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RESUMEN

El trabajo de investigacion se realizd con objetivos de determinar las
caracteristicas de la calidad del semen (volumen, color, concentracién, motilidad,
viabilidad, HOST) del semen fresco colectado por el método post copula y evaluar el
efecto del diametro folicular pre-ovulatorio en el momento de la inseminacion artificial
con semen fresco sobre el porcentaje de prefiez en alpacas Huacaya. Se utilizaron 115
alpacas hembras Huacaya de diferentes edades 4 a 8 afios y 6 alpacas machos de 4 a 6
afios; distribuidos en 53 alpacas sin cria'y 62 con cria, con foliculos pre-ovulatorios de
>7<9mmy>10<12 mm. Se colecto el semen por el método post-copula y se evaluoé
la calidad seminal utilizando Tris, Fructuosa, Acido Citrico, Tilosina, Gentamicina y
Lincomicina, al diluyente, se le afiadié yema de huevo 20% (v/v). Las alpacas fueron
inducidas a la ovulacion con aplicacion intramuscular de 1 ml de buserelina acetato
(GnRH), y fueron inseminadas a las 26-30 h post ovulacion con semen (1 ml) a una
concentracion de espermatozoides de 30 a 40 millones/ml. El diagndstico de prefiez fue
realizado a los 30 dias post inseminacién mediante ecografo. Los datos fueron analizados
mediante la prueba estadistica de Ji — cuadrada. Los resultados del volumen del semen
fueron de 3.67 ml, viabilidad 70.10%, concentracion 85.02*10°, viabilidad 82.82%, Host
77.93% morfologia normal 73.58%. La tasas de prefiez de alpacas sin cria mostraron 50%
con tamafio folicular de 7 a9 mm, y las alpacas sin cria de tamafio folicular 10 a 12 mm
52%. de alpacas con cria mostraron 48.6% con tamafio folicular de 7 a 9 mm, y las

alpacas con cria de tamario folicular 10 a 12 mm 56, sin diferencia significativa (p>0.05).

Palabras Claves: Inseminacion, crecimiento folicular, prefiez, alpacas.
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ABSTRACT

The research work was carried out with the objective of determining the
characteristics of semen quality (volume, color, concentration, motility, viability, HOST)
of fresh semen collected by the post copulation method and evaluating the effect of pre-
ovulatory follicular diameter on the moment of artificial insemination with fresh semen
on the pregnancy rate in Huacaya alpacas. 115 Huacaya female alpacas of different ages
from 4 to 8 years old and 6 male alpacas from 4 to 6 years old were used; distributed in
53 alpacas without calves and 62 with calves, with pre-ovulatory follicles of > 7 <9 mm
and > 10 < 12 mm. Semen was collected by the post-copula method and seminal quality
was evaluated using Tris, Fructose, Citric Acid, Tylosin, Gentamicin and Lincomycin,
egg yolk 20% (v/v) was added to the extender. Alpacas were induced to ovulate with
intramuscular application of 1 ml of buserelin acetate (GnRH), and were inseminated 26-
30 h post ovulation with semen (1 ml) at a sperm concentration of 30 to 40 million/ml.
The diagnosis of pregnancy was made 30 days after insemination by ultrasound. Data
were analyzed using the chi-square statistical test. The results of the semen volume were
3.67 ml, viability 70.10%, concentration 85.02*106, viability 82.82%, Host 77.93%
normal morphology 73.58%. The pregnancy rates of alpacas without calves showed 50%
with follicular size of 7 to 9 mm, and alpacas without calves of follicular size 10 to 12
mm 52%. of alpacas with calves showed 48.6% follicular size from 7 to 9 mm, and

alpacas with follicular size 10 to 12 mm 56, without significant difference (p>0.05).

KEYWORDS: Insemination, follicular growth, pregnancy, alpacas.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Los camélidos sudamericanos (CSA), son de gran importancia en la actividad
socioecondmica de la poblacion alto andina del Perd y paises andinos. El Peru es el primer
productor mundial de alpacas (87% de la poblacién mundial) y el segundo en llamas. Su
crianza es extensiva, por su buena capacidad de adaptacion desde los 3800 m.s.n.m que
es habitat alto andino, soportando las dificiles condiciones medio ambientales, propias
de la puna (Huanca, 2012). Siendo la productividad de carne, fibra, y piel como una fuente
de ingreso econdémico y asi contribuir con la seguridad alimentaria para los pobladores
alto andinos (FAO, 2008), cabe indicar que los CSA, aprovechan eficientemente los
escasos pastos naturales, donde no logran adaptarse plenamente otros animales
domésticos. Siendo el patrimonio imprescindible del Perd que contribuye a un recurso
natural renovable (Quina, 2017).

En los ultimos afios diversas instituciones de alcance nacional, regional, local y
ONG vienen trabajando en mejoramiento genético con el fin de mejorar la calidad del
vellén; con capacitaciones a los productores en seleccion de alpacas, introduccion de
reproductores, creacién de centros de produccion de reproductores para producir
reproductores de alto valor genético, que hoy en dia son escasos y tienen un alto valor
econdmico que no esta al alcance de los productores, el trabajo es lento y tedioso que
puede ser acelerado con el empleo de biotecnologias reproductivas como la inseminacion
artificial (1A). Es asi, una gran parte del avance genético en vacunos de leche se debe al
desarrollo y aplicacién de la 1A. El semen de un toro de alto valor genético puede usarse
en muchisimas vacas y como tal su influencia puede afectar cientos de terneras. En este

sentido la IA, acelera el avance genético méas rapidamente que la transferencia de
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embriones. En la actualidad, mas de un millén de vacas son inseminadas anualmente en
los EE UU y una proporcion similar en Canada, Nueva Zelandia, Australia, asi como en
otros paises que han colaborado enormemente al progreso genético en los bovinos de
produccién. (Garcia et al., 2019; Garcia, 2015; Huanca et al, 2018).

El desarrollo de esta metodologia de los camélidos sudamericanos inicio en el
Per( en 1960 (Fernandez-Baca y Novoa, 1968) y recientemente en Australia (Vaughan et
al, 2003), Europa (Burgel et al., 2000; McEvoy et al., 1992) y América del Sur (Alarcén
et al., 2012; Aller et al., 1999; Apaza et al., 2001; Bravo et al., 1997; De la Vega, 1996;
Garcia et al., 2019; Torres 2006), en grupos pequefios de animales y con resultados
variados, debidamente a las dificultades en la coleccidén seminal con la baja concentracion
de espermatozoides, calidad viscosa del semen y el poco conocimiento del momento
adecuado de la IA en el desarrollo folicular pre-ovulatorio, que impide el avance
progresivo de la 1A (Garcia et al., 2021; Huanca et al, 2007).

Al respecto, se ha realizado distintas técnicas para colectar semen en llamas y
alpacas. Al inicio han reportado el uso de condones, después la electroeyaculacion, la
vagina artificial y la fistula uretral. Actualmente, se desarrollado la técnica de colecta en
la vecindad de la os externa de la cérvix posteriormente a la monta natural, denominada
método post copula (Alarcon et al., 2012), donde el semen colectado es generalmente de
escasa viscosidad y de buena calidad que el semen colectado con vagina artificial (Bravo
etal., 2013).

Por otra parte, los camélidos no presentan ciclos sexuales definidos como ocurre
en otras especies (ej. oveja, vaca), esta especie es de ovulacién inducida debido a que su
foliculo maduro no ovula espontdneamente, permaneciendo integro hasta recibir estimulo
(San Martin et al., 1968); el crecimiento folicular en las alpacas hembra se origina en

forma de ondas que lleva a la aparicion de un foliculo dominante (Fernandez-Baca et al.,
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1970). La duracion de una nueva onda en desarrollo folicular, que es el periodo que
transcurre entre dos emergencias de un foliculo dominante, en la alpaca es de 11 a 12 dias
(Bravo y Sumar, 1989); cada onda se compone de tres fases: La fase de crecimiento
comprende de 8 a 10 foliculos con un diametro de 2 a 3 mm; la totalidad de veces, dos o
tres foliculos siguen creciendo hasta 5 mm, de los cuales el 68 % alcanza un didmetro
igual o superior a 7 mm después de 5 a 9 dias. La fase de maduracion se adquiere cuando
el foliculo en crecimiento llega a un didmetro de entre 6 a 12 mm y tiene una duracion de
5 dias (Adams et al., 1990; Bravo et al., 1990). Esta fase es importante, porque se va
producir la ovulacion del foliculo maduro después de la copula, por la presencia del factor
inductor a la ovulacién (FIO) que se localiza en el plasma seminal de los camélidos
(Adams et al., 2005), esta fase se aprovecha para realizar la 1A, induciendo la ovulacion
con plasma seminal, LH, hCG o anédlogo de GnRH (Adams et al., 2005), el foliculo
dominante en ausencia de la cdpula regresiona entre 3 a 5 dias. De tal manera el presente
trabajo de investigacion se realizo con el proposito de conocer el efecto del diametro
folicular pre-ovulatorio en el momento de la inseminacion artificial con semen fresco post
copula sobre el porcentaje de prefiez en alpacas Huacaya. Para lo cual se tom6 dos grupos
de alpacas con foliculo pre ovulatorio de > 7 <9 mm y el otro grupo con foliculo pre

ovulatorio de > 10 < 12 mm al momento de la IA.

13
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1.1. Obijetivos de la investigacion

1.1.1 Objetivo general
e Evaluar el efecto del diametro folicular pre-ovulatorio en el momento de la
inseminacion artificial con semen fresco sobre el porcentaje de prefiez en alpacas

Huacaya.

1.1.2 Objetivos especificos

e Determinar caracteristicas de la calidad del semen (volumen, color,
concentracion, motilidad, viabilidad, HOST) del semen fresco colectado por el
método post cpula.

e Evaluar el efecto del didmetro folicular pre ovulatorio (> 7 <9 mm) al momento
de la IA, sobre la taza de prefiez en alpacas madres con cria y sin cria.

e Evaluar el efecto del didmetro folicular pre ovulatorio (> 10 < 12 mm) al momento

de la 1A, sobre la taza de prefiez en alpacas madres con cria y sin cria.

14
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CAPITULO II

REVISION DE LITERATURA

2.1. Anatomia reproductiva de la hembra

OVARIO

El tamafio y la forma varian segin a la edad, dependiendo a las estructuras
presentes en los ovarios; lo cual presentan una forma globular (1.3-1.9 x 0.9-1.3 x 0.9-
1.3cm) y su peso entre los 1.90 y 2.40 g. En la alpaca hembra multipara, los ovarios son
aplanados lateralmente y tienen una superficie irregular debido a la presencia de muchos
foliculos pequefios (Sato y Montoya, 1990). El ovario izquierdo es sutilmente mas grande
que el derecho y cuando esta ocupado por un cuerpo lGteo este es ligeramente mas grande
que el propio ovario y no hay demarcacién entre el cuerpo lateo y el ovario (Frank, 1999).
Los ovarios estan rodeados completamente por un largo pliegue del mesosélpinx de forma
conica nombrado bursa ovérica, cuya porcion apical forma un extenso orificio circular
gue comunica con la fimbria del oviducto (Bravo et al., 2000).

OVIDUCTO

Son dos conductos finos de trayecto turtuosos, de 15 a 20 cm de longitud que se
comunica la superficie del ovario con el Utero; didmetro del &mpula de 3 a5 mm, didmetro
del istmo 1 a 3 mm., que cambia con la edad del animal y raza. Se alojan en un pliegue
peritoneal que deriva del ligamento ancho denominado mesosalpinx (Sumar, 1996). El
oviducto interviene en la capacitacion y transporte de gametos y proporcionan el ambiente
adecuado para la fertilizacién y el comienzo del desarrollo embrionario (Sato y Montoya,
1990).

En los oviductos se distingue tres partes: infundibulo, &mpula e istmo. El

infundibulo esta unido a los ovarios, es el extremo periférico en forma de embudo del

15

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

cuerno uterino, los bordes son dentados (fimbrias) tales prolongaciones estan recubiertos
de cilios. EI movimiento de los cilios de las fimbrias puede crear corrientes, que transporta
los ovocitos hacia la luz del cuerno uterino. La parte mas ancha denominada ampula,
lugar donde se lleva a cabo la fertilizacion. Los oviductos se estrechan hacia el extremo
donde se unen con el cuerno uterino, por lo que a esta porcién se le conoce como istmo,
lugar de reservorio y capacitacion de los espermatozoides (Perez, 2015).

