción para la dilución y determinar la cantidad de dosis a obtener que nos 

garantice su eficacia (Bustinza, 2001).  

a. Concentración espermática  

La cantidad de espermatozoides presente en el eyaculado es muy variable, este nos 

da una referencia de la cantidad de espermatozoides por ml de eyaculado por lo que se hace 

de vital importancia determinar el cual se realiza utilizando una cámara de neubauer entre 

otros equipos (Hafez & Hafez, 2007).    

La cantidad de espermatozoides en alpacas oscila entre 30 a 150 millones de 

espermatozoides por ml de eyaculado y difiere ampliamente en cada reproductor, numero de 

eyaculado y el método de colecta utilizado (Vaughan et al., 2003).  

b. Vitalidad espermática  

La vitalidad de espermatozoides es uno de los exámenes de rutina en evaluación 

microscópica de semen de alpaca debido a que nos da una información de control del 

porcentaje de motilidad espermática debido a que  él  % de espermatozoides muertos no debe 
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superar el % de espermatozoides inmóviles esta prueba se rige sobre el principio del daño 

de la membranas del espermatozoide el cual encontramos en los espermatozoides muertos o 

con membrana dañada debido a que permite el ingreso de los colorantes impermeables al 

interior de la membrana (WHO, 2010).   

Existen diferentes formas de evaluar la vitalidad del espermatozoides, las más usada 

tenemos la tinción de eosina – nigrosina (Alarcón et al., 2012).  

c. Motilidad espermática  

Es un parámetro de suma importancia a ser evaluado ya que nos da una información 

de la calidad y nos da a conocer la energía con que se desplazan los espermatozoides, esta 

evaluación se debe realizar inmediatamente finalizado la colección seminal para observar la 

intensidad con que se mueven los espermatozoides (Sumar & Leyva, 1981).  

La movilidad se asemeja más para determinar la viabilidad espermática, el análisis 

visual de la movilidad es el criterio que más se utiliza para determinar la viabilidad de los 

espermatozoides (Aller et al., 2003).   

Choez et al. (2013). Mencionan que eyaculados frescas que resultan a la evaluación 

con una motilidad superior al 60%  logran mayores porcentajes de motilidad post-

descongelado, a diferencia de las muestras frescas con motilidad inferior al 60%  Bustinza 

(2001) sugiere utilizar muestras de eyaculado con motilidad inicial  mayor o igual al 60% o 

mínima del 50%, para ser utilizados en la crio preservación de semen de alpacas.   

d. Funcionalidad de membrana espermática  

En los camélidos al evaluar la motilidad espermática existe poco número de 

espermatozoides con motilidad progresiva motivo por el cual la necesidad de determinar si 

en la muestra colectada existe espermatozoides inmóviles y que tengan las membrana 

funcional e integra. Por esta causa la motilidad de espermatozoides no es un indicativo de la 
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calidad de la muestra obtenida y espermatozoides inmóviles o poco motiles es una 

característica propia de los CSA (Giuliano, 2012).   

e. Integridad de acrosoma espermático  

El acrosoma se encuentra en la zona apical de la cabeza del espermatozoide, alberga 

diferentes enzimas hidrolíticas, tales así la hialuronidasa y la acrosina, realizar la evaluación 

de este parámetro espermático es muy importante por la reacción que tiene el acrosoma para 

la unión del acrosoma con la membrana plasmática el cual prosigue con la fertilización, 

conocer la integridad del acrosoma es muy importante, esto se debe a la función y  papel que 

cumple en la reacción del acrosoma el cual es un proceso exocitótico, en el cual se unen el 

acrosoma con la membrana plasmática, dando como resultado el despliegue y liberación del 

adjunto del acrosoma al medio extracelular (Ramalho-Santos et al., 2002).  

Figura 1 

Organización de la cabeza de un espermatozoide de mamífero 
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2.2.7. Pasos de congelación de semen  

El proceso de almacenamiento de eyaculado de alpaca comprende diferentes etapas 

desde la evaluación, dilución, refrigeración, congelación, finalizando con la evaluación de 

semen pos descongelado.   

Dilución y diluyentes 

Para realizar una mejor dilución se debe tener en cuenta los parámetros de 

concentración, volumen del eyaculado de buena calidad, % de espermatozoides vivos, 

muertos y los anormales (Bustinza, 2001) 

La IA utilizando eyaculado disuelto con un diluyente  se puede realizar con  número 

que oscila de 8 a 16 millones de espermatozoides por ml de eyaculado (Alarcón et al., 2012; 

Bravo et al., 1999; Cárdenas, 2002; Ordoñez et al., 2013).  

Varios de los diluyentes de uso común para rumiantes se han aplicado en la 

preservación de semen de alpaca y llama, y solo un diluyente comercial específicamente 

etiquetado como diluyente de semen de camélidos está disponible (Camel Buffer, 

tecnologías IMV). Además de los resultados de diluyentes probados en semen de alpaca y 

llama, resultados de un proyecto de desarrollo rural en Australia mostró que de 15 extensores 

probados, solo 5 dieron como resultado una motilidad > 30% después de 24 h (Sheep Red, 

Camello verde, Triladyl, Biladyl, Andromed) (Vaughan et al., 2003) 

Recientemente, también se han calculado los porcentajes de espermatozoides vivos 

evaluados en muestras mantenidas a 4 °C hasta 72 horas en la alpaca y 24 horas en la llama. 

En muestras de semen de alpaca mantenido durante 24 horas a 4 °C, y diluido con yema de 

huevo con lactosa, la movilidad progresiva de espermatozoides vivos no cambiaron y fue 

del 62% (Morton et al., 2007). 
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Enfriamiento y refrigerado  

Mantener las muestras de semen en refrigeración también se utiliza para la 

conservación, pero por un corto tiempo, para ello se necesita diluyentes que deben tener 

sustancias específicas, como una solución tampón, sales, azúcares y sustancias que 

contribuyan a proteger la membrana durante la disminución de la temperatura en 

refrigeración tales así la yema de huevo (Choez, 2010).    

El proceso de refrigeración es la etapa donde se disminuye gradualmente la 

temperatura para la disminución gradual de la motilidad, habitualmente se mantiene en 4 a 

5 ºC.  El tiempo que se mantiene en refrigeración suele ser de 1 hora (Ordoñez et al., 2013) 

o de 2 horas (Morton et al., 2007).   

Dilución con crioprotector y envasado  

Las pajuelas de 0.25 - 0.5 ml son muy comerciales, la excelencia de estas pajuelas  

es que ocupan espacios  reducidos al momento  de almacenar y han dado hasta el momento 

mejores resultados en el proceso de congelación, tiene la facilidad de albergar menos espacio 

al momento de almacenar y mejor resultado de congelación, habitualmente estas muestras 

de eyaculado se carga a 4 ºC y son sellados con alcohol polivinilo, las pajillas de 0.5 ml 

miden 113 mm de largo por 2.8 mm de diámetro  en un trabajo de investigación con 

espermatozoides obtenidos de epidídimos de alpaca, realizaron la congelación de 

espermatozoides en pellets y pajuelas, encontrando superior supervivencia de 

espermatozoides posteriormente de la criopreservacion en pellets (Morton et al., 2007)  

Equilibrado, congelación y almacenamiento  

En la conservación de espermatozoides numerosos dilutores que incluyen tampones 

a base de sacarosa, lactosa, citrato y fructosa. Los dilutores comercialmente elaborados para 

otras especies de animales como el tampón verde, el Biladyl, el Androh y el Triladilo han 

sido investigados por su capacidad para almacenar líquidos esperma de camélido. En los 
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camellos bactrianos, un extensor basado en tris a un pH de 6.9 y una osmolaridad de 330 

mOsm. Pudo mantener la movilidad de los espermatozoides hasta en un 55% después de 24 

h de almacenamiento a 4 ° C. El extensor basado en tris fue superior al tampón verde, 

extensores a base de lactosa y sacarosa (Niasari-Naslaji et al., 2006).  

En alpacas, las tasas de motilidad de espermatozoides de 50% y 45% se logró a las 

24 y 48 h de incubación, respectivamente, utilizando el extensor de semen comercial 

Triladilo para almacenamiento de líquidos a 4 ° C (Vaughan et al., 2003). Biladyl también 

tuvo éxito en mantener tasas de motilidad espermática del 45% y 35% a las 24 y 48 h de 

almacenamiento respectivamente, cuando se almacenan a 4 ° C (Vaughan et al., 2003). 

En otro estudio, las tasas de motilidad de solo 33% y 12% a las 24 y 48 h fueron 

observado para semen de alpaca almacenado a 4 ° C usando Triladyl, aunque Triladyl fue 

superior a Andromed, tampones a base de lactosa y tris en la conservación de la motilidad 

espermática (Morton et al., 2009).  

El dilutor optimo se identificó como Biladyl, y se descubrió que una proporción de 

1 parte de semen por 4 partes de Biladyl era óptimo para el almacenamiento líquido de 

espermatozoides epididimario de alpaca a 4 ° C (Morton et al., 2008). 

El mayor reto para los espermatozoides durante la conservación no es aguantar las 

temperaturas ínfimas del nitrógeno líquido (NL), sino conservar la viabilidad en 

temperaturas que oscilan de -15 y - 60ºC que los espermatozoides sienten en la congelación 

y la descongelación, debido a que a - 196ºC no se producen reacciones térmicas, porque 

debajo de los -130ºC no hay agua en estado líquido (Choez, 2010).   

El proceso de conservación de semen por el método horizontal se realiza en un 

material de tecnopor, en el cual se deposita el nitrógeno líquido (NL) hasta 4 cm de altura, 

las pajuelas se depositan en una gradilla a una altura de 4.5 cm por encima del NL, y se 

congela en vapores de nitrógeno por un tiempo de 8 minutos y se sumerge en NL, para 
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subsiguientemente ser trasladado a tanques criogénicos y guarda a una temperatura de -

196°C (Cárdenas, 2002). 

Descongelación  

Excelente resultado del proceso de congelación está establecido por los pasos 

realizados al momento de descongelar, para ello se establece un optima curva de 

enfriamiento y calentamiento (Choez, 2010).   

Cuba (2000) evaluó la motilidad y vitalidad de eyaculado de buena calidad congelado 

a distintos tiempos de descongelacion: 24 horas, 7, 15 y 30 días; menciona que no existe 

diferencia en tiempos diferentes de almacenamiento.   

Criopreservación de semen  

Diferentes métodos utilizados en la criopreservación de semen tienen como finalidad 

obtener buenos resultados en la motilidad y supervivencia de los espermatozoides y que 

tengan buena fertilidad del semen después del descongelado, la criopreservación de semen 

establece mantener la vitalidad y la funcionalidad de los espermatozoides a temperaturas 

muy bajas, en la etapa de conservación los espermatozoides se encuentran expuestos a 

diferentes formas de estrés el cual exponen a los espermatozoides a daños graves que 

complican su funcionalidad y posterior fertilidad (Choez, 2010).  

