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¢) La traduccion, adaptacién, arreglo u otra transformacién del trabajo de grado con fines
académicos y de consulta.



d) La importacion al territorio nacional de copias del trabajo de grado hechas sin
autorizacion del titular del derecho por cualquier medio incluyendo mediante transmision.

f) Cualquier otra forma de utilizacion del trabajo de grado que no estd contemplada en la
ley como excepcion al derecho patrimonial.
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f) Cualguier otra forma de utilizacion del trabajo de grado que no esta contemplada en la
ley como excepeidn al derecho patrimonial.

CLAUSULA QUINTA. - El presente confrato se lo realiza a titulo gratuito por lo que
LA CESIONARIA no se halla obligado a reconocer pago alguno en igual sentido EL
CEDENTE declara que no existe obligacion pendiente a su favor.

CLAUSULA SEXTA. - El presente contrato tendra una duracion indefinida, contados a
partir de la firma del presente instrumento por ambas partes.

CLAUSULA SEPTIMA. - CLAUSULA DE EXCLUSIVIDAD. - Por medio del
presente contrato, se cede en favor de LA CESIONARIA el derecho a explotar la obra
en forma exclusiva, dentro del marco establecido en la clausula cuarta, lo que implica que
ninguna otra persona incluyendo EL. CEDENTE podra utilizarla.

CLAUSULA OCTAVA. - LICENCIA A FAVOR DE TERCEROS. LA
CESIONARIA podri licenciar la investigacion a terceras personas siempre que cuente
con el consentimiento de EL CEDENTE en forma escrita.

CLAUSULA NOVENA. - El incumplimiento de la obligacién asumida por las partes en
las clausulas cuarta, constituird causal de resolucién del presente contrato. En
consecuencia, la resolucion se producird de pleno derecho cuando una de las partes
comunique, por carta notarial, a la otra que quiere valerse de esta clausula.

CLAUSULA DECIMA. - En todo lo no previsto por las partes en el presente contrato,
ambas se someten a lo establecido por la Ley de Propiedad Intelectual, Codigo Civil y
demads del sistema juridico que resulten aplicables.

CLAUSULA UNDECIMA. - Las controversias que pudieran suscitarse en torno al
presente contrato, serdn sometidas a mediacion, mediante el Centro de Mediacion del
Consejo de la Judicatura en la ciudad de Latacunga. La resolucién adoptada serad
definitiva ¢ inapelable, asi como de obligatorio cumplimiento y ejecucion para las partes
y, en su caso, para la sociedad. El costo de tasas judiciales por tal concepto seré cubierto
por parte del estudiante que lo solicitare.

En sefial de conformidad las partes suscriben este documento en dos ejemplares de igual
valor y tenor en la ciudad de Latacunga, 16 de agosto del 2023.

Joel ALGjdUULL Doguvia v lacis Dra. Idalia Pacheco Tigselema
EL CEDENTE LA CESIONARIA

vi



AVAL DE LA TUTOR DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

En calidad de Tutor del Proyecto de Investigacion con el titulo:

"EXTRACCION Y CRIOCONSERVACION DE SEMEN DE ALPACAS EN EL
CENTRO EXPERIMENTAL ACADEMICO SALACHE DEL CANTON
LATACUNGA?”, de Molina Panchi Jorge Alcides y Segovia Villacis Joel Alejandro, de
la carrera de Medicina Veterinaria, considero que el presente trabajo investigativo es
merecedor del Aval de aprobacion al cumplir las normas, técnicas y formatos previstos,
asi como también han incorporado las observaciones y recomendaciones propuestas en

la Pre defensa.