Las capas del oviducto estan formadas por tres partes. Desde el exterior en la
serosa que es continuacion del mesosalpinx. La capa muscular lisa, con un estrato
longitudinal superficial y uno interno con disposicion circular, la capa muscular se va
engrosando del infundibulo hacia el istmo y el estrato longitudinal es méas abundante que
el circular. La tercera capa estd formada por la mucosa que presenta pliegues
longitudinales que son méas numerosos y pronunciados en el &mpula por lo que la luz del
oviducto es mas amplia que en el istmo. La mucosa del oviducto presenta células ciliadas
y secretoras.(Pérez, 2015; Sumar, 1996).

UTERO

La forma del dtero en las alpacas es bicorne, e “in situ” en forma de (Y),
dividiéndose en cuernos, cuerpo y cérvix. Los cuernos uterinos presentan una longitud
en promedio de 7,5 cm y un cuerpo de 3 a 5,5 cm. El cuerno uterino izquierdo puede ser
sutilmente mayor que el derecho, incluso de las hembras multiparas, el Utero se localiza
en el area pélvica de las hembras no gravidas, llegando a la cavidad abdominal durante la
prefiez, teniendo en cuenta que el 98% de las gestaciones se presenta en cuerno izquierdo
(Fernandez-Baca et al., 1973; Sato y Montoya, 1990).

El cérvix presenta 2 a 3 pliegues anulares y su longitud fluctta entre los 2y 5 cm.
El nivel de abertura o cierre esta sometida a regulaciones endocrinas, de modo que su luz

se dilata durante el celo para facilitar la cOpula, mientras que este angosta durante la
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gestacion para eludir la contaminacién del Gtero mientras se complete el desarrollo
embrionario. (Sato y Montoya, 1990).

VAGINA'Y VULVA

La vagina presenta una longitud aproximada de 13.4 + 2.0 cm y su diametro esta
dado entre 3.5—5 cm, se determina por poseer una mucosa que forma numerosos pliegues
(Fowler, 1998; Sumar, 1996). La abertura vulvar tiene direccion ventrodorsal y mide 3-4
cm de longitud. La comisura dorsal de la vulva es sutilmente redondeada y se localiza a
2 0 3 cm del orificio anal; la comisura ventral es aguda y culmina en una corta direccion
conica. El himen, o sus restos, marcan la desunion entre la vagina y la vulva (Bravo et al.,

2000; Garcia et al., 2005).

2.2. Fisiologia reproductiva de la Alpaca hembra
2.2.1. Comportamiento sexual

Los camélidos sudamericanos al ser especies de ovulacion inducida no
muestran un ciclo estral definido, no obstante, se encuentran periodos de
receptividad sexual. Estas etapas son suficientemente prolongados durante la
época de apareamiento y sin la presencia de machos pueden seguir receptivas por
periodos hasta de 36 dias, indicando breves interrupciones de anestro que no
sobrepasan de 48 horas (Novoa, 1989).

England et al. (1971) manifiestan que el comportamiento sexual en las
hembras receptivas se puede dividir en las fases de cortejo y de copulaciéon o
monta. El tiempo de duracién de la primera fase esta influenciada por el nivel del
libido y fortaleza del macho, la cual tiene un tiempo de duracién que puede llegar
alcanzar hasta los 10 minutos, y culmina en el momento cuando el macho monta
0 es rechazado. La hembra cuando no esta receptiva y al ser requerida por el

macho, trata de escapar llegando a defenderse escapando, pateando o escupiendo
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(Novoa y Leyva, 1996; Sumar, 1996). El tiempo de la copula esta influida por
diversos factores: nUmero de machos presentes de forma simultanea, frecuencia
de monta, edad del macho, estacion del afio, jerarquia dentro del rebafio, hora del
dia, etc. Por lo que la etapa de la copula en alpacas suele perdurar entre 20 a 30
minutos, pero otros autores indican un tiempo de duracion mas amplio de 5 a 65
minutos (Brown, 2000; Fernandez-Baca, 1993; Sumar, 1985).

Una vez que la hembra ésta receptiva, acepta al macho, ésta adopta la
posicion decubito esternal con la pelvis elevada, lo cual permite la facilidad de la
monta del macho, donde el macho pone los metatarsos lateralmente a los lados de
la hembray sus patas se apoya al piso. Durante la cpula, el macho continuamente
emite un sonido gutural denominado “orgling”, ademas de la dilatacion de los
orificios nasales y movimientos de la cola, mientras que la hembra permanece
inmovil (Fernandez-Baca, et al., 1970; Novoa, 1970).

Bravo (1994) menciona que dicho sonido gutural puede coadyuvar con la
respuesta neural en el hipotalamo de la hembra para la estimulacion de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH). La receptividad sexual no estd asociada
constantemente con la existencia de un foliculo dominante (Sumar, 1983),
mientras que la no receptividad es una caracteristica diferencial entre hembras
prefiadas y vacias; puesto que se considera dentro de los 15 a 21 dias posteriores
a la monta, cuando la receptividad es ausente es debido a la prefiez o hay la
presencia de un cuerpo luteo, por el efecto inhibitorio de la progesterona

(Fernandez-Baca, 1971).

2.2.2. Mecanismo Neuroendocrino en el control reproductivo
La reproduccion es regulada por una compleja interaccion entre el sistema

nervioso, endocrino y reproductor. Los mecanismos fisioldgicos se presentan en
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el eje hipotdlamo-hipdfisis-gonadas. La comunicacién entre drganos se da por
medio de sustancias mensajeras llamadas hormonas, que son liberadas desde una
celula efectora hacia otra célula blanco. El hipotdlamo produce neurosecresiones
y con ayuda de hormonas liberadoras e inhibidoras (Senger, 2005).

Las células neuronales, en el hipotdlamo producen la hormona liberadora
de gonadotropina (GnRH), la cual en forma pulsatil es secretada, regulando y
controlando la secrecion y liberacion de hormonas gonadotropinas como la
hormona luteinizante (LH) y foliculoestimulante (FSH) de la hipdfisis,
responsables del control de la actividad ovérica, de la secrecion de hormonas
esteroideas y la ovulacion (Arthur, 1991; Hafez, 2002).

El principal rol de la secrecién de la LH es la induccion de la ovulacién,
luego las células del foliculo ovulatorio se luteinizan y empieza la segregacion de
progesterona, que tiene un efecto de retroalimentacion negativa en el hipotalamo,
al evitar la secrecién de GnRH Yy sintetiza a los gonadotr6fos a la accién de la
GnRH (Stevenson, 2007).

La retroalimentacion positiva, de la cascada de la oxitocina, que va desde
el cuerpo luteo al Utero y de la prostaglandina F2a, que va desde el Gtero al cuerpo
luteo posiblemente sirva como un mecanismo que afirma la lutedlisis. Producida
la luteolisis, los niveles de progesterona disminuye simultaneamente con el efecto
inhibitorio de la progesterona sobre el hipotalamo y la hipéfisis permitiendo el
resurgimiento de los niveles de LH para comenzar un nuevo ciclo (Stevenson,
2007).

Los camélidos no presentan ciclos ciclicos sino, son especies de ovulacion
inducida debido a que sus foliculos ovaricos no se rompen espontaneamente,

permaneciendo intactos hasta recibir estimulo (San Martin et al., 1968).

19

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

En una investigacion, Chen et al. (1985) concluyeron que la ovulacién en
camellos bactrianos no es espontanea y es inducida por semen, pero no por
espermatozoides, obteniendo una tasa de ovulacion de 87% después de la
inseminacion intravaginal; demostrandose asi la existencia de un factor inductor
de ovulacion (FIO) en el plasma seminal del camello bactriano, que también puede
presentarse en el toro. Se sospecha que la absorcién de este factor es muy rapida
y se realiza en la vagina o en el Utero debido a que 1 a 4 hembras ovularon después

de un lavado vaginal.

2.3. Fisiologia del desarrollo folicular

2.3.1. Foliculo ovérico

El foliculo es la unidad estructural y funcional de los ovarios. La
foliculogénesis es el proceso de formacion, crecimiento y diferenciacion folicular.
Abarca desde el estadio del foliculo primordial hasta el foliculo pre-ovulatorio (Gigli
et al., 2006).

La clasificacion de los foliculos es: primordiales, primarios, secundarios y
terciarios de acuerdo a las caracteristicas histolégicas de las células de la granulosa
que rodean al ovocito y al grado de maduracién del mismo, ya en la vida fetal se realiza
la diferenciacion de los foliculos primordiales. Algunos foliculos empiezan a
diferenciarse en primarios y secundarios debido a que la primera activacién folicular
es en principio gonadotropinas independiente. Diversos foliculos empiezan a crecer al
mismo tiempo hasta que uno de ellos se diferencia en dominante llegando atresiar a
los demas (Gigli et al., 2006).

2.3.2. Dinamica folicular
La onda folicular se desarrolla con el comienzo del agrupamiento de foliculos

(reclutamiento) precedido de la emergencia de un foliculo (Fortune et al., 1991). Cada
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onda folicular consta en un grupo de foliculos antrales reclutados por un pico de FSH,
por lo cual la FSH tiene la importante funcion de dar inicio de la formacién del antro
folicular y estimulacién de la mitosis de las células de la granulosa y la formacion del
liquido folicular, mientras que la LH actla sobre las células de la teca para elaborar
testosterona que se dirige a la granulosa para transformarse en estradiol 17 (Hafez,
2002). La LH tiene un efecto positivo en el diametro del foliculo més grande, pero no
hasta después del inicio del didmetro de desviacion (seleccion). Los receptores de LH
en las células de la granulosa aumentan la produccion de estradiol por el foliculo
dominante y la inhibicion de las concentraciones circulantes de FSH. ElI mecanismo
de desviacion (seleccidén) se inicia cuando las concentracion de FSH son bajas
(Ginther et al., 2003) el foliculo dominante presenta tres fases: crecimiento (aumenta
su diametro folicular), estatica (cambios minimos en el diametro) y regresion
(disminuye su didmetro) (Stevenson, 2007).

En los camélidos sudamericanos se contempla el desarrollo de ondas
foliculares ciclicas, relacionado con el crecimiento, maduracion y atresia del foliculo
dominante (Bravo y Sumar, 1989). Cuando no se exponen al macho, continuaran
desarrollando ondas foliculares anovulatorias, en tres fases de desarrollo, para lo cual
un grupo de foliculos son reclutados, de ellos es seleccionado uno e inicia su
crecimiento, diferencidndose y alcanzando el tamafio ovulatorio (> 7 mm de diametro);
mientras que los demas se atresia (Brown, 2000; Fernandez-Baca, 1993).

La onda folicular en alpacas se desarrolla de manera alternada en ambos
ovarios, esto se comprueba con la presencia de foliculo dominante en ambos ovarios
en un 85% de casos (Fernandez-Baca, 1993). La receptividad al macho se ve cuando
el foliculo dominante tiene didmetros > 6 mm, esto se relaciona con la regresion de los

foliculos subordinados, estando la inhibina con la inhibicién de los foliculos pequefios
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(Adams, et al., 1990; Bravo, et al., 1990). Estudios realizados mediante ultrasonografia
rectal reportan tasas de crecimiento folicular desde 0.5-0.8 mm/dia (Vaughan et al.,
2004).

Bravo y Sumar (1989) investigaron con laparoscopia en alpacas y definieron
que el tiempo promedio en que se forma una onda folicular es de 10 a 12 dias. El
periodo de crecimiento folicular fue de 4 dias en promedio (3-5 dias), la fase estéatica
donde obtiene el tamafio ovulatorio (8-12 mm) dura en promedio 4 dias y la fase de
regresion o atresia con un periodo de 4 dias. Asimismo, en un 85% de los casos, el
crecimiento folicular se alterna en ambos ovarios. Si bien, en otro estudio se determin6
que la tasa de crecimiento folicular fue constante (0.43 £ 0.02 mm/dia) entre los dias
0 y 10 luego de la emergencia de una onda folicular, por lo que la mayoria de los
foliculos alcanzarédn una medida de 6 o 7 mm de didmetro a los 6-8 dia, por lo que se

sugiere como el momento éptimo para el empadre (Bravo et al., 1991; Sumar, 1993).