La criopreservación garantiza la conservación de espermatozoides, este repercute en 

los porcentajes de motilidad y vitalidad espermática y debe tenerse mucho en cuenta en los 

protocolos de tecnologías de reproducción, debido a que una buena fertilidad del 

espermatozoide es muy importante para implementar nuevos programas de inseminación 

artificial (Aller et al., 2003).  

Se ha observado hasta un 28% de motilidad post-descongelación en semen de llama 

criopreservado en un dilutor de semen basado en TRIS (Von Baer & Hellemann, 1999) 
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Se informaron tasas de motilidad post-descongelación del 30-40% utilizando un 

dilutor a base de citrato En el último estudio, la viscosidad del semen de la llama se redujo 

con 1 mg / ml de colagenasa antes de la criopreservación, y este esperma criopreservado, 

cuando se usó para IA, tuvo éxito en la producción tasas de embarazo del 26% (5/19 alpacas 

dieron a luz cría viva) (Bravo et al., 2000). 

Usando los dilutores comerciales disponibles como  Biladyl y Green buffer, las tasas 

de motilidad después del descongelado fueron de 21% y 17% respectivamente (rango 0-

40%) aunque intenta utilizar otros dilutores comerciales, incluido Triladyl, que fue exitoso 

para el almacenamiento líquido de espermatozoides de alpaca, dio tasas de motilidad post-

descongelación de 0-10% (Vaughan et al., 2003).  

Como lo indican las bajas tasas de motilidad post-descongelado, se requiere más 

investigación para optimizar criopreservación de semen en camélidos. Las tasas de motilidad 

más altas después del descongelado se observaron en los camellos bactrianos, semen de 

llama de viscosidad reducida y esperma de alpaca epididimaria. El semen de camello 

bactriano es generalmente menos viscoso que otros camélidos  y en consecuencia, el 

componente viscoso del semen puede ser eliminado por métodos mecánicos antes del 

procesamiento para el almacenamiento (Niasari-Naslaji et al., 2007).  

Los espermatozoides epidídimos se extraen de los epidídimos de los machos 

castrados y, por lo tanto, no han tenido contacto con las secreciones plasmáticas seminales 

de las glándulas bulbouretrales y prostáticas, y no ha sido expuesto al plasma seminal 

viscoso. En consecuencia, los espermatozoides epididimarios son más fáciles para evaluar 

los parámetros básicos de los espermatozoides, como la motilidad y la concentración, y 

exhibir hacia adelante motilidad progresiva en oposición a la motilidad oscilatoria que se 

observa en el semen eyaculado (Morton et al., 2007). 
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Criopreservación de semen de alpaca tratada con papaína 

En el semen de los camélidos del nuevo mundo (alpaca, llama, vicuña y guanaco) es 

viscoso durante 18-24 h después de la eyaculación (Garnica et al., 1993).  

Por el contrario, en alpacas y llamas, la criopreservación de semen viscoso "no 

licuado" no tiene éxito, con baja motilidad espermática obtenida después del 

descongelamiento (Adams et al., 2009).  

En consecuencia, la investigación sobre el almacenamiento de semen congelado de 

alpaca se ha centrado en reducir la viscosidad del plasma seminal mediante métodos 

mecánicos y enzimáticos  (Bravo et al., 1999).  

Los espermatozoides de alpaca y llama pre tratados con colagenasa, luego 

criopreservados, descongelados y utilizado para AI resultó en 5 de 19 (26%) embarazos en 

alpacas, aunque este estudio se muestra prometedor y sugiere que una reducción en la 

viscosidad del plasma seminal antes de la criopreservación puede mejorar el éxito de la 

inseminación artificial, las tasas de preñez aún no son comercialmente aceptables y, por lo 

tanto, es necesario investigar a un más diferentes protocolos para mejorar la conservación 

de espermatozoides. (Bravo et al., 2000). 

Para desarrollar un protocolo exitoso, confiable y comercialmente disponible para la 

criopreservación de semen de alpaca es necesario investigar a fondo todos los componentes 

del extensor, así como determinar el método de congelación más adecuado (etapas de 

congelación y descongelación y modo de almacenamiento). Sin embargo, la realización de 

esta investigación se ve obstaculizada por el plasma seminal viscoso que impide el éxito 

criopreservación y, por lo tanto, es necesario determinar primero si se reduce la filancia del 

eyaculado de alpaca antes de la criopreservación y si mejora la motilidad del esperma tanto 

durante como después criopreservación. Hemos determinado que la naturaleza viscosa del 

plasma seminal de alpaca es causada por la gran proteína gelificante mucina 5B y la proteasa 
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de papaína degrada la mucina 5B, eliminando así la viscosidad, sin afectar la función del 

esperma. Además, semen de alpaca incubado con 0.1 mg / ml de papaína por un tiempo de 

20 minutos a 37 °C y luego con 10 µm E-64 (inhibidor de papaína) durante 5 minutos a 37 

°C se vuelve no viscoso y los espermatozoides permanecen móviles e intactos, para reducir 

la viscosidad del semen de alpaca con papaína mejora la funcionalidad y la integridad de los 

espermatozoides durante el proceso congelación y post-descongelado.  

Este estudio investigó la consecuencia del tratamiento de los espermatozoides con 

papaína y E-64 sobre la motilidad de espermatozoide de alpaca en el proceso de 

enfriamiento, congelación y post-descongelación para investigar el efecto de la enzima en la 

reducción de la viscosidad y el éxito de la criopreservación de espermatozoides de alpaca. 

Se utilizaron dos extensores; lactosa y un extensor de tris-citrato-fructosa, los cuales se han 

utilizado previamente para la conservación de espermatozoides de alpaca (Morton et al., 

2007). 

Dilutores de semen  

Las composiciones bioquímicas del plasma seminal de camélidos son parecidas a las 

otras especies domésticas, por el cual se recomienda que los diluyentes utilizados para 

conservar espermatozoides de toro y carnero serian buenos para la conservación de 

eyaculados de buena calidad de camélidos, cabe mencionar que se han realizado diferentes 

intentos de diluir  asciendo uso de lactosa, sacarosa, lactosa, citrato - fructosa y tampones, 

los dilutores comerciales son elaborados para otras especies (Bravo et al., 2000).   

El diluyente adecuado debe contribuir con diferentes nutrientes esenciales para 

mantener el metabolismo de la célula del espermatozoide (glucosa), proteger del shock 

térmico provocado por el frio (albumina sérica de ternero),  mantener el pH del diluyente 

(bicarbonato, TRIS, HEPES), la presión osmótica (sales NaCl, KCl) y evitar el crecimiento 

microbiano mediante el uso de diferentes antibióticos (Avila, 2009).   
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2.2.8. Crioprotectores de semen  

Estos se clasifican en 2 grupos: alcoholes (etilenglicol, propilenglicol, glicerol) y 

amidas (dimetilformamida, dimetilacemida), para que un crioprotector se considere ideal 

debe poseer un bajo peso molecular, tener excelente solubilidad en el agua y tener poca 

toxicidad a los espermatozoide. El glicerol, por tener bajo peso molecular posibilita el 

ingreso a los espermatozoides y reemplazar el agua del interior en la etapa de congelamiento, 

a este incluido una curva de congelamiento lento reduce la formación de cristales de hielo 

en el interior de la célula (espermatozoide) (Salamon & Maxwell, 2000).   

Cárdenas, (2002) reporto elevados resultados de motilidad post-descongelado 

(35.10%), para el cual utilizo un dilutor a base tris + 30% de yema de huevo y 5% de glicerol.   

Choez et al. (2014) Utilizaron dilutores a base de leche descremada - yema de huevo 

y fructosa recuperaron y diluyeron espermatozoides epididimarios de alpaca, y congelaron 

con 8 concentraciones (0, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.25, 1.5 y 1.75 M) de tres diferentes crio 

protectores y reportaron porcentajes elevados de motilidad, viabilidad e integridad 

acrosomal en los grupos congelados previamente con glicerol, etilenglicol y DMSO usando 

la concentración de 1 M.    

Carretero et al. (2014) reportaron que el eyaculado congelado en dilutor a base de 

lactosa, yema de huevo y 7% de dimetilformamida resulto con un % superior de motilidad 

espermática que al congelar con diluyente de 7% de glicerol.  

2.2.9. Diluyentes comerciales para conservación de espermatozoides.   

a. AndroMed® (Minitube, Tiefenbach, Germany).   

Dilutor de uso comercial para la dilución de semen de toros y usado también en la 

dilución de semen de especies diferente al bovino, se puede obtener en el mercado en 

presentaciones de frascos de 200 ml  

Entre sus principales características se puede mencionar lo siguiente: 
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a). Es adecuado para la dilución de semen fresco a temperaturas que oscila de +5°C 

hasta +10°C 

b) No posee sustancias de origen animal (yema de huevo) 

c) Al no contener sustancias de origen animal posee una característica transparente 

por el cual se observa con mejor claridad en el microscopio ( Minitube, 2003). 

AndroMed® se usa frecuentemente en eyaculados de concentraciones bajas a 

elevadas tasas de dilución, contiene fosfolípidos, TRIS, ácido cítrico, azúcares, 

antioxidantes, tampones, glicerina, agua de altísima pureza y diferentes antibióticos como 

(Tilosina 5,0 mg, Gentamicina 25,0 mg, Espectinomicina 30,0 mg, Lincomicina 15,0 mg, 

todo en 200 ml) con respecto a su presentación se diluye 200 ml del dilutor andromed® en 

800 ml de agua bidestilada ambos a temperatura iguales 37° C (Minitube, 2003).   

b. Biladyl B  

En la preparación del dilutor Biladyl® B se añade a este diluyente yema de huevo 

fresca. La cantidad de dilución para los eyaculados obtenidos han permite un extenso rango 

de variación, todo esto sin alterar los resultados de fertilidad. Biladyl® B es usado con 

buenos resultados al diluir muestras con baja concentración de espermatozoides así mismo 

para realizar la dilución de muestras de eyaculados con escasa concentración espermática la 

forma de preparar fue según indicaciones del fabricante Biladyl, fracción B, 250 g, para un 

total de 750 g de diluyente. 

2.2.10. Endocrinología del desarrollo folicular  

La funcionalidad de ovarios está controlada por los diferentes mecanismos de 

interacción que hay entre los sistemas endocrinos y componentes locales paracrinos - 

autocrinos, (Hafez & Hafez, 2007). 

El hipotálamo secreta la hormona (GnRH) el cual origina diferentes mecanismos para 

que se liberen la FSH y  LH de la hipófisis, cabe mencionar que el crecimiento folicular 
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hasta que se forme el antro no depende rigurosamente de la gonadotropina Una vez secretada 

la GnRH esta se deposita en el hipotálamo basal medio y desde donde envía enlaces 

humorales de los sistemas endocrino y neuronal hasta que ocurra la despolarización neuronal 

y expulsan pulsos de GnRH hacia el sistema sanguíneo hipofisiario para que se pueda liberar 

las hormonas LH y FSH de la adenohipofisis ( Hafez & Hafez, 2007).  