Latacunga, 16 de agosto de 2023

Dr. Rafael Alfanso Qa ‘z6n Jarrin, PhD
DOCENTE TUTOR
C.C.: 0501097224



AVAL DE LOS LECTORES DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

En calidad de Tribunal de Lectores, aprobamos el presente Informe de Investigacion de
acuerdo a las disposiciones reglamentarias emitidas por la Universidad Técnica de
Cotopaxi; y, por la Facultad de Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales; por
cuanto, los postulantes: Molina Panchi Jorge Alcides y Segovia Villacis Joel Alejandro,
con el titulo de Proyecto de Investigacién: "EXTRACCION Y CRIOCONSERVACION
DE SEMEN DE ALPACAS EN EL CENTRO EXPERIMENTAL ACADEMICO
SALACHE DEL CANTON LATACUNGA?”, han considerado las recomendaciones
emitidas oportunamente y retnen los méritos suficientes para ser sometido al acto

de sustentacion del trabajo de titulacion.

Por lo antes expuesto, se autoriza los empastados correspondientes, segiin la normativa

institucional.

Latacunga, 16 de agosto de 2023

7

Lecto1 )
~ Dr. Miguel Angel Gutiérrez Reinoso Dr. Luis Alonso Chicaiza Sanchez. Mg.
CC: 050223662-3 CC: 050130831-6

Dr. Xavier Cristobal Qulshpe Mendoza. Mg.
CC:050188013-2



AGRADECIMIENTO

A Dios por siempre saberme guiarme.

A mis padres y mi familia por darme las fuerzas y ganas para seguir

adelante con mis suefios.

A la vida que me ha dado la inspiracion, fuerza, sabiduria y paciencia

para poder seguir firme.

A mis queridos docentes que me han inculcado sus conocimientos con

paciencia para poder llegar a donde estoy hoy.

Finalmente, a la Universidad Técnica de Cotopaxi por haberme
inculcado una excelente formacion académica, a mi tutor Dr. Rafael
Garzén Jarrin por prestarme su tiempo e interés en el proyecto, también
agradecer a mis lectores: Dr. Miguel Gutiérrez Reinoso, Dr. Xavier
Quishpe Mendoza y Dr. Alonso Chicaiza Sanchez quienes aportaron con

ideas y sugerencias para tener un trabajo de investigacion de calidad.

JORGE ALCIDES MOLINA PANCHI



AGRADECIMIENTO
A mis padres que son mi motor e impulsan mis suefios, fueron mis

primeros maestros.

A mis comparieros a pesar de todas adversidades fueron parte de esta

aventura durante esta etapa de mi vida que jamas sera olvidada.

A mi familia que supo animarme en los peores momentos y salir adelante

siempre.

Sobre todo, a cada uno de mis docentes de la gran familia utecina a mi
tutor Dr. Rafael Garzon Jarrin que nos supo guiar a lo largo del proyecto
con sus conocimientos a mis lectores: Dr. Miguel Gutiérrez Reinoso, Dr.
Xavier Quishpe Mendoza y Dr. Alonso Chicaiza Sanchez, que con su
conocimiento y experiencia nos supieron guiar en este proyecto final, y

también lo largo de la carrera.

Finalmente quiero agradecerme a mi por creer en mi y no rendirme en el

camino que fue de muchas experiencias y ensefianzas.

JOEL ALEJANDRO SEGOVIA VILLACIS



DEDICATORIA
A mi padre y madre que me han brindado su apoyo, inspiracion y respeto
para poder llegar a cumplir mi suefio de ser Médico Veterinario.

A mi hermano que de igual forma compartimos la pasion por los

animales y ha sido incondicional.

A mi querida Cynthia Araque por brindarme todos sus conocimientos y

paciencia.

A toda mi familia que siempre me aconseja y me apoya para poder salir

de cualquier dificultad.

JORGE ALCIDES MOLINA PANCHI

Xi



DEDICATORIA
Dedico este resultado de trabajo a mi familia sobre todo a mis padres,
hermanos y sobrinos, de cada uno me ensefio algo diferente y me

apoyaron en cada etapa de mi formacion académica.