2.4. Fases del desarrollo de la dinamica folicular

El reclutamiento o0 emergencia es un proceso por el que, bajo la responsabilidad
de factores intraovaricos (factores de crecimiento ligados a la insulina y sus proteinas de
enlace IGFBP) estimulados por la FSH, un conjunto de foliculos antrales temprano (2-3
mm de didmetro) comienzan a desarrollarse en un medio con suficiente soporte
gonadotréfico que les permita progresar a la ovulacion (Fernandez, 2003).

Los sucesos de reclutamiento se dan en 2 fases: el primero corresponde al
reclutamiento folicular continuo, ocurre la transicion de foliculos primordiales a foliculos
primarios, son reclutados de una manera continua para su posterior desarrollo hasta que
tiene una cavidad antral, el segundo corresponde al reclutamiento ciclico, en el cual los
incrementos en la FSH circulante durante cada ciclo reproductivo permite reclutar una
cohorte de foliculos antrales para alcanzar la fase preovulatoria (McGee y Hsueh, 2000).

22

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis



NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

; hﬂ UNIVERSIDAD

Aba (2014), indica que en alpacas hembras fértiles, durante cada onda folicular,
un grupo de foliculos es reclutado, seguido de la aparicién sincrénica de un grupo de
foliculos antrales, que desarrollan de 4 a 5 mm de diametro. De estos, un foliculo ésta
seleccionado para convertirse en el foliculo dominante, y los demas sufren atresia y
regresiones.

La seleccion de un foliculo dominante se refiere al mecanismo que determina cual
foliculo de la cohorte es seleccionado para seguir en el proceso de crecimiento y
convertirse en dominante evadiendo la atresia. El principal suceso morfoldgico en el
proceso de seleccion es la divergencia (Ginther et al., 1996). En el reclutamiento de la
onda se determina por el desarrollo de un cohorte de foliculos antrales de 2 a 3 mm de
tamafio hasta obtener un diametro de 4 a 5 mm a partir de ese momento se establece la
seleccion (Gigli et al., 2006).

La divergencia del foliculo dominante corresponde al tiempo durante el cual el
foliculo dominante es seleccionado durante la emergencia. El foliculo dominante tiene un
efecto inhibitorio sobre los demas foliculos subordinados o del mismo grupo, retrasando
su crecimiento y atreciandolos (Ferrer et al., 2002). Existen tres estadios en lo que
respecta al foliculo dominante: crecimiento, maduracion y regresion (Bravo et al., 1990).
Se evidencio6 que el tiempo requerido para el desarrollo de los foliculos de 3 mm hasta
los 7 mm es de 4.8 £ 1.5 dias, la fase de madurez folicular (foliculos, 8-12 mm) promedio
5.0 £ 1.6 dias y para la fase de regresion folicular en promedio 4.0 = 1.1 dias (Bravo et

al., 1990).

2.4.1. Reinicio de la actividad ovérica
La actividad ovérica y la fertilidad post parto fue estudiado por Bravo et al.
(1994) quienes observaron que 30 dias después del parto, las hembras denotaron un

foliculo mayor que a los 10 y 20 dias (9,1; 7,9 y 8,8 mm, respectivamente), y que la
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tasa de gestacidn con un apareamiento a los 10 dias post parto (21%) fue menor que la
obtenida en hembras servidas entre 20 y 30 dias post parto (61%). Un tamafio
ovulatorio (7mm) estuvo presente 7,4 dias post parto (4 a 14 dias) y el tamafio fue
menor en la primera onda folicular (7,4 mm) que la segunda y tercera onda (9 a 10

mm) (Bravo et al., 1995).

2.5. Ovulacion

Este mecanismo endocrino que se refiere a la ruptura o luteinisacion del foliculo
dominante y la salida del ovocito para que sea fecundado. La ovulacién es provocada en
todas las especies por un pico preovulatorio de LH formado por una retroalimentacion
positiva por parte del estradiol (E2) a nivel del hipotdlamo, que estimula a su vez una
mayor liberacién de GnRH hacia la hipofisis, con lo cual genera mayor liberacion de
gonadotropinas (Senger, 2005). En las especies de ovulacion inducida los mecanismos
que provocan la liberacién del pico preovulatorio de LH no son del todo claras como en
los ovuladores espontaneos en donde la GnRH secretada por el hipotdlamo controla las
pulsaciones de LH. En un estudio realizado en llamas, demostré que el primer incremento
significativo de los niveles plasméticos de LH se produce entre 15 a 40 minutos después
del inicio del coito, como consecuencia de un reflejo neuroendocrino. Los estimulos
neuronales que liberan dicho reflejo involucran la estimulacion del cérvix durante la
penetracidn, los sonidos emitidos por el macho y el contacto fisico (Huanca, et al., 2018).

El intervalo entre la ovulacion y la cdpula es aproximadamente de 30 h (rango de
24 a48 h) en la alpaca y la llama (Ratto et al., 2013). Adams et al. (1990) observaron que
el intervalo entre la copula y la ovulacion es bastante constante en llamas, de tal forma
que el 96% de los animales ovularon en el transcurso del segundo dia posterior al coito y

solamente un 4% lo hizo al tercer dia.
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En Ilamas se hizo una investigacion para ver los niveles plasmaticos de LH luego
de la monta natural y los resultados sefialaron que empieza a incrementar a los 15 minutos
del estimulo, teniendo un pico a las 2 horas, y vuelve a sus niveles basales a las 7 horas

post monta (Bravo et al., 1990b).

2.5.1. Induccion a la ovulacion

Los protocolos de sincronizacion realizados son capaces de inducir una
nueva emergencia de la onda folicular, independiente del estado folicular y luteal
en el momento del tratamiento, tendrd un gran efecto sobre la sincronizacion
ovarica (Ratto et al., 2005). Dichos tratamientos estan basados en remover el efecto
de supresion que tiene el foliculo dominante, sobre los demas foliculos, por medio
de la ovulacion del mismo o su atresia, resultando en el reclutamiento de una nueva
onda folicular (Miragaya et al., 2006).

La induccion de la ovulacién en los camélidos sudamericanos ha sido
estudiada mediante la aplicacion de hormonas exdgenas, que aplicando por via
parenteral de 1000 U.I de hCG determind que la ovulacion se produce a las 24 horas
post aplicacion (San Martin et al., 1968). Sumar (1985) logré inducir ovulacién con
un de 1mg Hormona Luteinizante (LH) y Hormona Liberadora de Gonadotropinas
(GnRH) en dosis y 4.8 mg para provocar un estimulo necesario.

Chen et al (1985) mencionan un estudio de ovulacion inducida en un 87%
en camellos Bactrianos por deposicion de semen intravaginal sin haber contacto
fisico con el macho, concluyendo asi que debe existir algun factor en el semen
responsables de la ovulacion, aparte del estimulo mecanico durante la cépula o
monta.

Se realizaron estudios en los que se ha demostrado que la administracion de

GnRH, es eficaz para provocar la liberacién endégena de LH (San Martin et al.,
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1968; Bourke et al., 1995). Sin embargo cuando se emplea analogos sintéticos de
GnRH, como la Buserelina, la dosis para que esta hormona sea capaz de inducir la
ovulacion son notablemente inferiores (8 ng) (Bravo et al., 1992; Huanca et al.,
2001). La ovulacion se produce generalmente a las 26 horas de la aplicacion de
hCG (San Martin et al., 1968) y a las 28 horas de la aplicacién de GnRH (Bourke
et al., 1995). La funcion principal del pico pulsatil de la LH es la de producir la
ovulacion o liberar al ovocito contenido en el foliculo dominante, mediante la
ruptura de este (Fernandez-Baca et al., 1970)

Bianchi et al. (2018) reportaron que la duracion del intervalo a la emergencia
de una onda folicular nueva desde la aplicacién de GnRH, dependera del estado
folicular en el que se encuentre el foliculo dominante. En el caso de las llamas
hembras con foliculos dominantes en estado de crecimiento o maduracion y
posteriormente sincronizadas con GnRH, pasado 3 dias de este estimulé se dio la
emergencia de una nueva onda folicular; lo cual es idéntico a la respuesta en
camellos (Nikjou et al., 2008). Mientras que las que tenian un foliculo dominante
en estado de regresion y que de esa forma igualmente han sido sincronizadas,
desarrollaron la emergencia de la nueva onda folicular entre 1 a 2 dias post-estimul6
(Bianchi et al., 2018), esto podria atribuirse a la emergencia de ondas sucesivas que
encubren los distintos estadios foliculares, al igual que pasa en las hembras que no

ovulan (Cavilla et al., 2013).

2.5.2. Cuerpo luteo
Es una glandula endocrina transitoria que se forma a partir del foliculo
ovulatorio. EI cuerpo Iiteo maduro esta conformado por 2 tipos de células
foliculares. Estas células luteales pequefias provienen de las células de la teca y

responden a la LH con aumento de la secrecién de progesterona, cuyo mecanismo
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es activando la protein-quinasa A via segundo mensajero. Las células luteales
grandes son de origen de la granulosa y contienen los receptores para la PGF2a.
Sinoocurre la prefiez, regresiona el cuerpo luteo y permite el crecimiento folicular
para dar paso a la nueva onda folicular. (Niswender et al., 2000).

El desarrollo del cuerpo lGteo en el ovario a los 3-5 dias de la copula o
aplicacion hCG (2 a 4 dias después de la ovulacion), observadndose una elevacion
de los niveles de progesterona entre 4 y 6 dias después del coito (Aba et al., 1995;
Adams et al., 1990).El diametro promedio del cuerpo lGteo, 3 dias después del
servicio 0 48 horas post ovulacion es de 7.72 mm para el ovario izquierdo y de
8.67 mm para el ovario derecho (Fernandez-Baca et al., 1970) .Cuando hay
ausencia de la gestacion la vida media del cuerpo luteo es de 8 a 9 dias, iniciando
su regresion, reduciendo su diametro a la mitad a los 12 dias del coito y al mismo
tiempo que disminuye la secrecion de progesterona, alcanzando su nivel méas bajo
en los dias 14 o 15. Las hembras vuelven a mostrar receptividad sexual a los 12 a
14 dias después de la tltima cépula. (Adams et al., 1990; Sumar y Bravo, 1991).

En algunos casos, dias cercanos después de la ovulacion las hembras
pueden seguir mostrandose receptivas al macho, esto es asociado a los muy bajos
0 niveles de progesterona (Leyva y Garcia, 1999). Sumar (1996) indica que
algunos camélidos pueden tener fases luteales cortas, esto se puede ver atribuido
a que posiblemente esos animales posean un foliculo dominante en fase de
regresion y al momento de inducir la ovulacion en este, pase al pico pulsatil de

LH no llegue a ovular.

2.6. Tasa de prefiez
La mayor parte de las gestaciones se producen en el cuerno izquierdo no se ha
demostrado aun el hecho que si el ovocito proviene del ovario izquierdo determine mayor
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probabilidad de prefiez (Vaughan, et al., 2003), pese a que no existe diferencia en la
actividad ovulatoria entre ambos ovarios, lo que indicaria que los embriones que se
originan en el cuerno uterino derecho tienen que migrar al cuerno uterino izquierdo para
su implantacién (Fernandez-Baca et al., 1973). Si bien no se sabe exactamente las razones
de la migracion, una explicacion al respecto estaria en la actividad luteolitica diferencial
de ambos cuernos uterinos al ser solo local en el cuerno derecho y ademas sistémica en
el izquierdo (Fernandez-Baca, 1993).

La gestacion en los camélidos sudamericanos se da inicio a partir de la
fertilizacion del 6vulo, dando lugar a la formacion e implantacion del cigoto a las paredes
del cuerno uterino izquierdo, el cual ocurre a los 20 a 22 dias del desarrollo embrionario
y se completa aproximadamente a los 60 dias, continuando con el desarrollo fetal hasta
el nacimiento (Sumar y Leyva, 1981).

El tiempo de gestacion varia de 343 y 346 dias en alpacas Huacaya y Suri y en llamas de
335 a 360 dias, presentandose en la mayor parte de las gestaciones con un solo feto
ubicado en el cuerno uterino izquierdo (Fernandez-Baca et al., 1973). Siendo el cuerpo
liteo necesario y principal fuente para la conservacion de la prefiez durante todo el
periodo de gestacion en alpacas y Ilamas, existiendo una relacion entre el didmetro del

cuerpo lteo y la concentracién de progesterona en plasma (Sumar, 2002).