La activación de los folículos se fracciona en 2 etapas una de ellas se llama activación 

inicial y la otra activación de folículos antrales  

La primera de ellas llamada activación inicial, comprende el cambio que existe de 

folículos primordiales hasta primarios, la activación inicial como el crecimiento hasta formar 

el antro  no depende de la gonadotropina  en otras palabras es independiente de las diferentes 

concentraciones  sanguíneas de LH y FSH (Gigli et al., 2006).  

Hasta el momento no se ha determinado que mecanismos están inmersos para que 

exista un momento adecuado en que los folículos conglomerados empiecen a crecer y 

diferenciarse(Gigli et al., 2006; Hafez & Hafez, 2007).  

Folículos pre-antrales suelen detenerse en su crecimiento por mucho tiempo todo 

esto hasta que suceda una nueva o segunda activación al cual se le denominara activación de 

folículos terciarios o antrales para el cual se requiere niveles de FSH. Para conocer mejor 

estos acontecimientos se observa tres sucesos: 

• Reclutamiento (evento en el cual se lleva a cabo la activación  de un número de 

folículos terciarios) 

• Selección (evento en el cual 1 folículo se selecciona entre los otros)  

• Dominancia (evento en el que el folículo que se selecciona es dominante, y continua 

con su crecimiento, en cambio los otros que están sometidos regresionan y se 

atresian).  

Es permisible que la LH juegue un papel importante en el etapa de selección debido 

a que existen acontecimientos de variación de tamaño y aumenta la LH simultáneamente, a 
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la vez que el folículo dominante manifiesta un mayor número de receptores para la hormona 

LH a comparación de las subordinadas (Gigli et al., 2006).  

2.2.11. Dinámica folicular en camélidos sudamericanos.  

En camélidos domésticos hembras al no ser exhibidas a un reproductor, producen 

ondas foliculares continuas, en 3 fases de crecimiento, en el cual un conjunto de folículos 

son incorporados, y solo uno es seleccionado para iniciar su crecimiento, diferenciándose 

hasta alcanzar un tamaño ovulatorio (= a 7 mm de diámetro)(Bravo et al., 1990).  

El ciclo de una onda folicular a otra, en otras palabras, es el período que hay entre la 

emergencia de folículos dominantes consecutivos, el promedio en alpacas es 15.8 ± 0.6 días  

y en llamas de 18 ± 2.6 días, mencionan que las duraciones de estos intervalos tienden a 

variar de acuerdo con el tamaño del folículo dominante esto quiere decir que el menor 

intervalo se debería al menor tamaño del folículo. (Vaughan, 2001) 

El crecimiento de las ondas foliculares en alpacas sucede alternantemente en cada 

ovario, se puede corroborar debido a la presencia de folículo dominante en cada ovario en 

85% ; encontrándose al final de la ovulación el cuerpo lúteo, en llamas, sucede en el ovario 

derecho en 51 % ovario izquierdo en 47 % y en ambos 2% (Bravo et al., 1990).   

2.2.12. La ovulación en camélidos  

Los CSA son especies que tienen ovulación inducida, debido a un estímulo, el cual 

proporciona mecanismos nerviosos suficientes para desatar la secreción de la hipófisis 

anterior de la hormona luteinizante (LH) el cual es causante de la ruptura del folículo y 

subsecuente liberación del ovulo (Fernández Baca, 1971).  

Investigaciones en vacunos indican que antes que suceda la ovulación inicia con la 

disgregación y desintegración continua de las diferentes capas de células que envuelven el 

ápice del folículo preovulatorio como consecuencia de las acciones de las enzimas 
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proteolíticas originadas por las células de la granulosa debido a los fibroblastos que circulan 

en respuesta a la LH, progesterona (P4) y prostaglandina (Hafez & Hafez, 2007).  

Reportan fracasos de ovulación después de la copula las cuales aún no tiene una 

explicación, menciona que este suceso suele pasar a consecuencia que disminuye la 

sensibilidad de los folículos a los diferentes nivele de LH que circula esto a causa de las 

variaciones que tiene el desarrollo de los estadios de la maduración de los folículos 

(Fernández Baca, 1971).  

2.2.13. Inseminación artificial en camélidos  

Revelando la inducción química de la ovulación en camélidos: de FIO a β-NGF 

La identificación de β-NGF en el eyaculado de la mayor parte de especies de 

camélidos y el esclarecimiento de su acción de señalización en el tracto genital femenino, 

que termina en la inducción de la ovulación, se logró después de una larga búsqueda 

sistemática.  

Varios estudios chinos reportaron la primera evidencia de la presencia de un factor 

que induce la ovulación (FIO) en el eyaculado de camello bactriano hace 40 años. En  base 

a los resultados de estas investigaciones, se concluyó que:  

a) Una molécula de proteína vigente en el plasma seminal era responsable de 

provocar la ovulación en lugar de la estimulación física de la cópula (Chen et al., 1985). 

b) La ovulación inducida por la administración sistémica o intrauterina del factor está 

precedida por un pico preovulatorio de LH (Xu et al., 1985).  

c) El factor es una nueva proteína químicamente distinta a la GnRH, LH, hCG, eCG 

y PGF2ὰ (Pan et al., 2001). 

Un estudio realizado años después en Camélidos Sudamericanos (CSA), también 

documentó la presencia de FIO en el semen de estas especies debido a que la inyección 

sistémica de plasma seminal homólogo indujo la ovulación en 28 de 30 hembras tratadas, al 
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igual que en los estudios de camélido bacteriano, la ovulación fue precedida por un pico 

preovulatorio de LH (Adams et al., 2005).  

Para probar la presencia de FIO utilizando plasma seminal homólogo o heterólogo, 

o FIO purificado después de la administración intramuscular, intravenosa o intrauterina. 

(Adams et al., 2005)  

Queremos señalar que la mayor parte de la información de los estudios iniciales 

presentados, se refieren a esta molécula de proteína como factor inductor de la ovulación, 

FIO. Este factor ahora ha sido identificado como la neurotrofina β -NGF en llamas, alpacas 

y camellos bactrianos (Ratto et al., 2012).  

Encontraron que la concentración de β -NGF es alta en el plasma seminal de otro 

ovulador inducido, como el conejo, otros estudios demostraron que el β -NGF representa 

aproximadamente el 50% de proteína total en el plasma seminal de llama (12,4 mg / ml), 

siendo 10 veces más concentrado que en el semen bovino (Ratto et al., 2010) 

También β -NGF ha sido descrita como una de las proteínas seminales más 

abundantes en las alpacas, y representa del 15 al 30% del contenido total de proteínas de 

líquido seminal (Kershaw-Young & Maxwell, 2012b). 

Inducción de la ovulación 

Un método alternativo para eliminar un folículo dominante existente implica la 

inducción de la ovulación o la luteinización de ese folículo para ocasionar la aparición de 

nueva onda folicular. El apareamiento con un macho vasectomizado o por la inyección de 

GnRH, LH o gonadotropina coriónica humana (hCG) externa en frente de un folículo 

maduro o en crecimiento de 7 mm o más de diámetro puede usarse para la inducción de la 

ovulación 28 a 30 horas post inyección en camélidos sudamericanos (Huanca et al., 2001).  

El análogo de GnRH buserelina (Receptal) se ha administrado por vía intramuscular 

a una dosis de 8 μg (rango, 4 a 12 μg) durante muchos años en llamas y alpacas para provocar 
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la ovulación en presencia de un folículo del tamaño de un óvulo, más recientemente, la LH 

(Lutropin V: Vetrepharm) se ha utilizado por vía intramuscular en llamas a razón de 2 mg. 

(Huanca et al., 2001).  

La dosis de hCG (Chorulon: Intervet) para inducir consistentemente la ovulación en 

llamas o alpacas con un folículo considerado capaz de ovular varía de 500 a 750 UI 

administradas por vía intramuscular o intravenosa (Ratto et al., 2010). 

La falla de la ovulación ocurre en aproximadamente el 10% de hembras y puede estar 

relacionado con el momento de la administración del estímulo ovulatorio. Si el folículo 

dominante (o el que se selecciona posteriormente como dominante) es inmaduro y carece de 

sensibilidad a la LH en el momento del estímulo, puede producirse una falla en la ovulación, 

han propuesto una menor liberación de LH en hembras con pequeños folículos debido a la 

reducción de estradiol del hipotálamo y la pituitaria. (Bravo et al., 1999)  

La falla de GnRH o agonista de GnRH para inducir la ovulación puede estar 

relacionada con el momento de la administración, si el folículo dominante (o el que 

posteriormente se selecciona como dominante) es inmadura y sin respuesta a la LH en el 

momento de la administración, es posible que los folículos envejecidos tampoco respondan 

al tratamiento con GnRH. En camellos, hay una fuerte disminución de la eficacia de una 

única inyección I.V. de GnRH para inducir la ovulación cuando el folículo es dominante. 

Los folículos envejecen y superan los 20 mm de diámetro (Skidmore et al., 1996). 

La biotecnología reproductiva de la IA es una técnica que se utiliza en diferentes 

especies domesticas de importancia veterinaria, para ello el semen obtenido y procesado se 

deposita en el aparato reproductor de la hembra que tenga las condiciones y en el momento 

oportuno. La inseminación en camélidos domésticos y silvestres comprende en el macho, la 

colección de semen por diferentes métodos, evaluación, dilución y crio preservación del 
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semen y en la hembra: seleccionar hembras inducir a la ovulación para finalmente realizar 

la inseminación artificial (Pérez, 1997).  

Para realizar la inseminación artificial se procede de la siguiente manera se inicia con 

la selección de las hembras, inducir a la ovulación, establecer el tiempo óptimo para realizar 

la inseminación y finalizar con la IA propiamente dicho (Bravo, 2003). 

La posible variación en la tasa de fertilidad podría ser debido al uso de yema de huevo 

fresco en la preparación de los diluyentes al momento de conservar el eyaculado (Alarcón 

et al., 2012),  

Debido a la motilidad limitada de los espermatozoides almacenados en nitrógeno 

líquido y las bajas tasas de motilidad post-descongelación de espermatozoides 

criopreservado de camélido, el desarrollo de protocolos para IA en camélidos se ha basado 

principalmente sobre el uso de semen fresco o diluido. 

Inseminación artificial  

El primer informe sobre el uso de la IA en alpacas apareció hace 40 años, el uso de 

esta tecnología todavía no se utiliza mucho. La razón se debe a los avances lentos e incluyen 

problemas como método de colección, manipulación y congelación del semen. Ensayos de 

inseminación artificial utilizando semen sin diluir, diluidos, refrigerado y descongelado con 

la aplicación de diferentes protocolos de IA y diluyentes de semen se encuentran actualmente 

bajo investigación. El primer informe de IA utilizó semen sin diluir de 2 vicuñas y 4 paco-

vicuñas recolectadas por electroeyaculación (Fernández-Baca & Novoa, 1968).  