A mi madre que ha sido mi mundo desde mi primer segundo en la Tierra
que supo amarme, educarme, cuidar de mi y siempre estar en todo

momento.

A mi abuelita Eugefiita y mi tio Estuardo por sus conocimientos, por su

bondad y corazon, por siempre ensefiarme valores.

Agradezco a mis mascotas Lana y Vale, sin su compafiia, amor, lealtad,
y locuras no habria podido lidiar con el estrés de la vida cotidiana,

JOEL ALEJANDRO SEGOVIA VILLACIS

xii



UNIVERSIDAD TECNICA DE COTOPAXI
FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS Y RECURSOS NATURALES
CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA

TITULO: “EXTRACCION Y CRIOCONSERVACION DE SEMEN DE ALPACAS
EN EL CENTRO EXPERIMENTAL ACADEMICO SALACHE DEL CANTON
LATACUNGA”
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Joel Alejandro Segovia Villacis

RESUMEN

La crianza de camélidos aun tiene dificultades en su reproduccién dadas a las
caracteristicas reproductivas, anatomicas y fisiologicas, por esta razon se realizo la
siguiente investigacion que tuvo como objetivo la extraccion de muestras de semen de
alpaca a partir de tres métodos de coleccion y posteriormente valorar la calidad de semen
fresco y post descongelacion con el uso del crioprotector “Triladyl CSS One Step”.

Esta investigacion se realizd en centro experimental Académico Salache del canton
Latacunga, donde se estimd el uso de 3 alpacas machos previamente evaluados; estos
ejemplares fueron aislados y entrenados para posteriormente ponerlos a prueba con los
diferentes metodos de coleccion. En los tres métodos solo un ejemplar mantuvo un alto
libido e interés; en el método con maniqui completo méas vagina artificial no se obtuvo
buenos resultados al momento de la colecta debido a la forma del maniqui, en el método
de maniqui con grupa mas hembra receptiva no se pudo adaptar a la forma de la grupa y
a los movimientos de la hembra, mientras que en el método de desviacion de pene y
hembra receptiva se obtuvo grandes resultados obteniendo una muestrade 1 mla 1.5 ml.

La muestra obtenida de semen fresco y semen con diluyente post descongelacion fue
evaluada de acuerdo a pardmetros espermaticos macroscépicos y microscopicos.
Demostrando que el semen fresco es el mas dptimo para la inseminacion artificial,
presentando una tasa de 60% de viabilidad, mientras que la muestra con diluyente post
descongelacion presento una mortalidad del 25% en comparacion con el 14% del semen
fresco.

Palabras clave: Alpacas macho-métodos de coleccidon seminal-crioconservacion
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THEME: " EXTRACTION AND CRYOPRESERVATION OF ALPACA SEMEN AT
THE SALACHE ACADEMIC EXPERIMENTAL CENTER IN THE LATACUNGA
CANTON"
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ABSTRACT

The breeding of camelids still has difficulties in their reproduction due to reproductive,
anatomical, and physiological characteristics, for this reason, the following research was
conducted with the objective of extracting alpaca semen samples from three methods of
collection and subsequently assessing the quality of fresh semen and post thawing with
the use of cryoprotectant "Triladyl CSS One Step".

This research was carried out in the Salache Academic Experimental Center in the
Latacunga canton, where the use of 3 previously evaluated male alpacas was estimated;
these specimens were isolated and trained to later test them with different collection
methods. In the three methods, only one specimen maintained a high libido and interest;
in the method with a complete dummy plus an artificial vagina, good results were not
obtained at the time of collection due to the shape of the dummy, in the method of dummy
with rump plus receptive female, it was not possible to adapt to the shape of the rump and
the movements of the female, while in the method of deviation of penis and receptive
female, great results were obtained obtaining a sample of 1 ml to 1.5 ml.