2.7. Ultrasonografia

La ultrasonografia es de gran utilidad como un método de diagndstico y de
investigacion en el area de reproduccion, como el uso de la ultrasonografia transrectal en
camélidos sudamericanos se ha estudiado eventos reproductivos tales como el desarrollo
de los foliculos ovaricos, la ovulacién, el desarrollo y regresion del cuerpo ldteo,
monitoreo uterino, mortalidad embrionaria y desarrollo fetal (Bourke et al., 1992;
Komatsu y Masubuchi, 2016).
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Por otra parte, la ultrasonografia transrectal nos sido de gran ayuda para realizar
las mediciones de los foliculos durante su fase de crecimiento y asi poder observar una
gran parte del desarrollo folicular; por tal modo, este método no nos permite monitorear
del todo bien a los foliculos que no son dependientes de gonadotropinas debido a que
estos crecerian y cambiarian de posicion, en los diferentes mamiferos (Komatsu y
Masubuchi, 2016).

Actualmente, realizar el monitoreo del estado reproductivo de la alpaca hembra
mediante el uso de ultrasonografia transresctal es bastante comdn, debido a su capacidad
para evaluar los distintos factores que afectan la dindamica folicular, ya sea el caso durante
la época de empadre; logrando asi a reemplazar el uso de algunos complejos hormonales.
(Tibary, 2018).

En la ausencia de la prefiez, en el Utero se llega a observar como una estructura
ecogenica, densa y con un lumen no distinguible. Entretanto en las hembras prefiadas se
distingue zonas no ecogeénicas, debido al fluido en el lumen uterino, detectado a los 14
dias en un 100% de hembras (Bourke et al., 1992). La vesicula embrionaria pueda
localizar en el cuerno uterino izquierdo (Adams et al., 1989) alrededor del dia 21 post

monta en alpacas (Bravo et al., 2000).

2.8. Inseminacién artificial

La inseminacion artificial (1A) es un método reproductivo ampliamente utilizada
en distintas especies domésticas, por lo cual el semen previamente elaborado es
depositado en el aparato reproductor de la hembra en el momento oportuno. Los trabajos
de IA en los camélidos son escasos, debido a que la coleccion de semen es muy laboriosa
por el tipo y duracion de la copula; no obstante, en los Gltimos afios se han dado grandes

avances importantes en el proceso de congelacion de semen (Apaza et al., 2001).
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La inseminacidn artificial en camélidos es una técnica relativamente nueva, que
se define en: la recoleccion, procesamiento y conservacion del semen en los machos y en
tanto a las hembras se las induce previamente a la ovulacién y la inseminacion
propiamente dicha (Perez, 1997). Lo cual permite el manejo del material genético de los
machos en el uso de las tecnologias de mayor impacto de mejoramiento genético (Galina
et al., 1986). Se han realizado muchas investigaciones con el objetivo de conservar el
semen de alpaca, como semen refrigerado (5°C) y congelado (-196°C), para después ser
utilizarlo en la inseminacién artificial.

Los primeros ensayos de IA en camélidos se reportaron en 42 alpacas hembras
con el resultado del nacimiento de una sola cria (Fernandez-Baca y Novoa, 1968). Un 38
% de tasa de prefiez usando semen de vicufia 0 paco vicuiia fue reportado en alpacas y
[lamas hembras donde la ovulacion fue inducida por la monta con machos
vacectomizados o tratamiento de hCG (Leyva y Sumar, 1981).

Distintos métodos han sido utilizados para la recoleccion de semen en camélidos
sudamericanos, tales como fundas vaginales (Mogrovejo, 1952), electro eyaculacién
(Fernandez-Baca y Calderon, 1996) y vagina artificial (VA) con un maniqui de alpaca
(Sumar y Bravo, 1991).

La aplicacion de la vagina artificial, nos facilitado el estudio del semen en CSA
donde actualmente, el nivel de conocimiento de la fisiologia del espermatozoide es
comparable a otras especies (Bravo et al., 2002; Garnica et al.,1993; Lichtenwalner et al,
1996); sin embargo, esta técnica tiene el inconveniente de que los machos requieren de
entrenamiento y algunos no aceptan facilmente el maniqui.

Los programas de IA son esenciales en el manejo y asi lograr una mejora

genéticamente de los camélidos sudamericanos. Esto podria dar paso a nuevas
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oportunidades para aplicar el uso de biotecnologias a especies silvestres como la vicufia

y el guanaco.

2.9. Fisiologia del macho

Espermatogénesis

Para la produccion de espermatozoides la regulacion hormonal esta dada por
GnRH que estimula la adeno hipéfisis que libera la LH, que en las células testiculares
intersticiales provoca la produccion de andrégenos. También se liberada la FSH, cuyo
blanco de accion celular son las células de Sertoli con la consecuente produccién de ABP
y androgenos que colaboran en la formacion y la maduracion espermatica (Hafez, 2000).
El proceso de la espermatogénesis se subdivide en tres fases: la primera fase es la de la
proliferacion, que consiste en todas las divisiones mitoticas de la espermatogonia hasta
llegar a la espermatogonia B; la segunda fase es la fase meidtica que involucra al
espermatocito primario y secundario, reduciendo la carga genética a un numero de
haploide y causando entrecruzamientos de ADN, proporcionando la seguridad de la
diversidad genética de las células producidas posteriormente; la ultima fase es
denominada fase de diferenciacién y consiste en la produccion de células especializadas

(espermatozoides) a partir de células redondas (Senger, 2003).

2.9.1. Caracteristicas del semen

Las caracteristicas propias del semen de alpaca son variadas; como baja
concentracion espermatica, bajo porcentaje de motilidad, la alta viscosidad,
espumoso, que han condicionado a la evaluacion, manipulacién, dilucion y
conservacion del semen, que se utilizan en los protocolos de refrigeracion,

congelacion de la crio preservacion. (Giuliano, et al., 2008), probablemente debido
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a la influencia de factores medioambientales y de la propia especie ( Bravo et al.,
1997; Tibary y Vaughan, 2006).

Las caracteristicas del eyaculado de los camélidos son de volumen reducido
y baja concentracién de espermatozoides comparado con otros animales de
produccién. Los patrones como el volumen, color, motilidad, concentracion
espermatica, vitalidad y morfologia son altamente variables entre machos y entre
eyaculados colectados del mismo macho; a consecuencia de esto, puede conducir a
problemas para obtener eyaculados para la preservacion de semen e inseminacion
artificial (Raymundo et al., 2000). Las caracteristicas fisicas y bioldgicas del semen
de camélidos también varia de acuerdo a las condiciones de coleccion, ya sea el
método de coleccion, fertilidad, libido del macho, temperatura ambiental, etc.
(Tibary y Vaughan, 2006).

Las caracteristicas fisicas mas importantes del semen de los camelidos es la
gran viscosidad, la que dificulta su manejo durante los procedimientos en el
laboratorio (pipetear, frotis por extension), lo cual dificulta determinar parametros

como: la concentracion espermética y motilidad (Garnica et al., 1993).
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2.9.1.1. caracteristicas macroscépicas del semen de Alpaca

A) Color

El color de los eyaculados varia desde blanco lechoso hasta blanco
cristalino, esto cambia de acuerdo al método de coleccion, segin la
concentracion de espermatozoides y el grado de concentracién con otros
fluidos, también el color puede cambiar por la presencia de elementos
anormales (Sumar y Leyva, 1981a) el color lechoso proviene de la secrecion
de las glandulas anexas, en cambio el color crema nos indicarian la presencia
de concentraciones altas de espermatozoides en los eyaculados (Paricahua,
2001).
B) Volumen

Los testiculos promedian de 3 a5 cm de longitud y 15 a 18 g de peso,
lo que equivale a 0.02 a 0.03 % del peso corporal (Vaughan et al., 2003). En
efecto, los camélidos producen menos espermatozoides al dia en comparacion
con los carneros y toros (Kershaw-Young y Maxwell, 2011). En camélidos
aproximadamente el 85% del eyaculado es plasma seminal y el 15% restantes,
son espermatozoides (Bravo et al., 1997). El volumen colectado de semen de

alpaca es variable (Tabla 1).

Tabla 1. Volumen de semen de alpaca colectado por post copula.

Método de

coleccion Volumen (ml) Referencia
 Postcépula 373 * 206  (Murilloetal, 2018)

Post copula 36 £ 1.3 (Alarcon et al., 2012)

Post copula 214 + 1.72 (Rios, 2013)
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Post copula 2.63 £ 2.02 (Quispe et al., 2015)
Post copula 25 = 0.93 (Huillcahuaman, 2012)
Post copula 1.77 + 1.29 (Narvéez, 2008)
Post copula 3.73 £1.60 (Ccaltaetal., 2017)

Fuente: Varios autores
C) pH

Los valores de pH se asoman mucho a la neutralidad (tabla 2), con cierta
inclinacion a la alcalinidad ligera e incrementa en el semen contaminado con
orina, sobre todo en la coleccion por electro eyaculacion (Sumar, 2002). El
pH del semen de alpaca esta comprendido entre 7.1 a 8.3 y en llamas entre

7.2 a 8.6 (Hanzen et al., 2014)

Tabla 2. pH del semen fresco de alpaca.

Meétodo de coleccion pH Referencia
Post Copula 7.79 + 0.42 (Murillo et al., 2018)
Vagina artificial 7.74 + 0.66 (Gonzales et al., 2011)
Vagina artificial 7.65 = 0.66 (Huanca et al., 2011)
Electroeyaculacién 7.24 +0.28 (Choez et al., 2015)

Fuente: Varios autores
D) Viscosidad y financia

La alta viscosidad es comun en semen de los camélidos, por lo cual
presenta una baja concentracion de espermatozoides presente en el plasma
seminal, esto representa un reto méas para desarrollar la inseminacion

artificial, esta viscosidad natural es el principal obstaculo que impide el
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desarrollo de la conservacion y la inseminacién artificial (Morton et al.,
2009). También impide la mezcla homogénea del semen con un dilutor, lo
que limita el contacto entre la membrana del espermatozoide y los
compuestos crioprotectores utilizados en la congelacion (Kershaw-Young y
Maxwell, 2011).

Por otra parte, la filancia se define como la capacidad de formacion
de hilo y por lo tanto es una caracteristica reoldgica diferente a la viscosidad
(Giuliano, 2012). Debido a esta alta viscosidad del plasma seminal, el
movimiento de los espermatozoides es lento (Sumar y Leyva, 1981a)

Olaguivel y Naveros, (2014) reportaron 22.3 — 25.5 mm en semen de
alpacas macho obtenido por vagina artificial. Y encontraron una filancia de
37.3 mm para semen normal y 5.0 mm para semen tratado con colagenasa, en
muestras obtenidas de alpacas por vagina artificial. Rios (2013) reporto 36.19
mm de filancia en semen de alpacas colectadas por aspiracion vaginal.
Ordofiez et al. (2013) encontraron 16.0 mm de filancia en semen de alpacas
colectadas por electroeyaculacién. Se han utilizado varios tipos de enzimas
con la finalidad de disminuir y/o eliminar esta caracteristica. Bravo et al.
(1999) mencionaron que las soluciones con una concentracion de 1.25 por
ciento de tripsina y 5 mg/ml de colagenasa, facilitan la eliminacion de la

viscosidad y mejoran el manejo del semen de alpaca.

2.9.1.2. Caracteristicas microscopicas del semen de Alpaca

La evaluacion microscépica y macroscopica del semen, tiene por
objetivo determinar su calidad y evaluar el nimero de dosis que se pueden
obtener de un eyaculado, avalando su eficiencia (Bustinza, 2001) . La

valoracion del semen es necesaria para ejecutar planes de manejo reproductivo
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y que los métodos tradicionales de estimacion de la calidad de los eyaculados
de diferentes especies se han basado netamente en la valoracion de la movilidad
individual, la morfologia espermatica y el numero total de espermatozoides

(Giuliano et al., 2012).