Cuarenta y dos hembras de alpacas fueron inducidas a ovular por cópula con machos 

vasectomizados, y la inseminación se realizó inmediatamente después, el semen fue 

depositado en la bifurcación de los dos cuernos uterinos. Una sola cría nació después de 340 

días de gestación. El segundo intento de IA usó semen de alpaca recolectado por 

electroeyaculación (Calderon et al., 1968)  
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Noventa y seis alpacas fueron inseminadas artificialmente a diferentes intervalos por 

inducción de la ovulación, se obtuvo una tasa de fertilización del 75% (óvulos fertilizados 

recuperados 3 días después de la inseminación). Cuando la inseminación se realizó entre las 

35 y 45 h de inducción de la ovulación (Calderon et al., 1968). 

La tercera IA utilizó 83 alpacas hembra y 11 hembras con semen de llamas y vicuña 

y paco-vicuña colectados por electroeyaculación. La ovulación fue inducida por la 

administración de hCG o la cópula con un macho vasectomizados, se depositó semen fresco 

sin diluir en los cuernos uterinos a través del cuello uterino. La fertilidad porcentual general 

de las alpacas embarazadas fue del 31% para las alpacas tratadas con hCG, la tasa de 

embarazo fue del 48% y del 11% para los machos vasectomizados y ovulación inducida 

(Leyva et al., 1977). 

Los embarazos generados por IA usando semen de alpaca congelado-descongelado 

son variables, 29-35% (7 crías de 22 hembras inseminadas) Se han reportado crías nacidas 

vivas recientemente, un 67% de hembras embarazadas a los 21 días en hembras inseminadas 

24 h después de haber sido inducida a ovular con hCG. La inseminación se realizó con 

productos frescos sin diluir, el semen depositó dentro del cuerno uterino por laparoscopia y 

fijar el cuello uterino a través del recto como se usa en el ganado (Castillo, 1997). 

En llamas, ensayos de inseminación artificial con semen fresco, se han reportado 

casos con semen congelado-descongelado con tasas de preñez de 21,7% con fresco y 7,9% 

con semen congelado-descongelado (Aller et al., 1997). 

Actualmente, ensayos de IA en alpacas y llamas en Perú producen consistentemente 

una tasa de natalidad de 50% después de una sola inseminación con semen fresco diluido. 

Cabe señalar que una tasa de embarazo del 50% es común en otras especies, especialmente 

considerando que las alpacas se inseminan una vez (Bravo et al., 1997).  
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También se ha explorado el número de espermatozoides por pajilla utilizados en los 

protocolos de IA, y los resultados son variables, la tasa de preñez a los 30 días (61%) se 

obtuvo utilizando 8-12 millones de espermatozoides por pajilla. Por el contrario, se encontró 

una tasa de fertilidad del 53% cuando se utilizó 4 millones de espermatozoides por pajilla 

(Bravo et al., 1999). 

En un estudio posterior, no hubo diferencia en fertilidad cuando se utilizan 4 a 12 

millones de espermatozoides (De la Vega, 1996). 

El uso de GnRH (10 g, Fertagyl, Intervet, Amsterdam, Holanda) en el útero y 

depositado inmediatamente después de la inseminación también se ha investigado (Bravo, 

2003). 

Se depositó GnRH (10 g de Fertagyl, Intervet) en el cuerno uterino inmediatamente 

después de la IA, la tasa de embarazo fue un 10% más alta (P <0,05) en las alpacas hembras 

tratadas con GnRH que en alpacas no tratadas (Bravo et al., 2008). 

En llamas y alpacas, se han observado tasas de fertilidad del 2-75% con el uso de 

semen fresco o diluido (Bravo et al., 2000), aunque la dosis de espermatozoide no fue 

informado en la mayoría de los estudios  reportaron tasas de embarazo del 67% y 57% 

respectivamente cuando se inseminan alpacas con 8 x 106 espermatozoides, sugiriendo que 

8 millones de espermatozoides pueden ser adecuados para IA con semen fresco en alpacas, 

que es mucho menor que la dosis requerida para los camellos (Morton et al., 2008)  

En llamas se obtuvieron tasas de preñez del 8% usando espermatozoides congelado-

descongelado (Aller et al., 2003) 

El mayor éxito usando semen congelado-descongelado en llamas y alpacas se logró 

utilizando semen de viscosidad reducida, cuando la viscosidad de los espermatozoides de 

llama y alpaca se redujo utilizando colagenasa, luego se criopreservar y se usó para AI de 

alpacas, 5 de 19 hembras (26%) dieron a luz cría viva (Bravo et al., 2000).  
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Tabla 1 

Resultados de diferentes métodos de inseminación artificial utilizados en alpacas y llamas 

(en orden cronológico). 

Especie Semen Diluyente 
Inducción de la 

ovulación 

Animales 

inseminad

as 

Embarazos 

(%) 
Autores 

Alpaca Fresco Sin diluir Vasectomizado 42 2.4 

Fernández-

Baca et al. 

(1968) 

Alpaca Fresco Sin diluir 
Vasectomizado 

,hCG 
96 46.5 

Calderón et al. 

(1968) 

Alpaca Fresco Sin diluir 
Vasectomizado, 

hCG 
94 30.8 

Leyva et al., 

1979 

Alpaca Fresco Sin diluir hCG 40 67 
Bravo et al. 

(1994) 

Alpaca Fresco 

Citrato gluc  

yema de 

huevo 

hCG 80 57 
Bravo et al. 

(1995) 

Alpaca Fresco PBS Vasectomizado 133 40 
 De la Vega 

(1996) 

Alpaca 
Descongela

do 

Citrato gluc  

yema de 

huevo 

hCG 19 26 
Bravo et al. 

(1996) 

Alpaca 

Fresco Tris buffer GnRH 25 69.6 

Castillo (1997) Refrigerado Tris buffer GnRH 25 66.7 

Descongela

do 
Tris buffer GnRH 25 68 

Alpaca 
Descongela

do 
Tris buffer hCG, GnRH 90 25 

Bravo et al. 

(1999) 

Alpaca fresco 
BSA-

Glucosa 
GnRH 205 50.7 

Apaza et al. 

(2001) 

Alpaca 

Fresco 

/refrigerado 
Triladyl GnRH 24 0 

Vaughan et al. 

(2003) 
Descongela

do 
Biladyl      

  
Camello 

verde 
     

Alpaca 
Descongela

do 
  Vasectomizado 59 13.6 Pacheco (2004) 

Alpaca Fresco 
BSA-

Glucosa 
GnRH 155 39 Torres (2006) 

Alpaca 
Descongela

do 
Tris buffer GnRH 104 65 

Bravo et al. 

(2008) 

Alpaca Fresco Sin diluir Vasectomizado 41 20.9 Tito (2008) 

Llama 

Descongela

do 
Citrado GnRH 38 3 Aller et al. 

(2003) 
  DMSO      

Llama Fresco 

Citrato  

-yema de 

huevo 

GnRH 23 5 

Aller et al. 

(2003) Llama Fresco Tris GnRH 23 22 

Llama 
Descongela

do 
Tris GnRH 38 8 
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Especie Semen Diluyente 
Inducción de la 

ovulación 

Animales 

inseminad

as 

Embarazos 

(%) 
Autores 

Llama 
Descongela

do 
Tris hCG 28 50 Tito (2003) 
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Capítulo III 

Materiales Y Métodos 

3.1. Lugar de ejecución  

El trabajo de investigación se realizó en el laboratorio de biotecnología reproductiva 

animal de la Estación Experimental Agraria Canaán del Instituto Nacional de Innovación 

Agraria (INIA) -Ayacucho, el cual se encuentra en el distrito de Andrés Avelino Cáceres 

Dorregaray,  Provincia de Huamanga, departamento de Ayacucho a una altitud de 2,735 

m.s.n.m., con una temperatura media de 12 - 18 °C, precipitación pluvial promedio de 500 

mm, humedad de 40 – 50%, latitud sur a 13°10'09" y 74°11'53" longitud oeste (Senamhi, 

2013) y en la localidad de Choccoro - Canchacancha distrito de Chuschi provincia de 

Cangallo departamento de Ayacucho a una altitud de 4,476 m.s.n.m. temperatura media de 

7 - 13 °C latitud sur 13° 25' 17" S , longitud oeste 74° 29' 35 " W (13°25'17.0"S 

74°29'35.0"W) (Google maps, 2022) 

3.2.  Materiales, equipos, reactivos e insumos: 

3.2.1. Materiales  

✓ Tubos eppendorf de 250μl y 2.5ml. 

✓ Tubos falcon de 15ml  

✓ Tips para micropipetas de 10, 20, y 1000μl 

✓ Micropipetas  automáticas de 10, 20,1000μl 

✓ Guantes de latex descartables 

✓ Tubos PVC de 2” 

✓ Pajillas de 0,5 ml  

✓ Portaobjetos de 75 X 25 mm  

✓ Cubreobjetos de 20 x 20 mm  

✓ Gradillas 

✓ Jeringas de 3,5,10 y 20ml 

✓ Agujas N° 18, 20, 21 

✓ Equipo de disección. 

✓ Termo para descongelar pajillas de semen. 
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✓ Mameluco 

✓ Botas de jebe 

✓ Pistola de inseminación 

✓ Fundas 

✓ Sobrefundas 

✓ Cortapajillas 

✓ Bretes móviles 

✓ Jabón liquido 

✓ Guantes de palpación 

✓ Guantes de latex 

✓ 08 Semovientes machos 

✓ 36 semovientes hembras 

3.2.2. Equipos 

✓ Equipo de análisis seminal (Sistema CASA) 

✓ Microscopio óptico 

✓ Microscopio de contraste de fases 

✓ Baño María 

✓ Incubadora 

✓ Refrigeradora 

✓ Autoclave 

✓ Vortex 

✓ Balanza analítica 

✓ Platina térmica 

✓ Estufa 

✓ Equipo electrógeno 

✓ Ecógrafo 

✓ Kits de inseminación  

✓ Tanque criogénico de 3 y 22 kilos de capacidad 

3.2.3. Reactivos e insumos  

✓ Reactivo de HOST 

✓ Eosina (2%)  

✓ Nigrosina (4%) 

✓ Análogos de GnRH 
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✓ AndroMed® 

✓ Biladyl® B 

✓ Nitrógeno líquido 

3.3. Técnicas de procedimiento y análisis de datos 

3.3.1. Técnica de procedimiento del experimento 

Se realizó según figura adjunto 

Figura 2 

Procedimiento del experimento 
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3.4. Actividades realizadas en laboratorio 

3.4.1. Obtención de muestras de eyaculado (semen) 

3.4.1.1 Armado de la vagina artificial (VA) 

✓ Un día antes de la colección de la muestra seminal, se realizó la desinfección 

de los materiales utilizados en la colección  y análisis de semen (crio viales 

de 1.5 ml, tubos cónicos de centrifuga de 15 ml, tips, porta y cubre objetos) 

utilizando desinfectantes (alcohol) y autoclave. 

✓ La bolsa de polietileno en forma de cono se fijó con una cinta masking tape 

a un tubo cónico de centrifuga graduado de 15 ml. 