The sample obtained from fresh semen and semen with post-thawing diluent was
evaluated according to macroscopic and microscopic sperm parameters. It showed that
fresh semen is the most optimal for artificial insemination, presenting a 60% viability
rate, while the sample with a post-thawing extender presented a mortality rate of 25%
compared to 14% for fresh semen.

Keywords: Male alpacas - seminal collection methods - Cryopreservation.
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Linea de investigacion:
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Mejora y conservacion de recursos zoogenéticos.



2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

La alpaca (Vicugna pacos) es una especie ganadera que constituye un recurso biol6gico
y genético estratégico de gran efecto social, econdmica, cultural y ecolégica en la vida
del poblador altoandino; principalmente en las comunidades donde la produccién se
realiza en sistemas tradicionales, donde existen muchas carencias que repercuten en una

baja productividad y altos niveles de morbilidad y mortalidad.

En los Gltimos afios a nivel nacional en Ecuador se han realizado pocas investigaciones
en alpacas enfocados en la evaluacion de la Calidad Seminal y crioconservacion, desde
esta perspectiva se propone realizar el presente proyecto con el fin de obtener mejores
resultados en la reproduccion asistida de alpacas, ya que en camélidos se limita la

utilizacion de semen fresco con una tasa maxima de prefiez del 77% (1).

Es conocido que el proceso de criopreservacion involucra dafios funcionales en los
espermatozoides, dado los diversos tipos de estrés a los que son sometidos desde la
refrigeracion hasta el descongelado. Esta investigacidn esta enfocada en evaluar la calidad
seminal de alpacas que se obtendra mediante tres métodos de extraccion para
posteriormente aplicar las técnicas de criopreservacion con el uso del diluyente Triladyl.;
por aquello este estudio busca reducir todos los dafios en los espermatozoides con el fin
de optimizar el proceso de criopreservacion de semen en esta especie y de esta manera se
pretende desarrollar técnicas reproductivas que permitan mejorar, mantener y difundir la

genética del hato mediante el uso de la inseminacion artificial (1A).

3. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO
Beneficiarios Directos:
Docentes y estudiantes del Campus Salache. EIl investigador principal del proyecto,

requisito previo a la obtencion del Titulo en Medicina Veterinaria.

Beneficiarios Indirectos:
Productores de alpacas de la provincia de Cotopaxi. Estudiantes de la Carrera de

Medicina Veterinaria.



4. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

La crianza de camélidos aun tiene dificultades en su reproduccion asistida (1A), para ello
es necesario utilizar biotecnologias reproductivas, que incluyan coleccion, evaluacion y
conservacion del semen; dadas las caracteristicas reproductivas, anatomicas y fisiologicas
de estas especies, la criopreservacion de semen en alpaca es una biotecnologia
reproductiva en desarrollo, debido a la baja supervivencia de los espermatozoides tras el
congelamiento. La fisiologia reproductiva presenta una serie de desafios en la recoleccion
de semen de camélidos sudamericanos, incluidos el apareamiento, postura, duracion y

eyaculacion durante la cépula.

Existen diferentes métodos para la extraccion del semen siendo el electro eyaculador el
método mas facil y adecuado para recolectar eyaculados en machos no entrenados;
tomando en cuenta que por este método variaria la calidad espermatica, composicién

seminal y la concentracién de espermatozoides en comparacion con otros métodos.

Es escasa la informacion sobre el uso de la vagina artificial con respecto a la calidad
seminal de alpacas, esta técnica tiene el inconveniente de que los machos requieren ser
entrenados debido a su temperamento y en algunas ocasiones no aceptan facilmente el
maniqui. En ocasiones se requiere colectar semen de machos que viven en lugares
distantes a los centros de investigacion tomando en cuenta que para ello también es
importante desarrollar diferentes técnicas para conservar, diluir, y congelar estas células

espermaticas.

5. OBJETIVOS
Objetivo General
Extraer y crioconservar el semen de alpacas en el Centro experimental académico

Salache.