A) Concentracion espermatica

La cantidad de espermatozoides es una particularidad muy variable (tabla
3), nos expresa la cantidad de células espermaticas por ml, por lo que es
considerable la determinacion precisa del numero de espermatozoides, la
concentracion se mide usando un hemocitometro, un colorimetro o un
espectrofotometro (Hafez y Hafez, 2002)

La concentracién espermaética en alpacas varia de 30,000 a 150 millones
de espermatozoides por ml y varia ampliamente entre machos, eyaculados y
metodos de coleccion de semen (Tibary y Vaughan, 2006). Depende de la
secrecion de testosterona por los testiculos, aumenta con la edad y tamafio del
animal e igualmente puede ser mejorado por factores como la alimentacion,
edad, salud y tamafio testicular (Hafez y Hafez, 2002).
B) Motilidad espermética

La motilidad de los espermatozoides conforma un elemento importante
para la evaluacion de la calidad e indica el grado de energia de estos, la
evaluacion debe ser inmediata a la coleccion para estimar la intensidad del
movimiento espermatico (Sumar y Leyva, 1981a). La motilidad es quizés el
parametro mas cercano para determinar la viabilidad de los espermatozoides,
basados en este supuesto, la observacion visual de la motilidad es el criterio
mas cominmente usado para estimar la viabilidad espermatica (Aller et al.,

2003).

36

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

C) Vitalidad

Hay varios procedimiento para determinar la viabilidad espermatica, la
mas utilizada es la tincion de eosina - nigrosina (Alarcon et al., 2012; Canorio
et al., 2015). La metodologia de doble tincién utilizado para evaluar
conjuntamente la integridad acrosomal, que emplea el colorante Azul tripan
como indicador de vitalidad y Giemsa que se adhiere a la matriz acrosomal
(Banda et al., 2010; Choez et al., 2013). En la practica se debe considerar a los
espermatozoides vivos pero anormales como muertos, para determinar el
porcentaje de espermatozoides vivos normales (Giuliano, 2012).

D) Funcionalidad de membrana espermatica

Los espermatozoides de los camélidos sudamericanos no manifiestan
movilidad progresiva, por lo que es imprescindible determinar si en el
eyaculado existe una poblacion de espermatozoides inmdviles con las
membranas funcionales e integras, por ello el porcentaje de movilidad
espermatica no seria un estimador de la calidad del eyaculado y la existencia
de espermatozoides inmoviles o con poca movilidad seria una condicion
inherente o propia de estas especies (Giuliano, 2012).

Un protocolo para valorar la integridad funcional de la membrana de
espermatozoides fue ejecutado por Jeyendran et al. (1984), una membrana
funcional es imprescindible para el metabolismo espermatico, apropiada
capacitacion y reaccion acrosdmica al momento de la fecundacién con el 6vulo
y por ende para la fertilidad del macho.

La prueba de endésmosis Hypo-Osmotic Swelling Test (HOST) consiste
en someter a los espermatozoides a un medio de presion osmatica mas baja que

la fisioldgica, lo que causa una entrada de agua en la célula en un intento de
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equilibrar la presién osmotica interna con la del medio externo, para que esta
respuesta se produzca, la membrana plasmatica del espermatozoide debe estar
integra y con los mecanismos de intercambio de fluidos funcionando
correctamente (Jeyendran et al., 1984). El ingreso de agua provoca en las
células un hinchamiento y enrollamiento del flagelo, las células con la
membrana funcionalmente dafiada no sufren cambios en la forma del flagelo
(Quispe et al., 2015).

Pacheco et al. ( 2014) reportaron el efecto de la osmolaridad de
soluciones sobre la respuesta al test hipoosmético en espermatozoides de
alpaca, los resultados de reaccion endosmdtica para espermatozoides
colectados por vagina artificial fueron de 73.87, 55.80 y 18.73% para
soluciones de 50, 100 y 150 mOsmo/l respectivamente, obteniendo la mejor
respuesta endosmdtica en espermatozoides incubados en la solucion
hipoosmatica de 50 mOsmo/I.

Garcia et al. (2017) utilizaron un dilutor tris - yema de huevo, obteniendo
45.3 y 39.8% de funcionalidad de membrana para muestras mantenidas en 2
tiempos de refrigeracion a 8 horas y 24 horas, proporcionalmente, utilizando
una solucién hipoosmética de 100 mOsmo/l, durante 60 min a 37 °C, Quispe
et al. (2015) a la evaluacion de la reaccién hipoosmética de espermatozoides
de alpacas colectado por desviacion del conducto deferente y comparando dos
tiempos de exposicion para la reaccion total al estrés hipoosmotico, no
encontraron diferencia significativa entre 5 y 15 minutos de incubacion, Ccalta
et al. (2017) reportaron valores de 13.46% de espermatozoides con membrana

funcional en semen descongelado y Zirena (2014) demostrd 38.50 y 22.82%
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de espermatozoides con reaccion positiva a HOST en semen refrigerado y
descongelado respectivamente.
E) Morfologia'y morfometria espermatica

La morfologia del espermatozoide es un elemento esencial en la
evaluacion seminal, y en muchas especies la reduccién del porcentaje de
espermatozoides normales esta correlacionado con una disminucion de la
fertilidad (Ordofiez et al., 2013). Gonzales et al., (2011) mencionan que al
evaluar la morfologia espermética encontramos diferentes formas de
espermatozoides, las formas normales se agrupan en los que tienen cabeza
normal y el flagelo totalmente entero y no enrollado; también se consideraron
espermatozoides normales a los que presentaban una longitud de cabeza
promedio de 5.47 um, un ancho promedio de cabeza de 3.4 um, una longitud
caudal promedio de 40.94 um y una longitud total promedio de 46.03 pm.
Ccalta et al. (2017) sefialan que existe un efecto de la criopreservacion sobre

el tamafio del &rea y perimetro de la cabeza del espermatozoide.

Tabla 3. Evaluacién de la calidad seminal por varios métodos de coleccion de semen

fresco de alpaca.

Morfologia
Método de N (%)
Motilidad  Concentracién  Viabilidad HOST Anormales o e o
coleccién (%) (Spz 10%/ml) (%) (A)
Normales
(N)
Post (Alarcdn et
69.0 £14.4 - 70.8 £12.7 - -
copula al., 2012)
Vagina (Huanca et
459+26.1 8048 +69.35 52.32+19.18 - -
artificial al., 2011)
Post (Murillo et
57 20.38 75.00 - 7(A)
copula al., 2018)
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Post (Ccalta et
13.6 +7.3 215.32+1109 47.82+4.96 46.89+8.39 -
cépula al., 2017)
Post (Garcia et
61.7 76.2+15.2 71.6+2.2 52
copula al., 2017)
Desviacion
por 30.34+15.65 296.32+14541 50.72+1.78  54.89+4.92 - (Cealta et
conductos al., 2017)
deferentes
22.35+8.50  (Choez et
Vagina (A) [
Dy 20+23.83  98.46+107.75  21.60 +21.60 - 77.46 +8.47  al.,2015)
artificial
(N)
27.77 £5.55
Electroeya (A) (Choez et
+ + - -
culacion 55.93+11.85  41.96+14.46 72.23+555 al., 2015)
(N)

Fuente: Varios autores

2.9.2. Coleccién de semen

La coleccion de semen estd muy avanzada en vacunos, ovinos y caprinos,
donde es un procedimiento de rutina; debido a su peculiar caracteristica reproductiva
en camélidos sudamericanos la coleccion es tedioso y no se tiene una técnica 6ptima
0 un protocolo recomendado (Pacheco, 2008). En cada especie, el procedimiento de
coleccion de semen debe guardar relacion con el comportamiento sexual de los machos
(Giuliano, 2012).

La técnica de la electroeyaculacion constituye una alternativa para lograr una
mejor calidad de eyaculados limpios y sin espuma lo cual no requiere de un
entrenamiento previo de los machos como la vagina artificial y es el tnico método con
el que se ha logrado obtener semen de los CSA silvestres (Choez et al., 2015; Pacheco,
et al.,, 2011). La vagina artificial debe estar adaptada a un maniqui en posicion de

servicio y durante la copula, se desvia el pene en direccion a la vagina artificial. Esta
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técnica ha permitido valorar el comportamiento sexual del macho y determinar las
caracteristicas seminales en alpacas y llamas (Giuliano et al., 2012).

La obtenciéon de semen mediante esponjas, fundas intravaginales o aspiracién
poscoital, solo una pequefia cantidad del eyaculado es recuperada y mayormente se
encuentra mezclada con secreciones vaginales, contaminadas con glébulos rojos
(debido a las lesiones en el tracto reproductivo de la hembra a nivel del endometrio
gue se encuentre inflamado y lacerado por la copula (Director et al., 2007).

Un manejo facil y no invasiva es la coleccion por el método de post copula. Esta
técnica fue desarrollado por; Neely y Bravo, (1998); Zirena, (2014), en lo cual
mencionan e indican que no necesita el entrenamiento de un macho, no altera la
conducta sexual del macho y no requieren de un maniqui en posicion copulatoria, ni
de una vagina artificial, solo se requiere de una hembra receptiva al macho, este
método no es invasivo ni tedioso pero la desventaja es que este semen es incompleto,
contaminado y diluido con las secreciones del tracto genital de la hembra, se puede
utilizar este semen para realizar la evaluacion de los parametros de los
espermatozoides como: motilidad, vitalidad, morfologia; estas muestras
frecuentemente se obtienen con residuos sanguinolentos y se ve de un color rosado ya
que el endometrio se encuentra lacerado e inflamado por la frecuencia de movimientos
copulatorios; la técnica es introducir el espéculo por la vulva previamente desinfectada
y con ayuda de una fuente de luz se localiza la cérvix, inmediatamente se aspira con
una pipeta adosada a una jeringa, la utilizacion de esta técnica de coleccién de semen

para evaluar la fertilidad del macho es muy cuestionada.
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Tabla 4. Ventajas y desventajas de métodos de coleccion de semen de alpaca.

Método Ventajas Desventajas
¢ El agua atemperada de la VA llega a
Vagina No necesariamente se enfriarse lo cual se interrumpe la

artificial (VA)

requiere una hembra en celo.

coépula y asi cambiarla.
o |_os machos requieren ser entrenados.

Funda Se colecta semen no o Dificulta fijar la funda intravaginal.
vaginal (FV) contaminado.
. Solo se percata la presencia *El Semen se diluye Ilegar_ldo a
Esponja . contaminarse con los fluidos de la
. de espermatozoides.
vaginal (EV) hembra.

Electroeyacu No se requiere de hembra en

e E| semen colectado se contamina con

lacion (EE) celo. la orina.
No se requiere de hembra.
. La coleccion de semen se o Se requiere de la intervencion
Desviacion . . o
realiza en menor tiempo. quirdrgica.
de conductos . . .
deferentes La colecta es solo ¢ Taponamiento a nivel de la salida del
espermatozoides. :
(DCD) p conducto deferente
e La intervencién quirdrgica es
Fistula Reduce el tiempo de dificultosa, con un bajo porcentaje de

uretral (FU) coleccion.

éxito.
¢ Se llega a diluir con los fluidos de las
glandulas accesorias.

Procedimiento facil de
manejar.

Se obtiene un eyaculado
normal, sin la necesidad de
un ambiente especial.

Post copula (PC)

¢ Requiere constantemente de
hembras en celo o dispuesto a la copula.

FUENTE: (Narvéaez, 2008)

2.9.3. Dilutores de semen

La composicion bioguimica del plasma seminal de camélidos se asemejan a otras

especies de ganado doméstico, por tal razon se sugiere que los diluyentes de semen
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utilizado para la criopreservacion de espermatozoides de carnero y toro serian adecuados
para el almacenamiento de semen de camélidos (Bravo et al., 2000).

Un dilutor debe contribuir los nutrientes necesarios para el mantenimiento
metabolico de la célula espermatica (glucosa), la proteccion frente al shock térmico por
frio (albumina sérica de ternero), controlar el pH del medio (bicarbonato, tris), la presion
osmotica (sales NaCl, KCI) y la inhibicion del crecimiento microbiano mediante la
adicion de antibiéticos (Avila, 2009).