✓ Para armar la vagina artificial se introdujo la funda de látex por el interior de 

un tubo de PVC y se dobló en su extremo más próximo al pistón. 

✓ La bolsa de polietileno con el tubo cónico de centrifuga se fijó al tubo de PVC 

en su extremo más próximo al pistón utilizando jebes de látex. 

✓ Por el otro extremo del tubo PVC se añadió agua a 50°C en el espacio entre 

el tubo y el látex, y se fijó con cintas de jebe. 

✓  Se introdujo aire con ayuda de un inflador por el pitón, para dar una ligera 

presión dentro de la vagina, presión moderada. 

✓ Se puso el capuchón al tubo colector para conservar la temperatura y evitar 

la exposición a la luz. 

✓ Se envolvió la vagina artificial armada con una franela y esta a su vez con 

bolsa de agua (calentadores) que contenía agua aproximadamente a 85° C 

seguidamente se envolvió con franela por el exterior para conservar caliente 

y se trasladó inmediatamente al lugar de colecta de semen. 

✓ Se continuó con la limpieza de la zona del periné del maniquí haciendo uso 

de franela y alcohol para la colección de semen limpio.  

✓ Se colocó y se fijó la vagina artificial armada al maniquí. 

✓ Se realizó la colección de semen registrando el número de arete del 

reproductor, color, raza, tiempo de inicio y fin de la cópula. 

✓ Una vez finalizado el tiempo de cópula, se retiró inmediatamente  la vagina 

artificial del maniquí y se trasladó al laboratorio. 

✓ En el laboratorio la muestra se colocó en baño maría a 37° C y se realizó la 

evaluación macro y microscópica del eyaculado. 
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3.4.1.2. Evaluación macroscópica de eyaculado de alpaca 

✓  Se evaluaron los macroscópicos siguientes parámetros espermáticos. 

Volumen 

✓ Se determinó observando a tras luz y se midió el volumen observando en el 

tubo colector graduado en cm. 

Color 

✓ Se determinó observando a tras luz y se clasificó como cristalino, blanco 

lechoso y lechoso. 

Espuma 

✓ Se  midió en el tubo de colector graduado, con ayuda de una regla 

milimetrada. 

Filancia 

✓ Se evaluó extrayendo con una micropipeta 10ul de eyaculado y se depositó 

en una lámina portaobjeto, con ayuda de la micropipeta se realizó el jalón de 

la muestra hacia arriba hasta que se rompa el hilo formado y este se midió 

con una regla milimetrada en cm. 

3.4.1.3. Análisis microscópico del semen de alpaca 

✓ Después de la evaluación macroscópica se realizó la evaluación 

microscópica, evaluando los siguientes parámetros. 

Motilidad  

✓ Previo a la evaluación microscópica se calentó las láminas porta y 

cubreobjetos  en una platina térmica. 

✓ Con una micro pipeta se extrajo 10μl de eyaculado puro y se depositó en una 

lámina porta objeto. 

✓ Se visualizó en el equipo CASA a 40X, registrando la motilidad en %  

 

Vitalidad  

✓ Para la estimación de la vitalidad, se utilizó el colorante Eosina al 2% y 

Nigrosina al 4%, y se depositó en una lámina portaobjetos a temperatura de 

37°C para ello 10ul de semen y 10 ul de la colorante Eosina Nigrosina fueron 
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homogenizadas y se realizó el frotis, se dejó secar a medio ambiente durante 

15 minutos.  

✓ El frotis se visualizó en el microscopio de contraste de fase a 100X utilizando 

aceite de inmersión y se realizó la lectura correspondiente. Se contó 200 

espermatozoides en total y se determinó % de vitalidad. 

✓ Los espermatozoides considerados como muertos se tiñeron al utilizar la 

eosina de color rojo principalmente la cabeza (debido a la permeabilidad 

celular) a diferencia de los espermatozoides vivos las cuales se mostraron de 

color transparente o incoloros al observar con el fondo oscuro dado por la 

Nigrosina (Falcón, 1972).  

Concentración espermática 

✓ Para determinar la cantidad de espermatozoides se usó el equipo 

Computarizado de Análisis Seminal (CASA). Se colocó la muestra en una 

lámina porta objeto y se añadió 10ul de muestra de eyaculado, seguidamente  

fue cubierta con lámina cubreobjetos y se realizó al análisis correspondiente 

observando los datos en el monitor, la evaluación hizo en tres campos y se 

trabajó con el promedio obtenido. 

3.4.1.4. Dilución y refrigeración del semen 

✓ Finalizado la evaluación macro y microscópico se procedió a la dilución 

correspondiente utilizando los dos dilutores comerciales AndroMed® y 

Biladyl® B de acuerdo con el análisis de vitalidad y concentración 

espermática. 

✓ Ambas muestras ya diluidas en microtubos en proporción de 1:1 se dejó 10 

minutos a medio ambiente para el descenso gradual de la temperatura. 

✓ La muestra de semen diluido con los dos dilutores se mantuvo por un tiempo 

mínimo de dos horas en refrigeración. 

3.4.1.5. Congelación de semen  

✓ Antes de realizar la congelación de semen diluidas con ambos dilutores se 

calculó la motilidad de la muestra de eyaculado, las muestras con una 

motilidad superior al 50% fueron considerados para el  proceso de 

congelación. 

✓ Las muestras diluidas fueron depositadas en microtubos y rotuladas (arete del 

macho, color y tipo de dilutor). 
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✓ Estos microtubos fueron depositados en  cubetas de hielo a 0 °C para ser 

trasladados a la canastilla para su congelación. 

✓ Antes de realizar la congelación con la ayuda de una regla se midió el nivel 

de nitrógeno en el tanque criogénico. 

✓ La congelación se realizó directamente en el tanque criogénico para el cual 

se midió la altura del nitrógeno líquido y los microtubos que contienen las 

muestras diluidas fueron colocados en la canastilla, se realizó el descenso 

gradual, en tres tiempos de 5 minutos cada 3 centímetros y finalmente fueron 

sumergidos en su totalidad en el nitrógeno líquido a una temperatura de -

196°C.  

3.4.1.6. Descongelación de semen 

✓ Antes de realizar la descongelación de la muestra, se atemperó agua a 38°C 

en un termo con termómetro incorporado. 

✓ Para la descongelación de semen se extrajo dos microtubos que contengan 

diferentes muestras una con dilutor AndroMed® y con Biladyl® B  y se 

colocó en agua a 38º C en un termo con termómetro incorporado, por un 

tiempo de 30 segundos. 

✓ Cumplido el tiempo se sacó el microtubos y se secó  con papel toalla, con una 

micropipeta se aspiró 10 ul de semen y se depositó en una lámina portaobjetos 

atemperado para la evaluación correspondiente. 

✓ Se determinó la motilidad espermática con ayuda de un microscopio y las 

muestras con motilidad superior al 25% se almacenó hasta el día de la 

inseminación artificial. 

3.5. Actividades realizadas en el campo 

3.5.1. Búsqueda de alpacas para la inseminación artificial 

Se identificó un total de 36 alpacas hembra que reunieron las siguientes condiciones 

✓ Condición corporal de 2.5 a 3 (escala de 1-5) 

✓ Mínimo alpacas que hayan tenido un parto 

✓ Alpacas que no tengan estrechez pélvica 

✓ Que tengan buena salud 
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3.5.2. Desparasitación y tonificación de vientres para la inseminación artificial 

A las alpacas seleccionadas se realizó la desparasitación y tonificación 

correspondiente utilizando antiparasitario interno y externo (triclabendazol, febendazol e 

ivermectina) y vitaminas ADE y del complejo B (vigantol y catosal). 

3.5.3. Seguimiento de la onda folicular e inyección del inductor de ovulación 

✓ Antes de iniciar la inducción de la ovulación se realizó el seguimiento de la 

onda folicular por dos días para determinar el crecimiento o regresión de esta. 

✓ En alpacas con onda folicular en crecimiento se le administro 1 ml de un 

inductor de la ovulación (análogos de GnRH) vía intramuscular. 

✓ Se anotó la dosis, vía de administración y la hora de aplicación del inductor 

de ovulación. 

3.5.4. Inseminación artificial 

✓ Se identificó las alpacas a las cuales se realizó la inducción de la ovulación y 

se procedió la sujeción correspondiente. 

✓ Se realizó la limpieza de la zona perineal utilizando agua destilada, 

evacuación de las heces del recto  se realizó utilizando guantes de palpación 

rectal lubricada y la desinfección y secado de la vulva con papel toalla. 

✓ Se descongeló los microtubos que contienen las muestras de semen para el 

cual fueron extraídos del tanque criogénico de 3 litros y depositados en el 

termo descongelador con termómetro incorporado a una temperatura de 38°C 

por 30 segundos y con ayuda de una jeringa se realizó la aspiración en pajillas 

de 0.5 ml. 

✓ Se armó la pistola de inseminación artificial colocando la pajilla dentro de 

pistola y fueron cubiertas con funda y camiseta sanitaria, depositando doble 

dosis de pajilla de 0.5 ml por alpaca 

✓ Se realizó la inseminación artificial colocando el semen en el cuerno del útero 

ipsilateral  al ovario que ovuló. 

✓ 3.5.5. Determinación de fertilidad en las alpacas inseminadas.  

✓ Se sujetó la alpaca para realizar la evacuación de las heces del recto, con la 

ayuda de guantes de palpación rectal lubricada.  

✓ Se determinó la fertilidad en las 36 alpacas después de la inseminación 

haciendo uso de un ecógrafo, pasado los 28 días. 
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3.6.  Análisis estadístico 

Los resultados del presente estudio fueron analizados utilizando el program 

estadístico R studio versión 3.4.3.. Para determinar si los datos cumplen los criterios de 

normalidad y homogeneidad de las varianzas fue empleado el test Shapiro-Wilk y la prueba 

de Bartlett, respectivamente. Por otro lado, para los datos que no cumplían con los criterios 

anteriormente mencionados como es el caso de la motilidad espermática fue utilizado una 

prueba no paramétrica como es el test de Friedman para realizar una comparación del semen 

fresco, refrigerado y congelado/descongelado utilizando 2 dilutores comerciales. Para 

analizar la viabilidad de los espermatozoides entre muestras frescas y 

congeladas/descongeladas, fue utilizada ANOVA junto con la prueba de contraste de 

Dunnett. Los porcentajes de gestación fueron analizados mediante la prueba de chi-

cuadrado. Finalmente, los valores se presentan como media ± desviación estándar (SD), 

mínimo y máximo, considerando la existencia de diferencias significativo cuando los valores 

de p fueron <.05. 

3.7. Tasa de fertilidad 

Para evaluar la tasa de fertilidad con IA con semen congelado utilizando dos dilutores 

en las alpacas se utilizó la fórmula.  

TF = 𝒏/𝑵 x 100  

Donde:  

TF = Tasa de fertilidad  

n = Número de alpacas preñadas.  

N= Número de alpacas inseminadas.  