Objetivos Especificos
« Obtener muestras de semen de alpacas mediante tres métodos de extraccion.
o Analizar la calidad de semen fresco y de semen post descongelacion mediante el

uso del crioprotector Triladyl.



6. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA

6.1. Anatomia del aparato reproductor masculino

6.1.1. Testiculos

La mayor parte de veces, los dos testiculos estan presentes desde el nacimiento; a los 6
meses de edad descienden a un escroto no pendular, situado bajo el afio; son pequefios y
elipticos, ubicados de manera que el diametro principal es oblicuo con una orientacion
dorsal y caudal; en condiciones normales, ambos testiculos son del mismo tamafio, firmes

y con un movimiento libre (2).

6.1.2. Epididimo y el conducto deferente

El epididimo resulta dificil de palpar en el animal sano ya que se encuentra entre el
testiculo y el cuerpo y es aplanado en sentido caudo-craneal(3). Las funciones del
epididimo son fundamentalmente de almacenamiento de espermatozoides y el aporte de
una sustancia llamada "factor de descapacitacion” que contribuye a facilitar la viabilidad
del espermatozoide almacenado, también se destaca la ausencia de la vesicula seminal en
esta especie animal (4), en la eyaculacion el esperma pasa del epididimo al conducto

deferente, de ahi pasa a la uretra y final al exterior (5).

6.1.3. Glandulas anexas
Las glandulas accesorias (prostata y bulbo-uretrales) estan localizadas en la pelvis y por
encima del resto del tracto genital masculino. Estas glandulas segregan fluidos que dan

volumen, nutrientes y estabilidad al semen (6).

6.1.4.Pene

El pene es de tipo fibroelastico y presenta una inflexion sigmoidea en posicion
preescrotal. (2). Tiene en su punto una estructura cartilaginosa dirigida hacia atrasa (7).
Cuando no se encuentra erecto posee una longitud de 35 a 45 cm en llamas y alpacas,
durante la ereccion, el pene no aumenta significativamente su tamafio, pero se vuelve

firme y elongado (8).

6.2. Fisiologia reproductiva

6.2.1. Funciones del macho en el proceso reproductivo

El camello macho es descrito con actividad reproductiva estacional con un incremento en
la actividad sexual durante la temporada de apareamiento (9). En general es aceptado que
el macho es inactivo durante el resto del afio, pero es capaz de aparearse y fertilizar a una

hembra en estro en cualquier momento. De manera similar, la hembra, aun cuando tiene



una tendencia estacional marcada, puede estar en cualquier momento del afio al ser

poliestricas (10).

El macho influye en la fertilidad general del rebafio. Un macho reproductor es usado para
muchas hembras (entre 20 a 30) y, por tanto, su influencia en la calidad general del rebafio
es mas pronunciada que la hembra (11).

6.2.2. Regulacion hormonal

El sistema endocrino rige todas las funciones del organismo y en consecuencia el
mecanismo sexual actuando directa e indirectamente sobre el aparato genital (12). Por el
tipo de accion que ejercen las hormonas de la reproduccion, se dividen en hormonas

primarias y secundarias.

Las primarias forman parte directa de la reproduccién como la espermatogénesis,
ovulacion, comportamiento sexual, fecundacion, implantacién, mantenimiento de la
gestacion, parto, lactacion y el comportamiento materno; mientras que, las segundas son
necesarias para el bienestar general, influye en el crecimiento, desarrollo, metabolismo y
permiten la accion de la reproduccion (13). “En la regulacion hormonal del proceso
reproductivo masculino, intervienen tres érganos fundamentales: el hipotalamo que esta
localizado en el cerebro, la hipofisis o pituitaria y las gbnadas que en este caso son los

testiculos” (4).

Grafico N21: Diagrama resumido de la regulaciéon hormonal en el macho.
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Fuente: Curso de Manejo Reproductivo de Camélidos Sudamericanos Domésticos (4).