A) Tris
Es una amina primaria, utilizada para la preparacion de solucion tampon las
cuales a su vez tienen un uso importante en los experimentos con sistemas biologicos.
Sandoval (2005) indica que, debido a su capacidad amortiguadora, osmoética y ser de
muy baja toxicidad, incluso en altas concentraciones, el Tris es empleado en la
criopreservacion de semen para neutralizar los productos de desecho del
metabolismo de los espermatozoides.
B) Acido citrico
El &cido citrico se usa a menudamente junto con el Tris como parte de un
diluyente, siendo esta sustancia que ayuda en la preservaciéon del pH. Los iones
citrato, presentes en el é&cido citrico, forman sales conocidas como citratos con
muchos iones metalicos, estas sales que crean condiciones de tolerancia al cambio de
pH en la solucidon. Ademas, el &cido citrico actlia como un antioxidante, caracteristica
que lo hace util pensando en mitigar los cambios de pH en la solucion donde se
encuentran los espermatozoides (Silva, 2007).
C) Glucosay fructuosa
Son sustancias no invasivas que actGan osmoticamente, favoreciendo la

deshidratacion celular cuando desciende la temperatura, lo que evita la formacion de
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grandes cristales de hielo intracelular. Diversos estudios avalan que estas sustancias
disminuyen el efecto de la elevada concentracion intracelular de solutos, y por tanto
son mas seguros en congelaciones rapidas (Muifio, 2008). Los aztcares que se hallan
en los diluyentes poseen un efecto positivo sobre la viabilidad de los
espermatozoides, principalmente por su aporte energético para que puedan
metabolizar glucosa, fructosa y manosa por via oxidativa y tiene un efecto
crioprotectora, favoreciendo al mantenimiento del equilibrio osmético (Cortes,
1997). Ademas, el efecto beneficioso de la suplementacion con fructosa sobre la
elongacion del dilutor mejora la viabilidad la tasa de supervivencia en
espermatozoides (Baquero et al., 2004).
D) Antibidticos

Con la finalidad de limitar el desarrollo de microorganismos se utiliza

antibidticos como la tylosina, gentamicina y lincomicina (Avila, 2009).
E) Glicerol

Esta sustancia ocupa simultineamente membranas y los compartimientos
extracelulares e intracelulares (Mazur, 1984; Zirena, 2014). Su funcion a nivel
extracelular es aumentar el volumen del medio extracelular y el porcentaje de agua
en estado descongelado, para disminuir la concentracion del electrolito y asi
minimizar el estrés osmotico (Mazur, 1984). El glicerol atraviesa las membranas
celulares debido a su bajo peso molecular (Medeiros et al., 2002), y reduce el estrés
de enfriamiento celular al actuar a través de un mecanismo de ‘“sal buffer”,
deshidratando las células, disminuyendo el volumen de agua intracelular disponible
para congelarse, pero manteniendo el volumen celular (Rasul et al., 2007; Zirena,
2014), lo que evita el colapso de las células por una deshidratacion excesiva

(Medeiros et al., 2002) y previniendo también la fractura de las soluciones de
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enfriamiento al reducir la expansion del volumen total de hielo durante la
solidificacion del agua (Rasul et al., 2007).
F) Yema de huevo

Se ha demostrado que la yema de huevo protege al espermatozoide del dafio
producido durante el enfriamiento y la descongelacion (Salomon y Maxwell, 2000;
Zirena, 2014); asi como mejorar la fertilidad de los espermatozoides (Lamia et al.,
2005; Zirena, 2014). Esta accién protectora se debe a las proteinas de baja densidad
LDL (low density proteins) (Moussa et al., 2002). Las LDL estdn compuestas por
87% de lipidos y 12% de proteinas, y presentan una forma esférica con un centro
formado por triglicéridos, los cuales estan rodeados por una envoltura de proteinas y

fosfolipidos (Hu et al., 2010; Zirena, 2014).
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

3.1. Medio experimental

3.1.1. Ubicacion

El estudio se llevo a cabo en el Centro Experimental “La Raya” de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia, de la Universidad Nacional del Altiplano
ubicado en el distrito de Santa Rosa, Provincia de Melgar, Regién Puno a una altitud
de 4136 a 5470 m.s.n.m.; localizado en las Coordenadas 14°30°33”’ de Latitud Sur, y
a70°57°12’ Longitud Oeste; encontrandose en el km 205 de la carretera Puno- Cusco.
La temperatura media anual fue de 6.2 °C (maxima de 14.16 °C y minima de -1.75 °C)
y una precipitacion pluvial de 525.7 mm (SENAMHI 2018).

Las muestras de semen fueron se evaluaron en el laboratorio de reproduccion
del Centro de Experimentacion y Produccion La Raya de la Universidad Nacional del
Altiplano, y en el laboratorio de reproduccion del 1VITA-Marangani de la UNMSM,

ubicado en el distrito de Marangani-Cusco.

3.1.2. Instalaciones

El Centro Experimental “La Raya” cuenta con corrales implementados y
galpones, donde se utilizaron las instalaciones: el galpon de esquila, donde se realizd
la induccién e inseminacion artificial y ecografia a las alpacas sin cria y los corrales
del Instituto de Investigacion y Produccion de Camélidos (I1PC), donde se realizo el
mismo procedimiento a las alpacas con cria, con el fin de mejorar el manejo de los

reproductores.
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3.2. Material experimental

3.2.1. Animales

Se utilizaron 6 alpacas machos, entre 4 y 6 afios de edad y un peso promedio de

60 £ 6.50 kg y 115 madres (53 madres vacias y 62 madres con cria) de la raza Huacaya

en edad reproductiva de 4 a 8 arios.

Tabla 5. Numero de Alpacas hembras para el estudio

Condicion fisiologica NUmero Diametro
folicular
Alpacas madres sin cria 28 >7<9mm
Alpacas madres sin cria 25 >10<12mm
Alpacas madres con cria 37 >7<9mm
Alpacas madres con cria 25 >10<12 mm
Totales 115

3.2.2. Materiales y equipos

3.2.2.2. Para coleccion de semen
e Fuente de luz adecuada
e  Tubos colectores de semen de 15 ml
e Espéculo vaginal
e Papel toalla

3.2.3.3. Para evaluacion de semen
e Céamara de Newbauer
e Microscopio
e Laminas cubre objetos
e Laminas porta objetos
e Micro pipetas

e Tubos de ensayo
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o Tips
e Jeringasde 5y 10 ml
e Gradilla
e Bafio maria
3.2.3.4. Para dilucion de semen
e Tris
e Fructuosa
e Acido Citrico
e Tilosina
e Gentamicina
e Lincomisina
e Yema de huevo
e Agua Bidestilada
3.2.3.5. Reactivos
e Colorante Eosina-Nigrosina
3.2.3.6. Para ecografia
e Ecdgrafo ALOKA SSD 500 de un transductor transrectal de 5 MHz.
e Gel
e Jeringa 10 ml
e Mesa
e Vaso
3.2.3.7. Para induccidn de la ovulacion

e Conceptase (Buserelina acetato)
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3.3. Metodologia

3.3.1. Seleccién de Animales

« Madres: se seleccionaron 115 madres (53 madres vacias y 62 madres con cria) de
la raza Huacaya en edad reproductiva de 4 a 8 afios. Las consideraciones para la
seleccion de madres fue que no tengan problemas reproductivos a nivel de (vagina,
cuello uterino, cuerpo y cuernos uterinos y oviducto), se verifico el tamafio folicular
(con el uso del ecografo), las madres con cria tuvieron 21 dias de descanso postparto
y con una condicion corporal de grado 2.5 a 3.5 de acuerdo a la Figura 1.

+ Padres: se utilizaron 6 machos de plantel de la clase stper, condicién corporal 3 a
3.5 de acuerdo a la Figura 1. Estos animales estuvieron al pastoreo en praderas de

pastos naturales en todo el proceso de ejecucion del proyecto.
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Grado Descripcion animal Vista Vista Apofisis Fosa
frontal trasera espinosa a paralumbar
transversa
Grasa o musculo no visible o palpable entre la | Estemon Intensa "V" | Depresion Fosa muy
Extrema- piel v los huesos. Las costillas, las apofisis | prominente | mvertida profunda hundida

P — 10 dorsales y transversales, v los huesos de la | en"V"
faca . pelvis son individualmente prominentes. ! %L

Pérdida extrema de masa muscular.

\.
' 1
Muy flaca 1.5 1
HL —=
Y A\
Ligera cobertura sobre la estructura osea. Depresion Prominente
Costillas y apofisis espinosas aln visibles y obvia
Flaca 20 facilmente palpables como marcadas. Menos |
: pérdida de masa muscular. I\- ‘7

Nivelacion | Llenado
gradual del | gradual de

Moderada 25 esternén v
liviana ’
Aspecto liso general. Ligera cobertura de grasa ! < | | Curva Ligera
sobre las costillas y otros procesos dseos. Las )h { concava
costillas v las apofisis espinosas se pueden suave
S = palpar con ligera presion. No hay pérdida de | { \! - ﬁ—&—
{ I
masa muscular. A bl A
Grasa Grasa Inclinacion
moderada moderada | suave
Moderada LIJ
35
alta |\
Apariencia camosa con cobertura visible de
grasa. Presion de moderada a firme necesaria
Garda 40 para palpar las estructuras dseas debajo de la
™ i

Casi plano Borde apenas
distinguible

= \{
oda | 2/\3 (——
e

Grasa excesiva cubre todo el cuerpo con una | Estemdn Redondeado | Desapercibido
apariencia suave Yy redondeada. Las | abultado en por la grasa

prominencias oOseas no se pueden palpar, | grasa zbultadaen
Obesa 50 mcluso con presion firme. Abundante grasa en grasa ! _J,_
torno a la nsercion de la cola. (

Figura 1. Sistema de evaluacion de condicion corporal para llamas y alpacas (Cebra et

al., 2014).

3.3.2. Coleccion de semen y dilucion
La colecta de semen se realizé por el método post copula durante la época
reproductiva entre los meses de enero - marzo, para lo cual, se utilizaron 6 alpacas

machos reproductores y 6 alpacas hembras adultas vacias, con cuatro semanas
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postparto, sin alteraciones reproductivas y receptivas al macho. Cada hembra fue
empadrada con un macho, al término de la monta, se inserté un espéculo vaginal para
la coleccion del semen depositado en la vecindad de la os externa del cérvix donde fue
depositado en un tubo de vidrio graduado y manteniéndolos en un Bafio Maria a 35
°C. La evaluacion de los parametros de la calidad seminal se realizé a los 10 minutos
de la coleccién (volumen, color, concentracion, motilidad, viabilidad y HOST (Tés
hipo osmético). Solo las muestras con (volumen > 1 ml y motilidad total > 60 %)
fueron incluidos en el estudio.

Para la dilucion de las muestras de semen se utilizé una solucion (TGC)
compuesto por 0.3 M Tris, 27.72 mM Glucosa; 94.71 mM Acido Citrico, ajustada a
un pH 7.25 £ 0.05 y una osmolaridad de 333.0 £ 2.80 mOsm/L. A esta solucion se le
afiadio tilosina 0.1 mg/ml, gentamicina 0.5 mg/ml y lincomicina 1.8 mg/ml y yema de
huevo fresco de gallina, a una concentracion final de 20 % (v/v).

3.3.3. Analisis de los parametros de calidad seminal

A) Evaluacion Macroscopica

Volumen
El volumen del semen se midi6 en tubos falcon estériles graduados en

mililitros (ml), para facilitar la lectura del volumen del semen colectado, donde la
lectura se dio a traves del examen visual.
Color

El color del semen se determind progresivamente al volumen a través de la
observacion directa, para lo cual los tubos falcon eran transparentes. El color fue
clasificado como rojo claro, rojo oscuro, blanco lechoso y blanco cristalino

(Alarcon et al., 2012).
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B) Evaluacién microscopica
Evaluacion de la Motilidad subjetiva

Cada eyaculacién se evalué inmediatamente después de la coleccion, se
determind la identificacion por microscopia de contraste de fase a un aumento de
100x. Se depositd 20ul de semen en una lamina portaobjetos atemperada a 37°C y
luego se cubrié con lamina cubreobjetos a la misma temperatura para ello se utilizo
una platina temperada, donde la motilidad se considera como porcentaje de
espermatozoides en movimiento oscilante en un campo microscopico (Quispe,
1987).

Tabla 6. Calificacion subjetiva de la motilidad espermética de la alpaca.

Motilidad %

Buena > 60

Regular 40-60

Baja <40

Una vez completada la evaluacion, se tomaron los siguientes criterios de
seleccién, volumen de eyaculado (>1 ml), que tengan el color de rojo claro o
blanco lechoso y una buena motilidad subjetiva (> 60%), los eyaculados con estas
caracteristicas fueron utilizados para la inseminacion y los demas eyaculados con
valores diferentes fueron descartados.