La tasa de fertilidad se analizó por la prueba de independencia de Chi Cuadrado con 

la siguiente formula: 

X2=∑(oi – ei)2/ei(Kaps and Lamberson, 2010) 
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Donde: 

X2 = Es la chi cuadrada calculada 

oi = Es la frecuencia observada en la i-ésima fila, j-ésima columna 

ei = Es la frecuencia esperada en la i-ésima fila, j-ésima columna   
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Capítulo IV 

Resultados Y Discusión  

Tabla 2 

Parámetros macroscópicas de eyaculado de alpaca (Vicugna pacos) obtenidas por vagina 

artificial 

VARIABLES N PROMEDIO ± DS MIN MAX 

Volumen(ml) 18 1.71 ± 0.81 0.6 4 

Filancia (cm) 18 2.13 ± 1.78 0 5 

Espuma (cm) 18 1.71 ± 2.40 0 10 

 

El volumen de semen colectados de cada eyaculado de alpacas en promedio es de 1 

- 2 ml y varía desde  0.2 ml hasta alrededor de 7 ml. Garnica et al. (1995), los parámetros 

obtenidos en el presente trabajo se encuentra dentro de los rangos obtenidos por dichos 

autores. 

Raymundo et al. (2006) Reportaron un volumen promedio de 2.7  ± 0.8 ml con un 

mínimo de 0.2 y máximo de 5.0 ml utilizando el método de la vagina artificial con hembra 

a lado, estos resultados son ligeramente superiores a lo obtenido en el presente trabajo de 

investigación, esto se debe posiblemente a que dichos autores utilizaron una hembra a lado 

para la colección de semen. Con respecto a la filancia seminal, reportaron 1.04 ± 0.28 cm 

con un mínimo de 0.1 y un máximo de 2.5 cm, el cual es inferior a lo reportado en el presente 

trabajo de investigación, esta variación se da entre individuos e incluso en el mismo 

individuo en diferentes colectas, esto se debe a las particularidades de esta especie, como el 

tiempo de cópula que es muy variable, cantidad mayor de plasma en comparación a los 

espermatozoides. Cabe mencionar que la filancia y la espuma seminal son parámetros 

macroscópicos que se puede apreciar en esta especie. 
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En otro trabajo de investigación realizado por Alarcón et al. (2012) quienes 

reportaron  1.5 ± 0.9 ml de volumen de eyaculado utilizando la vagina artificial y 3.6 ± 1.3 

ml por aspiración vaginal, estos resultados  son similares a los obtenidos en colecta por 

vagina artificial en el presente trabajo de investigación, este se debe posiblemente al mismo 

método de colección utilizado, pero es inferior  al método de colecta por aspiración vaginal 

debido a que en este método de colecta el eyaculado contiene fluido vaginal de la hembra, 

aumentando el volumen seminal colectado. Con respecto a la filancia reportó 90% de semen 

con presencia de filancia el cual es similar a lo obtenido en el presente trabajo de 

investigación ya que la filancia es un parámetro presente en el eyaculado de esta especie. 

Ordoñez et al. (2013) realizaron 12 colectas de semen utilizando electro eyaculación, 

donde obtuvieron una media de volumen de 1.58 ± 1.76 ml estos resultados son similares a 

lo encontrado al presente trabajo de investigación  los cuales se encuentran en los parámetros 

normales reportados en esta especie. 

Tabla 3 

Color de eyaculados de semen de alpacas (Vicugna pacos) colectadas por vagina artificial 

COLOR N° % 

Blanco lechoso 21 58.3 

Blanco cristalino 14 38.9 

Transparente 1 2.8 

Total 36 100.0 

 

En la tabla 3. Se observa el color de semen de alpacas obtenidas por el método de la 

(VA). Donde predominó el color blanco lechoso, el cual es un indicativo de la calidad 

seminal, debido a que muestras con esta coloración contienen espermatozoides de buena 

concentración y motilidad. Paricahua. (2001) menciona que la obtención de un color crema 

es un indicativo de que la muestra tiene buena concentración espermática en el eyaculado.  
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Alarcón et al. (2012) utilizando el mismo procedimiento de colección obtuvieron 60 

y 40% para los colores blanco lechoso y blanco cristalino (semi lechoso) respectivamente, 

estos resultados reportados por dichos autores son similares a lo reportado en el presente 

trabajo de investigación, ello se debería probablemente a que en ambos trabajos se utilizó el 

mismo método de colección seminal utilizando la vagina artificial. 

En otro estudio realizado por Ordoñez et al. (2013)  quienes obtuvieron 58.33% para 

el color blanco siendo el color que predominó, el cual es similar a lo encontrado en el 

presente trabajo de investigación, esto se debe a que la coloración es un indicativo de la 

calidad espermática y en ambos trabajos se tomó en cuenta esta coloración para seleccionar 

las muestras de eyaculado, no obstante, reportan eyaculados con presencia de orina, debido 

posiblemente a la anestesia general utilizada ya que las muestras obtuvieron por el método 

de colección haciendo uso de un electroeyaculador. 

Tabla 4 

Tiempo de cópula en alpacas (Vicugna pacos) colectadas por vagina artificial 

VARIABLES N° PROMEDIO ± DS MIN MAX 

Tiempo de cópula 18 16.75± 5.24 8 29 

 

El tiempo de cópula en las alpacas es muy variable, los machos se aparean en 

reclinación esternal durante un promedio de 20-25 minutos con una diferencia de 5-60 

minutos (Vaughan et al., 2003; Morton et al., 2008; Adams et al., 2009).  

Los resultados encontrados en el presente trabajo de investigación se encuentran 

dentro de los parámetros encontrados por Alarcón et al. (2012) quienes reportaron un tiempo 

de duración de cópula de 18.5 ± 5 minutos haciendo uso del mismo método de colecta, estos 

resultados son similares al presente estudio posiblemente por  el uso del mismo método de 

colección seminal, en otro trabajo realizado por García et al. (2020) obtuvieron un promedio 
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de tiempo de cópula de  20.2 ± 6.1 minutos utilizando el método post copula el cual es 

ligeramente superior a lo reportado en el presente trabajo de investigación, esto se debe 

posiblemente a que dichos autores utilizaron una hembra viva receptiva para la obtención de 

la muestra. 

Tabla 5 

Características microscópicas de semen fresco de alpaca (Vicugna pacos) 

VARIABLES N PROMEDIO ± DS MIN MAX 

Motilidad 18 74.03 ± 13.93 50 90 

Concentración 18 109.25 ± 48.87 42 250 

Vitalidad 18 77.33 ± 12.16 55 92 

 

La motilidad, concentración y vitalidad son los parámetros microscópicos más 

importantes a tener en cuenta para determinar la dosis de dilución y la cantidad de pajillas a 

obtener, estos resultados obtenidos en el presente trabajo de investigación se halla dentro de 

los parámetros en motilidad y vitalidad a lo encontrados por Alarcón et al. (2012) quienes 

reportaron 69.0 ± 14.4%, 80.3 ± 25.5%  y 70.8 ± 12.7%  para motilidad, concentración y 

vitalidad espermática respectivamente, esto se debe al mismo método de colección de 

muestras de eyaculado utilizado. García et al. (2020) obtuvieron una concentración de 80.9 

± 17.1 x 106/ml, 70.29 ± 3.45 de motilidad y 80.48 ± 4.81 de vitalidad espermatica utilizando 

el método de colección post copula, estos resultados son semejantes en motilidad y vitalidad 

espermática, la diferencia en concentración espermática se debe posiblemente al método de 

colecta utilizado debido a que en la colecta postcópula, la muestra se obtienen diluidos con 

líquidos de la vagina de la hembra del cual se realiza la colecta y por ello posiblemente exista 

una disminución de la concentración espermática. 
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Figura 3 

Motilidad en diferentes etapas fresco refrigerado y congelado en alpacas (Vicugna pacos) 

 

En la figura 3 se observa la motilidad inicial de 74% en semen fresco, después de la 

dilución  con el dilutor Andromed y Biladyl B  y refrigeración se obtuvo de 59 y 65% 

motilidad y post descongelado de 35 y 39% para dilutor Andromed y Biladyl B 

respectivamente 

Figura 4 

Vitalidad espermática en semen fresco refrigerado y congelado en alpacas (Vicugna 

pacos) 
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En la figura 4 se observa la vitalidad inicial de 77% en semen fresco, después post 

descongelado de 51 y 46% para dilutor Andromed y Biladyl B respectivamente 

Tabla 6 

Porcentaje promedio de motilidad de eyaculado de alpacas (Vicugna pacos) diluidas 

después de la refrigeración 

DILUTOR N PROMEDIO ±DS MIN MAX 

Biladyl® B 18 64.88 ± 13.3a 40 85 

AndroMed® 18 59.16 ± 13.3a 40 80 

aletras diferentes en la misma columna indican diferencias estadísticas significativas 

(p≥0.05) 

La refrigeración es una etapa en la congelación de semen con el propósito de 

disminuir gradualmente la temperatura y que  el crioprotector interactúe con los 

espermatozoides y lo proteja durante el proceso de la congelación,  no se encontró 

diferencias estadísticas significativas en esta etapa para los dilutores de Biladyl® B y 

AndroMed® respectivamente, para la prueba de Dunnet a un nivel de confianza del 95%. 

Con respecto a la motilidad de los espermatozoides luego de la refrigeración, los 

valores obtenidos con ambos dilutores (64.88 ± 13.3% para Biladyl® B y 59.16 ± 13.3% con 

el AndroMed®) fueron similares a lo reportado por  García et al. (2021) en semen de alpaca 

obtenido mediante aspiración vaginal y refrigerado con un diluyente a base de tris y yema 

de huevo (61.5 ± 2.2%, 57.3 ± 1.8% y 60.4 ± 2.2%, para yema de huevo de gallina, codorniz 

y yema de huevo de pata, respectivamente). Mientras que, Pérez Durand et al. (2016) 

reportaron valores de motilidad algo inferiores a los observados en nuestro estudio luego de 

refrigerar espermatozoides de alpaca (5° C, 3 hs) obtenidos a partir de la desviación de los 

conductos deferentes y utilizando el diluyente comercial Triladyl® (48.31-52.63%). Esta leve 

diferencia podría deberse a los valores de motilidad espermática inicial que, en el presente 
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estudio, fueron superiores a lo observado por Pérez-Durand et al. (74% vs. 65%).  Los 

resultados del presente estudio y otros realizados en semen de alpaca y llama (Carretero 

et al., 2015; Fumuso et al., 2021) indican que la motilidad espermática no desciende 

significativamente luego de la refrigeración de las muestras previo al congelamiento y, por 

lo tanto, el enfriamiento a 5 °C durante alrededor 2 hs no afectaría la motilidad de los 

espermatozoides de CSA. 