Concentracién espermatica:

Se determinG en una camara de Newbauer. Una muestra de semen se
diluy6 1:50 0 1:100, segln a la evaluacion previa de la motilidad, en una solucion
de NaCl al 3%. La concentracién espermatica se expresé en millones de

espermatozoides por mililitro.
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Viabilidad espermatica:

Para determinar la cantidad de células espermaticas vivas y muertas, se
realizd un frotis con colorante Hancock cuya composicion es Eosina y Nigrosina.
En una lamina porta objetos precalentado (37°C) se colocd 10ul de semen y 10pl
de Hancock, luego de la homogenizacion se realizo el frotis colocando otra lamina
porta objetos en un angulo de 45°, se obtuvo una fina imagen y se dejo secar a
temperatura ambiente, se examind con microscopio a un aumento de 40x
evaluando 200 células espermaéticas por lamina. Los espermatozoides coloreados
se consideran muertos y los sin colorearse vivos (Hancock, 1957).

Test hipo osmotico (Host):

Para evaluar la integridad de la membrana espermaética se utiliz6 una
solucién hipo-osmética de 50 mOsm/Kg cuya composicién fue la siguiente
Citrato de sodio 0.00245 gr y Fructosa 0.045 gr para 10ml de agua destilada
(Ccalta et al., 2017).

La solucion hipo osmotica se coloco en un tubo de ensayo y se agrego la
muestra de semen (con una dilucion de 1 de semeny 10 de solucion hipo osmotica)
y se incubd en un promedio de 1 hora a 1 hora 30 minutos a 37°C. Luego la
solucién se homogenizé en un bortex por 10 segundos, se colocé sobre un
portaobjetos 10ul de semen y 10ul de la tincion de Hancock. Donde se realizo el
frotis colocando otra lAmina porta objetos en angulo de 45°, donde se obtuvo una
imagen fina y se dejo secar a temperatura ambiente (Garcia et al., 2017).

La lectura se visualizO en un microscopio, contandose 100
espermatozoides en una magnificacion de 40x, los espermatozoides con cola
enrollada e hinchada se consideraron con reaccion positiva.

TH=e/Tx100
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Donde:
TH = Porcentaje de test hipo-osmético
e = Numero total de espermatozoides con cola enrollada
T = NUmero total de espermatozoides contados
Evaluacion de la Morfologia espermética
La visualizacion se realizé de la misma forma, realizando un frotis con el
colorante de Hancock, examinando con el microscopio a 100x y evaluando 200
células espermaéticas por lamina.
3.3.4. Determinacion del diametro folicular e Inseminacion Artificial.

Para la determinacion y evaluacion del diametro folicular en las alpacas madres
vacias y con cria se le realizaron evaluaciones por ultrasonografia transrectal
previamente a la seleccion de las 115 alpacas que cumplieron los criterios del didmetro
folicular. Los animales que presentaron un foliculo preovulatorio de > 7 <9 mm o >
10 < 12 mm fueron distribuidas en grupos:

Tabla 7. Didmetro folicular a la inseminacion folicular.

Condicion fisiologica NUmero Diametro folicular
Alpacas madres vacias 28 >7<9mm
Alpacas madres vacias 25 >10<12 mm
Alpacas madres con cria 37 >7<9mm
Alpacas madres con cria 25 >10<12 mm
Total de alpacas 115

Las 115 alpacas seleccionadas por tamafio folicular, las inducimos a la
ovulacién con la administracion intramuscular de 1 ml de buserelina acetato
(Conceptase®, Laboratorio Agrovetmarket, Per() por cada animal.
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A las alpacas las inseminamos pasada las 26-30 h post induccion a la ovulacion,
con semen fresco diluido a 35 °C. Para la inseminacion, se hizo la limpieza a nivel de
la region vulvar con una toalla himeda a lo cual se introdujo el espéculo vaginal para
identificar la os externa del cérvix. EI semen fresco diluido (1 ml) a una concentracion
de 30 a 40 millones/ml fue cargado en una pipeta de inseminacién de vacunos lo cual
que se depositd en el cuerpo del Gtero.

3.3.5. Evaluacion de la Tasa de Prefiez

El diagnostico de prefiez fue evaluado en cada grupo de animales realizada a
los 30 dias post inseminacion artificial mediante ecografia.

A la ecografia se observd la presencia de la vesicula embrionaria dentro del
tero donde se confirmd la fertilidad de las hembras y las hembras que no se observo
la presencia de vesicula embrionaria se les considero como vacia.

Luego se determind la tasa de fertilidad con la siguiente formula:

Numero de hembras fertilizadas

TF X 100%

Numero de hembras inseminadas

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados utilizando el programa Ji-Cuadrada. Se empled
estadistica descriptiva para determinar: color, volumen, motilidad, concentracion,
viabilidad y HOST+. Para evaluar el porcentaje de prefiez se utilizé la prueba no

paramétrica de Ji-cuadrado.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Evaluacion macroscopica del semen fresco
4.1.1 Volumen

El promedio del volumen semen fresco de alpacas colectadas por el método
de post cOpula, se muestra en la tabla siguiente.

Tabla 8. Volumen de semen fresco de alpacas colectadas por método post copula

Promedio
Macho n DS Max. (ml) Min. (ml)
(ml)

1 5 3.74 1.71 13.00 0.50

2 6 4.88 3.09 5.00 1.00

3 5 3.50 2.70 9.50 1.00

4 5 4.04 3.06 6.50 0.50

5 5 3.03 3.08 9.50 0.50

6 5 2.08 2.99 7.50 0.50
Total 31 3.67 2.77 8.50 0.75

n= de colecta de semen

En la tabla anterior se observa volumen de semen fresco de alpacas
colectadas por el método de post cépula, donde tuvieron un promedio de 3.67 ml
de semen; lo cual es similar a Alarcon et al. (2012), quienes registran 3.6+1.3 ml,
por el mismo método. Mientras los otros autores como Murillo et al. (2018); Rios

(2013) mostraron un promedio 3.73£2.06 mly 2.14+1.72 ml, igualmente; Ccalta et
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al. (2017); Narvaez (2008); Quispe et al. (2015), reportaron valores de 3.73+£1.60
ml; 1.77+1.29 ml y 2.63£2.02 ml, respectivamente. Mientras Garcia et al. (2021);
Huillcahuaman (2012) reportan valores como 2.5£0.93 ml y 2.5+0.5 ml,
respectivamente utilizando método post copula. La diferencia de los valores del
semen se deberia al efecto individual del reproductor, también a las condiciones

medio ambientales, frecuencia de colecta y manejo de los animales.

4.1.2 Color del semen

El color del semen fue evaluado segun criterio del evaluador considerando los

diversos colores, que se expresan en porcentajes.

Tabla 9. Color del semen (%) de alpacas colectadas por el método post cépula.

Método de
Color % total (%0)
colecta

Rojo claro 75.65

Rojo oscuro 10.32
PC 31(100%)

Blanco lechoso 9.50

Blanco cristalino 453

*PC=post cdpula
La tabla 9 muestra, el color del semen colectado por el método post copula, en
donde se observd 75.65% con coloracion rojo claro, 10.32% con coloracion rojo
oscuro, blanco lechoso 9.50% y blanco cristalino 4.53%. esta diferencia se deberia al
tiempo ocurrido en la copula, que a mayor tiempo la lesién de la mucosa de los cuernos
uterinos aumentaria por ello las coloraciones de rojo claro y oscuro. No obstante que
Ccalta et al., (2017) reportaron valores inferiores como 44.44 % de color rojo claro,

la presencia de este color rojo claro en el semen de alpaca se deberia a la friccion que
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realiza el glande del pene durante la copula, ocasionado laceraciones y congestion en

el endometrio del utero, como manifiesta Alarcon et al. (2012).

4.2. Evaluacion microscopica del semen fresco

Tabla 10. Promedio de las variables microscopicas de los espermatozoides en semen

fresco de alpacas, colectados por el método post copula.

VARIABLE n Promedio +D. S C.V (%) Min Max

Motilidad (%) 6 70.10 10.51 15.21 60.32  89.59
Concentracion (Spz 10¢/ml) 6 85.02 37.05 26.84 54.50 150.82
Viabilidad (%) 6 82.82 6.05 7.31 71.67 89.13
Host (%) 6 77.93 5.82 7.47 70.94  86.06
Morfologia (Normales %) 6 73.58 8.49 11.54 64.17 84.62

n = Repeticiones

En la tabla 10 se observa las variables de las caracteristicas microscopicas del
semen de alpaca; donde la motilidad encontrada fue de 70.10%, concentracion 85.02/Spz
10%/ml, viabilidad 82.82%, Host 77.93%, morfologia normal 73.58%.

El porcentaje de motilidad del semen de alpaca colectado por el método post
copula es similar a lo reportado por Alarcon et al. (2012) 73.5%, Garcia et al. (2021)
70.29 % utilizando el método de coleccion post copula; mientras los autores Ccalta et al.
(2017); Garcia et al. (2017) y Murillo et al. (2018) muestran resultados inferiores
13.6+7.3%; 61.7% y 57%, respectivamente; utilizando el mismo método de coleccion de
Semen. Por otro lado, por el método de coleccion de semen por vagina artificial Choez et
al. (2015); Huanca et al. (2011) reportaron resultados inferiores (20+23.83%;
45.9+26.1%) Asi mismo, Choez et al. (2017) reportaron 67.85 + 7.5% con
espermatozoides del epididimo Ordofiez et al. (2015) 57.96 %, utilizando el método de
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electro eyaculacion, y Zirena (2014) de 43.33 = 24.30% utilizando el método vagina
artificial. Por otro lado (Ccalta et al. (2017) por el método de deviacién por conductos
deferentes muestra un resultado (30.34+15.65%); estas diferencias que se observan en el
presente experimento solo se tomd en cuenta los eyaculados (=60 %) y al método de
obtencion de semen (Hanzen et al., 2014).

El promedio de concentracion de espermatozoide fue de 85.02 x 10°
espermatozoides/ml que es superior a lo reportado por Alarcon et al. (2012); Garcia y
Alarcén (2019) quienes obtuvieron 75.2 y 73.8 x 10¢ esp/ml y menores a lo reportado por
Paucar (2011) de 112 y 238.43 x 10° espermatozoides/ml; asi mismo Ccalta et al. (2017)
reportaron 296.32+145.41 usando el método de coleccion desviacion por conductos
deferentes; estas diferencias encontradas se deberian al método de coleccion de semen, al
intervalo de coleccion a la edad de los animales, época de coleccién y al método de
evaluacion que es importante mencionar por la presencia del plasma seminal en el semen.
La viabilidad espermatica de 82.82 + 6.05 % del semen fresco es superior a los reportados
Ugarelli et al. (2017) de 60.43 + 13.38%; Choez et al. (2017) de 75.8 + 8.9%) quienes
evaluaron los espermatozoides del epididimo de la alpaca. De igual manera Garcia et al.
(2021) de 80.48+4.8 %; Alarcon et al. (2012) de 75.3+£7.22% en espermatozoides
colectados por el método post copula y Ordofiez et al. (2013) de 59 %; Santiani et al.
(2005) de 80% en espermatozoides colectados por el método de vagina artificial y
electroeyaculacion; estas diferencia se debe a que las muestras evaluadas en el presente
trabajo fueron seleccionadas, método de coleccion de semen, método de evaluacion, edad
de los machos, frecuencia de coleccion y época del afio.

La integridad de la membrana plasmatica del espermatozoide obtenidos en el
presente estudio de 77.93 % es superior al reportado por Garcia et al. (2017) 52.0£2.4%;

Huanca (2015) de 57.68+8.91%; Pacheco et al. (2014) de 73.08+8.15%; Zirena (2014)
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quien obtuvo 43.13 £ 17.59 %. De igual manera, es inferior a lo reportado por Choez et
al. (2017) de 81.8 +9.4% en espermatozoides recuperados del epididimo. Las diferencias
encontradas por los diferentes autores se deberian en general a la técnica de evaluacion,

al método de coleccion del semen.