Tabla 7 

Porcentaje promedio de motilidad de eyaculado de alpacas (Vicugna pacos) pos 

descongelado 

DILUTOR N PROMEDIO ±DS MIN MAX 

Biladyl® B 18 39.4 ± 8.38a 25 60 

AndroMed® 18 35.27 ± 6.29a 25 50 

a letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadísticas significativas 

(p≥0.05) 

En la tabla 7. Se puede observar la motilidad espermática después del proceso de 

congelación, no habiendo diferencias estadísticas significativas para la prueba de Dunnet a 

un nivel de confianza del 95% 

Las características de motilidad de espermatozoides pos descongelado encontradas 

en el presente estudio son similares a lo reportado por García et al. (2020) quienes obtuvieron 

una motilidad de semen después de descongelar de 46.25 ± 4.79% y 34.25 ± 1.71% para 

métodos de congelación vertical y horizontal respectivamente, cabe mencionar que estos 

resultados son superiores en método de congelación vertical y similares en método de 

congelación horizontal a lo reportado en el presente estudio, esto se debe posiblemente al 

dilutor utilizado por dichos autores el cual estuvo compuesto por  la fracción A, en base a 

3.03 g de Tris, 1.70 g de ácido cítrico, 1.25 g de fructosa, 10 mg de tilosina, 50 mg de 

gentamicina, 180 mg de lincomicina y 20 ml de yema de huevo de codorniz, y se completó 
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hasta 100 ml con agua bidestilada. La fracción B se preparó con 10 ml de glicerol 

completando hasta 100 ml con la fracción A. y al método de colección ya que en el presente 

trabajo de investigación se utilizó el método de la vagina artificial el cual es diferente al 

método de colección poscópula que utilizó (García et al., 2020). 

En otro estudio realizado por Vaughan et al. (2003) quienes reportaron una motilidad 

media inmediata posterior a la descongelación de semen de alpaca diluida con tampón Camel 

verde transparente (IMV International Corporation, EE. UU.) y Biladyl A y B (Minitub, 

Alemania) obteniendo una motilidad media de 17.4 + 1.7% y 21.3 + 3.3% para el dilutor 

tampón Camel verde y Biladyl® respectivamente y un rango de 0 a 40% de motilidad, este 

resultado es menor a lo obtenido en el presente trabajo de investigación, esto se debe 

probablemente al método de crio preservación y los envases utilizados, dichos autores  

realizaron un tipo de congelación horizontal utilizando pajillas a diferencia del presente 

estudio, donde se utilizó un método de congelación vertical con la cual se obtiene mejores 

resultados García et al. (2020) y la congelación fue realizada directamente en el tanque 

criogénico utilizando crioviales como medio de almacenamiento de semen con el cual se 

obtiene mejores resultados de motilidad (datos a un no publicados).  

Ordoñez et al. (2013) utilizando la colección  de semen por electroeyaculación 

reportaron una motilidad espermática después del descongelado de 39% estos resultados son 

similares a lo obtenido en el presente trabajo de investigación esto se debe posiblemente a 

que en ambos trabajos de investigacion se utilizaron espermatozoides con motilidad en 

semen refrigerado mayor al 50% de motilidad.  

Al utilizar diferentes fuentes de yema de huevo García et al. (2021) reportaron 

motilidad posterior a la descongelación de 49.0 ± 2.3,   50.2 ± 1.4,  40.9 ± 1.9% para  

diluyente tris diluida con  yema de huevo de (gallina-YHG, codorniz-YHC, pata-YHP) el 

diluyente utilizado por dichos autores contenían  fracción A 3,03 gramos de Tris; 1,70 
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gramos de ácido cítrico; 1,25 gramos de fructosa; 10 mg de tilosina; 50 mg de gentamicina; 

180 mg de lincomicina y 20 ml de yema de huevo de las 3 especies al cual se enrazo con 

agua bidestilada hasta completar 100 ml. La otra fracción B el cual se preparó utilizando 10 

ml de glicerol y se enrazó con los 100ml de la fracción B ya preparado, estos resultados 

obtenidos son superiores a lo reportado en el presente trabajo este se debe posiblemente al 

diluyente utilizado por dichos autores que fue a base de yema de huevo a diferencia del 

presente trabajo donde se utilizó dilutores comerciales. 

En otro trabajo realizado por  Cabrera Pacho. (2017) quien obtuvo una motilidad pos 

descongelado de 17.97 ± 3.64 y 27.38 ± 2.12% para los dilutores Tris, leche descremada (75 

%), más yema de huevo (25%) utilizando el método de colección por desviación del 

conducto deferente, estos resultados son inferiores a lo encontrado al presente trabajo de 

investigación este se deba posiblemente a que dichos autores consideraron muestras de 

semen colectados con una motilidad de 44 y 46% para el proceso de congelación a diferencia 

del presente trabajo de investigación que se consideró muestras con motilidad superior al 

50%  y también al método de colección de semen ya que dichos autores realizaron la colecta 

de conducto deferente. 

Eduardo et al. (2021) reportaron una motilidad espermática de 18.3  ±  2.1 y 25.8  ±  

2.42% para muestras de semen congelado con PBS 10% (Bufer Fosfato Salino) y PS  10% 

(plasma seminal) estos resultados son inferiores a lo reportado en el presente trabajo de 

investigación este se debe posiblemente a que dichos autores utilizaron diferente diluyente 

(Tris (240 mM), ácido cítrico (76 mM), glucosa (22 mM), glicerol (3 % v/v) y yema de 

huevo (10 % v/v), y método de colección fue por desviación del conducto deferente y 

realizaron la centrifugación de espermatozoides antes de la congelación a diferencia del 

presente trabajo de investigación donde se utilizó dilutores comerciales para la dilución y no 

se realizó la centrifugación de los espermatozoides para la congelación, los resultados 
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obtenidos son superiores posiblemente, por el material utilizado en la congelación el cual 

fue viales y al método de congelación vertical que trae mejores resultados García et al. 

(2020)   en la motilidad de semen posdescongelado. 

En otro estudio utilizando diferentes concentraciones de crioprotector reportó 

motilidades espermáticas de 16, 13 y 15% pos descongelado, utilizando un dilutor a base de 

TRIS con la adición de DMFA al 5, 7 y 9% respectivamente, no encontrando diferencias 

significativas entre las concentraciones del crioprotector utilizado, esos resultados son 

inferiores a lo obtenido en el presente trabajo de investigación, esto se debe posiblemente al 

dilutor utilizado, método de colección y la adición del crioprotector en diferentes 

concentraciones las cuales aún están en estudio (Ciprian, 2019)  

Choez et al. (2014) reportaron una motilidad espermática pos descongelado de  23 ± 

16.19,  6.8 ± 6.27,  22 ± 8.88 para los crioprotectores Glicerol, Etilenglicol y DMSO 

respectivamente a diferencia del presente trabajo de investigación la procedencia de las 

muestra fue de testículos recolectados en matadero y el dilutor utilizado fue leche 

descremada-yema de huevo y fructosa, estos resultados son inferiores a lo reportado en el 

presente trabajo de investigación esto se debe posiblemente a las diferentes formas de 

obtención de semen, dilutor utilizado y concentraciones de crioprotectores en estudio. 

Cárdenas. (2002) reportó resultados de motilidad post-descongelado de (35.10%), 

utilizando un dilutor a base tris + 30% de yema de huevo y 5% de glicerol el método de 

colección de semen fue por el método de desviación del conducto deferente, estos resultados 

son similares a lo reportado en el presente trabajo de investigación esto se debe posiblemente 

a que la colección de semen fue por el método de desviación de conducto deferente el cual 

es libre de plasma seminal facilitando mejor  la acción de los crio protectores y aumenta la 

motilidad espermática pos descongelado.   
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En otro estudio en llamas Aller et al. (2003) Obtuvieron una motilidad 

posdescongelado de 20-25  % los cuales son inferiores a lo obtenido en el presente estudio 

esto se debe a que dicho autores congelaron espermatozoides con 54.3% de motilidad 

utilizando el diluyente de yema de huevo-citrato-glucosa-glicerol-DMSO y antibióticos a 

diferencia del presente estudio se congelo con motilidad promedio de 74%  y se utilizó 

dilutores comerciales, los cuales repercuten en la motilidad pos descongelado. 

Choez et al. (2013) mencionan que eyaculados frescas que resultan a la evaluación 

con una motilidad superior al 60% logran mayores porcentajes de motilidad post-

descongelado, a diferencia de las muestras frescas con motilidad inferior al 60%.   

Bustinza. (2001) sugiere utilizar muestras de eyaculado con motilidad inicial  mayor 

o igual al 60% o mínima del 50%, para ser utilizados en la crio preservación de semen de 

alpacas.  

En otro estudio realizado por Cabrera Pacho. (2017).  Reportaron una motilidad 

de   12.30%  y  24.01%  para las características seminales de semen diluido en Tris, leche 

descremada 100% y leche descremada 75% + yema de huevo 25% post descongelación, 

estos resultados son inferiores a lo reportado en el presente trabajo de investigación debido 

a que dichos autores consideraron motilidades espermáticas menores a lo utilizado en el 

presente estudio el cual refleja en la vitalidad  espermática  

Tabla 8 

Porcentaje promedio de la vitalidad  espermática de semen de alpacas (Vicugna pacos) 

pos descongelado 

DILUTOR N PROMEDIO ±DS MIN MAX 

Biladyl® B 18 51.27 ± 8.70a 35     68 

AndroMed® 18 45.88 ± 8.76a 30 60 

a letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadísticas significativas 

(p≥0.05) 
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Con respecto a la vitalidad espermática de alpacas después del descongelado 

utilizando dilutores Biladyl®B y AndroMed® no se encontró diferencias estadísticas 

significativas para la prueba de Dunnet a un nivel de confianza del 95% 

García et al. ( 2020)  reportaron una vitalidad de  54.24 ± 9.62  y 43.47 ± 16.67 para 

los métodos de congelación vertical y horizontal respectivamente, estos resultados son 

similares a lo reportado en el presente trabajo de investigación esto se debe posiblemente  a 

la similitud de  porcentaje de motilidad espermática obtenido en el presente estudio, debido 

a que la vitalidad espermática es un indicativo directo de la motilidad espermática, así como 

también al mismo método de congelación utilizado (vertical) en ambos trabajos. 

García et al. (2021).  Reportaron una vitalidad después de descongelar de 56.7 ± 3.2,  

56.7 ± 5.2 y  63.3 ± 5.3,  para  diluyente tris yema de huevo de (gallina-YHG, codorniz-

YHC, pata-YHP) respectivamente, estos resultados obtenidos son superiores a lo reportado 

en el presente estudio, esto se debe posiblemente a que García y colaboradores obtuvieron 

una motilidad superior después de descongelar las muestras de eyaculado el cual se refleja 

en la vitalidad espermática. 

Tabla 9 

Porcentaje de la tasa de fertilidad con semen congelado utilizando dos dilutores en 

alpacas 

Tasa de fertilidad con semen congelado N alpacas preñadas % 

Biladyl® B 18 6/18 33.3a 

AndroMed® 18 4/18 22.2a 

a letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadísticas significativas 

(p≥0.05) 
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Con respecto a la porcentaje promedio  de la tasa de fertilidad de alpacas inseminadas 

con semen congelado utilizando dos dilutores comerciales no se encontraron diferencias 

estadísticas significativas para la prueba de Chi-cuadrado a un nivel de confianza de 95%. 

En otro trabajo realizado por García et al. (2020) quienes obtuvieron una tasa de 

preñez de 20% en alpacas inseminadas con semen descongelado posterior a la inducción de 

la ovulación con plasma seminal y  15% de tasa de preñez  en hembras inducidas  a ovulación 

utilizando GnRH, estos resultados son similares a los obtenidos en el presente trabajo 

utilizando el dilutor AndroMed® e inferiores al dilutor Biladyl® B  esto se debe 

posiblemente al dilutor utilizado debido a que dichos autores utilizaron tris diluida con  yema 

de huevo de (gallina-YHG, codorniz-YHC, pata-YHP) el cual contenía fracción A: Tris; 

ácido cítrico; fructosa; y como antibióticos tilosina; gentamicina y lincomicina y 20 ml de 

yema de huevo de las tres especies al cual se enrazo con agua bidestilada hasta completar 

100 ml. La otra fracción B el cual se preparó utilizando 10 ml de glicerol y se enrazo con los 

100ml de la fracción B ya preparado. 

Bravo et al. (2000)  encontraron una tasa de fertilidad de 5/19 (26%) utilizando 

semen pos descongelado, estos resultados son similares a lo reportado en el presente trabajo 

de investigación, cabe mencionar que dichos autores utilizaron colagenasa para disminuir la 

filancia antes de la congelación. 

Ordoñez et al. (2013) reportaron una tasa de fertilidad de 9.09%  confirmado a los 

30 días por ecografía transrectal, las muestras de eyaculado fueron obtenidas por electro 

eyaculación utilizando un diluyente en base Tris – dilutor A (tris, ácido cítrico, fructuosa, 

yema de huevo, agua bidestilada, gentamicina) estos resultados son inferiores a lo obtenido 

en el presente estudio esto se debe posiblemente a las diferentes estaciones ya que dichos 

autores realizaron la inseminación en los meses de marzo a agosto donde la oferta forrajera 
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disminuye a diferencia del presente trabajo de investigación que se realizó en los meses de 

enero a marzo y se utilizó doble dosis(pajilla) por alpaca inseminada.   

Eduardo et al. (2021) reportaron una tasa de preñez a los 25 días después de la 

inseminación artificial de 0% de un total de 12 alpacas inseminadas (con plasma seminal 

dentro de la pajilla) y 10% (sin plasma seminal dentro de la pajilla). No se encontraron 

diferencias significativas entre los grupos evaluados. Estos resultados son inferiores a lo 

encontrado en el presente trabajo de investigación, esto se debe posiblemente  a que en el 

presente trabajo de investigación  se utilizó los tubos eppendorf para el almacenamiento del 

semen al momento de su crio preservación el cual tiene mejores resultados en motilidad pos 

descongelado datos aun no publicados y el método de congelación utilizado fue vertical 

(García et al., 2020)  en el mismo tanque criogénico el cual ha dado mejores resultados hasta 

la actualidad. A diferencia de Eduardo y colaboradores en el 2021 quienes utilizaron pajillas 

y el método de congelación fue horizontal. 

En otro estudio realizado en llamas por  Aller et al. (2003) quienes reportaron una 

tasa de preñez de 7.9% utilizando el método de colección seminal por vagina artificial y el 

dilutor que utilizaron fue a base de TRIS ácido cítrico-fructosa, realizaron la inseminación 

artificial con semen puro y diluido estos resultados fueron inferior a lo reportado en el 

presente trabajo de investigación, posiblemente se debe  al porcentaje de motilidad 

espermática considerada para la  congelación fue de 54.3 % y la motilidad después del 

descongelado fue de 20-25% los cuales son inferiores a lo obtenido en el presente estudio. 

Pérez, (1997) inseminó 18 alpacas con semen congelado  y 6 (33%) resultaron 

preñadas, estos resultados son similares a lo reportado en el presente trabajo de 

investigación, esto se debe posiblemente a que en ambos trabajos de investigación se 

realizaron la ecografía para determinar el folículo pre-ovulatorio. 
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Giuliano, (2012) obtuvo una tasa de fertilidad de 9% utilizando semen congelado en 

llamas, estos resultados son inferiores a lo encontrado en el presente trabajo de investigación, 

esto se debe  a la especie y el dilutor utilizado los cuales son diferentes a lo empleado en el 

presente trabajo de investigación  

García et al. (2017) realizaron una investigación en inseminación artificial utilizando 

semen recientemente colectado. Los resultados de porcentaje fertilidad con espermatozoides 

mantenidos fresco 35 ºC por 10 minutos y 15 ºC por 8 horas y refrigerado a 5 ºC por 24 horas 

utilizando yema de huevo fresco o yema de huevo en polvo como elemento del dilutor 

obtuvieron los siguientes resultados, tasa de preñez (%) de 50, 46.7, 43.3, 40, 33.3, 30 para 

YHF, YHP a 35°C YHF, YHP a 15 °C YHF, YHP a 5° C respectivamente estos resultados 

son superiores a lo reportado en el presente trabajo de investigación este se debe por que 

dichos autores realizaron la inseminación artificial con semen fresco diluido a diferencia del 

presente trabajo que se realizó con semen congelado en el cual los espermatozoides sufren 

cambios en motilidad durante el proceso de congelación. 

  



73 

 

Conclusiones 

Se evaluaron parámetros macroscópicos en semen fresco, obteniendo 1.71 ml, 

2.13cm y 1.71cm para  volumen, filancia y espuma respectivamente, y microscópicos de 

74.03%, 109mill/ml y 77% para motilidad, concentración y vitalidad respectivamente. 

Se obtuvieron parámetros de motilidad de 65 y 59% en la etapa de refrigeración, 39 

y 35%  vitalidad posdescogelado, en la etapa de  semen posdecogelado se obtuvo 51 y 46%  

para el dilutor comercial Biladyl® y AndroMed® respectivamente no existiendo diferencias 

significativas. 

Las tasas de fertilidad en alpacas inseminadas con semen congelado utilizando el 

dilutor Biladyl® B fue de 33.3% y con el dilutor AndroMed® 22.2%, no existiendo 

diferencia estadística significativa (p≥0.05)  

Con los dos dilutores utilizados en el presente  trabajo de investigación permitió 

obtener tasas de fertilidad en alpacas  
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Recomendaciones 

En la colección de semen en alpacas, controlar la temperatura y presión de la vagina 

artificial, ya que de ello depende la obtención de muestras de buena calidad. 

Controlar adecuadamente el descenso de la temperatura y la curva de congelamiento 

para evitar el shock térmico   

Continuar realizando más trabajos de investigación con el propósito de encontrar un 

crioprotector adecuado que garantice mayor porcentaje de motilidad y menor daño de las 

estructuras espermáticas e incrementar la tasa de fertilidad con semen congelado en alpacas 
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Anexo 1 

Panel fotográfico 

Figura 5 

Dilutores utilizados para la crio preservación de semen de alpacas (Vicugna pacos) 

 

Figura 6 

Preparación de dilutores utilizados para la crio preservación de semen de alpacas 

 



89 

 

Figura 7 

Materiales utilizados para la colección de semen en alpacas 

 

Figura 8 

Armado de la vagina artificial para la colección de semen de alpacas 
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Figura 9 

Vagina artificial armada para la colección de semen de alpacas 

 

Figura 10 

Vagina artificial fijada al maniquí para la colección de semen de alpaca 
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Figura 11 

Colección de semen en alpacas utilizando vagina artificial 

 

Figura 12 

Evaluación macroscópica de semen de alpacas 
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Figura 13 

Tinción de muestra de semen de alpacas para la evaluación de la vitalidad espermática 

 

Figura 14 

Evaluación de la vitalidad espermática 
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Figura 15 

Evaluación de la motilidad y concentración espermática 

 

Figura 16 

Congelación de semen directo en el tanque 
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Figura 17 

Descenso gradual de la temperatura en la crio preservación de semen de alpaca 

 

Figura 18 

Extracción de los crioviales del tanque criogénico 
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Figura 19 

Descongelación de semen de alpaca utilizando dos dilutores comerciales 

 

 

Figura 20 

Materiales utilizados para la inseminación artificial 
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Figura 21 

Sujeción de la hembra para la inseminación artificial 

 

Figura 22 

Dilutores utilizados para la crio preservación de semen de alpacas (Vicugna pacos) 

Evacuación de heces del recto para la inseminación artificial 
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Figura 23 

Descongelación y evaluación de semen para la inseminación artificial 

 

Figura 24 

Inseminación artificial en alpacas utilizando dilutor andromed 
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Figura 25 

Inseminación artificial en alpacas utilizando dilutor biladyl 

 

Figura 26 

Registro de la hora de inseminación, dilutor, N° arete, raza, color 
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Figura 27 

Preparación de ecógrafo para diagnóstico de preñez 

 

Figura 28 

Diagnostico de preñez en alpacas con el dilutor andromed 
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Figura 29 

Diagnostico de preñez en alpacas con el dilutor biladyl 
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Figura 30 

Armado de la vagina artificial, colección y evaluación de semen de alpaca (Vicugna 

pacos) 
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Figura 31 

Dilución, refrigeración evaluación y congelación de semen de alpaca (Vicugna pacos) 
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Figura 32 

Selección, tonificación, sincronización, inseminación artificial y diagnóstico de gestación 

en alpaca (Vicugna pacos) 
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Anexo 2 

ANVA de la motilidad de los dilutores 

 

Tabla 10 

ANVA de motilidad de semen refrigerado a las 2 horas 

  GL 
SUMA DE 

CUADRADOS 

MEDIA 

 CUADRADOS 
F value Pr(>F) 

DILUTORES 1 295 294.7 1.657 0.207 

RESIDUALES 34 6046 1177.8     

Total 35     

Ftabla=4.13 

Tabla 11 

ANVA de motilidad de semen pos descongelado 

  GL 
SUMA DE 

CUADRADOS 

MEDIA 

 CUADRADOS 
F value Pr(>F) 

DILUTORES 1 156.25 156.25 2.844 0.101 

RESIDUALES 34 1868.1 54.94     

Total 35     

Ftabla=4.13 

Tabla 12 

ANVA de vitalidad de semen pos descongelado 

  GL 
SUMA DE 

CUADRADOS 

MEDIA 

 CUADRADOS 
F value Pr(>F) 

DILUTORES 1 261.4 261.36 3.424 0.073 

RESIDUALES 34 2595.4 76.33     

Total 35     

Ftabla=4.13 
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Tabla 13 

ANVA de dilutores sobre la motilidad de semen 

  DF 
SUMA DE 

CUADRADOS 
MEDIA SQ F value Pr(>F)  

DILUTOR 1 440 440 3.781 0.056  

MOTILIDAD 1 10952 10952 94.1 1.86E-14  

DILUTOR:MOTILIDAD 1 11 11 0.094 0.761  

Residuales 68 7914 116    
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Anexo 3 

Registro de colecciones 

Tabla 14 

Registro de colección y parámetros macroscópicos y microscópicos de semen de alpaca  
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