4.3. Evaluacion de la tasa de prefiez

Tabla 11. Tasa de prefiez en alpacas inseminadas por efecto del tamafio folicular

Tamafio Alpacas Alpacas prefiadas
Estado fisioldgico
folicular inseminadas n %
7a9mm 28 14/28 50.0
Madres sin Cria
10a12 mm 25 13/25 52
7a9mm 37 18/37 48.6
Madres con Cria
10a12 mm 25 14/25 56
TOTAL 115 59/115 51.3

En la tabla 11, se observa tasa de prefiez en alpacas por efecto del diametro del
foliculo desarrollado; donde las alpacas sin cria mostraron 50% con tamafio folicular de 7 a 9

mm, y las alpacas sin cria de tamafo folicular 10 a 12 mm 52%. Igualmente las alpacas con cria
mostraron 48.6% con tamafio folicular de 7 a 9 mm, y las alpacas con cria de tamafio folicular 10
a 12 mm 56, sin diferencia significativa (p>0.05). EI promedio general de la tasa de prefiez fue de

51.3% de un total de 115 alpacas inseminadas. Estos resultados nos demuestran, que no existe
efecto del tamario folicular pre ovulatorio en los p orcentajes de prefiez en las alpacas;
pero reportan valores contrarios como Skidmore et al. (1996) en camellos dromedarios,
cuando utilizo 20 mg de Buserelina 0 3000 Ul de gonadotropina coriénica humana (hCG)
a un grupo de camellas, para inducir la ovulacion siempre y cuando los foliculos en el
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ovario de las camellas se encuentren en la fase correcta del ciclo folicular; lograron
obtener tasa de ovulacion de aproximadamente 80% con didmetro folicular de 10 y 19
mm de didmetro, pero este se redujo drasticamente a 12.5 % si el diametro del foliculo
aumento de 20 a 29 mm y en foliculos > 30 mm no pudieron ovular, asi como en foliculos
en fase de regresion; concluyeron sefialando la mayor tasa de ovulacion y prefiez se
obtiene cuando el foliculo pre ovulatorio mide de 13 a 17 mm. Estos resultados
contradictorios se dan por el factor especie, las ondas foliculares en la alpaca tiene una
duracién de 12 dias y en las camellas dromedarias de 17 a 25 dias con un tamafio folicular
pre ovulatorio en las alpaca y camellas es de 7 a 12 mm y 10 a 30 mm, (Hanzen et al.,
2014) complementados por la fisiologia reproductiva hormonal, como otros factores

propios de cada especie (Bravo et al., 2000; Skidmore, 2019)

Los resultados obtenidos en el presente estudio son superiores al reporte de
Ordofiez et al. (2013), quienes obtienen 38 % y 33.3 % de prefiez sin medir el diametro
folicular pre ovulatorio y solo empleando machos para detectar las hembras receptivas.
Igualmente, Aller et al. (2003) registra tasa de gestacion de 21 % en Ilamas hembras
inducidas a la ovulacion con analogo de GnRH, con inseminacion a las 24 horas después
de la induccién; mientras De la Vega (1996) logro obtener 40 % de prefiez a la
inseminacién con semen fresco diluido sin medir el didmetro folicular, pero inducidos la
ovulacion con machos vasectomizados. Asimismo Apaza et al. (1999) obtienen 37 % de
prefiez en alpacas inseminadas con semen fresco.

Los valores encontrados en el presente estudio se asemeja al de Alarcon et al. (2012),
quienes reportaron tasa de prefiez de 55% con semen colectado post cépula y 48 % con
semen de la vagina artificial; asi mismo, Murillo et al. (2018) reportan tasa de prefiez
del 53.33 % cuando inseminaron 60 alpacas con semen fresco diluido con Triladyl y
Andromed. Por otra parte , Garcia et al. (2019); Garcia et al. (2017) obtienen 50 % y 50.5
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% de prefiez en alpacas inseminadas con semen fresco diluido en Tris-Glucosa , logran
obtener e inducidos a la ovulacion con un andlogo de GnRH, entre 26 a 30 horas;
mientras Palian (2010), obtiene 53.1 % de prefiez de 32 alpacas inseminadas con semen
fresco inducidas con el andlogo de GnRH (Acetato de buserelina), con presencia de un

foliculo dominante >7 mm donde la inseminacion se realizo a las 27 horas post induccion.
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V. CONCLUSIONES

e Los pardmetros de calidad seminal obtenidos por el método post copula:
Motilidad 70.10%, Concentracion 85.02%, Viabilidad 82.82%, HOST 77.93%,

Morfologia 73.58%.

e Latasas de prefiez de alpacas sin cria fue 50% con tamafio folicular de 7 a 9 mm,
y en alpacas sin cria con tamarfio folicular de 10 a 12 mm 52% sin diferencia

significativa (p>0.05).

e Latasade prefiez de alpacas con cria fue 48.6% con tamario folicular de 7.a 9 mm,
y en alpacas con cria de tamafio folicular 10 a 12 mm 56%, sin diferencia

significativa (p>0.05).
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V1. RECOMENDACIONES

e Se debe inseminar con semen fresco diluido a las 26 — 30 h las alpacas que
presentan un foliculo pre-ovulatorio de > 10 < 12mm para lograr altos porcentajes

de prefiez.

e Realizar trabajos de investigacion similares con el objetivo de estandarizar
protocolos de induccién a la ovulacion con plasma seminal a la inseminacion con

semen fresco post-copula.

e Ensayar nuevos protocolos de dilutores para una mejor conservacion de semen

fresco.

e Comparar el semen colectado por el método post copula con la vagina artificial

en la inseminacién de camélidos sudamericanos.
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ANEXOS

ANEXO 1: Andlisis estadistico ji-cuadrada de crecimiento folicular sobre la tasa de

prefiez.
GRUPOS EXPERIMENTALES
7a9mm 10a12 mm TOTAL
0] E 0 E
Vv 33 31.65 23 24.35 56
m X2=0.058 X2=0.075
iz o 32  [3335 27 |25.65 59
o X2=0.055 X2=0.071
TOTAL 65 | 50 | 115
) _ | 0259
X“Calculado =
X2Tabla 0,05 (2)= | 0410

ANEXO 2: Andlisis estadistico Ji- cuadrado de crecimiento folicular sobre las hembras

con criay sin cria.

84

GRUPOS EXPERIMENTALES
7a9mm 10a 12 mm TOTAL
0 E 0 E
CON 37 |35.04 25  |26.96 62
3 CRIAS  x2=0.109 x2=0.142
[a
S |vacias |2 | 29.95 25  |23.04 53
5 x2=0.127 x2=0.167
TOTAL 65 | 50 | 115
X2Calculado = 0.545
X?Tabla 0005 (2)= | 3.8415
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ANEXO 3: Datos del trabajo de investigacion

n GRUPO TAMANO | mm D. PRENEZ
1 VACIAS 7-9 mm 7 \Y
2 VACIAS 7-9 mm 7 P
3 VACIAS 7-9 mm 7 P
4 VACIAS 7-9 mm 7 P
5 VACIAS 7-9 mm 7 P
6 VACIAS 7-9 mm 8 \Y
7 VACIAS 7-9 mm 8 \Y
8 VACIAS 7-9 mm 8 \Y
9 VACIAS 7-9 mm 8 \Y
10 VACIAS 7-9 mm 9 \Y
11 VACIAS 7-9 mm 9 \Y
12 VACIAS 7-9 mm 9 P
13 VACIAS 7-9 mm 9 \Y
14 VACIAS 7-9 mm 7 P
15 VACIAS 7-9 mm 7 \Y
16 VACIAS 7-9 mm 7 \%
17 VACIAS 7-9 mm 7 P
18 VACIAS 7-9 mm 7 P
19 VACIAS 7-9 mm 7 P
20 VACIAS 7-9 mm 7 P
21 VACIAS 7-9 mm 8 \Y
22 VACIAS 7-9 mm 8 P
23 VACIAS 7-9 mm 8 \%
24 VACIAS 7-9 mm 8 P
25 VACIAS 7-9 mm 8 P
26 VACIAS 7-9 mm 8 P
27 VACIAS 7-9 mm 9 \Y
28 VACIAS 7-9 mm 9 \%
29 VACIAS 10-12 mm 10 \Y
30 VACIAS 10-12 mm 10 P
31 VACIAS 10-12 mm 10 \Y
32 VACIAS 10-12 mm 11 P
33 VACIAS 10-12 mm 11 P
34 VACIAS 10-12 mm 11 \Y
35 VACIAS 10-12 mm 13 \Y
36 VACIAS 10-12 mm 13 \Y
37 VACIAS 10-12 mm 10 P
38 VACIAS 10-12 mm 10 P
39 VACIAS 10-12 mm 10 \Y
40 VACIAS 10-12 mm 10 \Y
41 VACIAS 10-12 mm 10 \Y
42 VACIAS 10-12 mm 12 \Y
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43 VACIAS 10-12 mm 105 P
44 VACIAS 10-12 mm 13 P
45 VACIAS 10-12 mm 12 \Y
46 VACIAS 10-12 mm 12.5 P
47 VACIAS 10-12 mm 13 P
48 VACIAS 10-12 mm 125 \Y
49 VACIAS 10-12 mm 13 P
50 VACIAS 10-12 mm 10 P
51 VACIAS 10-12 mm 11 \Y
52 VACIAS 10-12 mm 115 P
53 VACIAS 10-12 mm 125 p
54 CON CRIAS 7-9 mm 7 P
55 CON CRIAS 7-9 mm 7 \%
56 CON CRIAS 7-9 mm 7 P
57 CON CRIAS 7-9 mm 7 P
58 CON CRIAS 7-9 mm 7 \Y
59 CON CRIAS 7-9 mm 7 P
60 CON CRIAS 7-9 mm 7.5 \%
61 CON CRIAS 7-9 mm 8 \Y
62 CON CRIAS 7-9 mm 8 P
63 CON CRIAS 7-9 mm 8 \Y
64 CON CRIAS 7-9 mm 8 P
65 CON CRIAS 7-9 mm 8 P
66 CON CRIAS 7-9 mm 8 \Y
67 CON CRIAS 7-9 mm 8 \%
68 CON CRIAS 7-9 mm 9 \Y
69 CON CRIAS 7-9 mm 9 \Y
70 CON CRIAS 7-9 mm 7 P
71 CON CRIAS 7-9 mm 7 \Y
72 CON CRIAS 7-9 mm 7 P
73 CON CRIAS 7-9 mm 7 P
74 CON CRIAS 7-9 mm 7 \Y
75 CON CRIAS 7-9 mm 7 \Y
76 CON CRIAS 7-9 mm 8 P
77 CON CRIAS 7-9 mm 8 P
78 CON CRIAS 7-9 mm 8 \Y
79 CON CRIAS 7-9 mm 9 \Y
80 CON CRIAS 7-9 mm 9 P
81 CON CRIAS 7-9 mm 9 \Y
82 CON CRIAS 7-9 mm 7 \Y
83 CON CRIAS 7-9 mm 8 P
84 CON CRIAS 7-9 mm 8 P
85 CON CRIAS 7-9 mm 8 \Y
86 CON CRIAS 7-9 mm 8 \Y
87 CON CRIAS 7-9 mm 9 P
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88 CON CRIAS 7-9 mm 9 P
89 CON CRIAS 7-9 mm 9 \Y
90 CON CRIAS 7-9 mm 9 P
91 CON CRIAS 10-12 mm 10 \Y
92 CON CRIAS 10-12 mm 12 P
93 CON CRIAS 10-12 mm 13 P
94 CON CRIAS 10-12 mm 10 P
95 CON CRIAS 10-12 mm 10 P
96 CON CRIAS 10-12 mm 11 \Y
97 CON CRIAS 10-12 mm 12 \Y
98 CON CRIAS 10-12 mm 12 P
99 CON CRIAS 10-12 mm 13 \Y
100 CON CRIAS 10-12 mm 10 P
101 CON CRIAS 10-12 mm 10 \Y
102 CON CRIAS 10-12 mm 10 \Y
103 CON CRIAS 10-12 mm 11 P
104 CON CRIAS 10-12 mm 10.3 \Y
105 CON CRIAS 10-12 mm 10 P
106 CON CRIAS 10-12 mm 11 \Y
107 CON CRIAS 10-12 mm 13 P
108 CON CRIAS 10-12 mm 10 \Y
109 CON CRIAS 10-12 mm 11 P
110 CON CRIAS 10-12 mm 10 P
111 CON CRIAS 10-12 mm 12.5 \Y
112 CON CRIAS 10-12 mm 13 P
113 CON CRIAS 10-12 mm 13 P
114 CON CRIAS 10-12 mm 10 \%
115 CON CRIAS 10-12 mm 115 P
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Figura 3. Tamafio folicular a la ecografia.
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Figura 4. Induccion a la ovulacion.

Figura 5. Coleccion de semen post-copula.
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Figura 6. Evaluacion del volumen de semen.

Figura 7. Evaluacion microscopica del semen fresco.
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Figura 9. Inseminacion Artificial Intrauterina.
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Figura 10. Visualizacion de la vesicula embrionaria a los 30 dias post inseminacion.
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