La LH, FSH y la testosterona son las hormonas clave para la regulacion de la
espermatogénesis en los mamiferos y funcionan sinérgicamente para producir el

desarrollo de las células germinales (14).

La hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) es sintetizada en el hipotdlamo y actla
estimulando la elevacion de la produccion de la hormona luteinizante (LH) y la hormona
foliculo estimulante (FSH) a nivel de la hipdfisis, las cuales también tienen un efecto
directo sobre la secrecion de testosterona y sobre la espermatogénesis (4). La LH es la
hormona que estimula la produccion de testosterona por las células de Leydig en el

estroma testicular” (15)

La produccion de testosterona viene relacionada con el inicio de la pubertad en machos,
la secrecion de testosterona se realiza de forma pulsatil al estar controlada por la secrecion
de gonadotropinas hipofisarias LH. Sin embargo, estos valores hormonales varian de

acuerdo a las estaciones del afio y dentro de los hemisferios norte y sur (16).

Tabla N 1: Regulacion hormonal en el macho.

Edad (meses) Testosterona pg/mi

6 67
12 213
18 1156
24 2163
30 2835
36 5385

36 < 5247 5247

Fuente: Manual de inseminacion artificial en alpacas (16).

Por otra parte, la LH también estimula en el macho la produccion de una proteina de
enlace en las células de Sertoli en los tabulos seminiferos. Las células de Sertoli también
producen la inhibina cuya funcién seria la de regular la secrecion de FSH, en igual forma
a la de la testosterona sobre la LH. La testosterona y la inhibina en conjunto
probablemente regulen la secrecion de gonadotrofinas actuando sobre el sistema nervioso

central y sobre el hipotdlamo a través de un circuito de retroalimentacion negativo (4).



6.3. Caracteristicas del semen

Es un liquido viscoso y blanquecino constituido por las secreciones de las glandulas
bulbouretrales, uretrales, de las vesiculas seminales y la préstata combinado como los
espermatozoides de todos los animales (17). EI semen de alpaca por la ausencia de la
vesicula seminal tiende a ser muy viscoso y se compone de espermatozoides 11,5% y

88,5% en volumen liquido seminal (18).

6.3.1. Plasma seminal

El plasma seminal consiste en una compleja mezcla de secreciones que se originan
principalmente en el epididimo y las glandulas sexuales accesorias del macho (19). Este
cumple un rol de proteccion de los espermatozoides dentro del tracto reproductivo de la
hembra, dando proteccion a los a los espermatozoides vivos para no ser fagocitados por
los polimorfonucleares neutrofilos presentes en el Utero y asimismo, transportan y

eliminan espermatozoides muertos (20).

6.3.2. Espermatozoides

Es considerada la célula més especializada, la particularidad de tener una cabeza la cual
contiene la informacién gendmica, una pieza media con mitocondrias que da movilidad
al flagelo, son caracteristicas que dan una diversidad morfologica entre las especies, no
todos los espermatozoides son iguales y no todos llevan procesos de capacitacion y

reaccion acrosomal dentro del aparato reproductor de la hembra (21).

6.3.3. Espermatogénesis

Es el proceso por el cual se generan los espermatozoides en los tubos seminiferos que se
encuentran en el parénquima o tejido noble del testiculo, este proceso se inicia a partir de
las células germinales o células primitivas, las espermatogonias, que en sucesivas
divisiones se transforman en espermatocitos primarios (22). Estos, al llegar a la edad de
la pubertad empiezan a sufrir divisiones meidticas o sea a reducir su nimero cromosémico
y terminan en las espermatidas. Las espermatidas luego sufren la transformacion que las

lleva a la forma y a la funcién caracteristica del espermatozoide (4).



Grafico N22: Esquema de las etapas de la espermatogénesis.
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Fuente: Testiculos y espermatozoides (23).

Es bien sabido que la alpaca tiene reproduccidn estacional, donde no se ha estudiado si
existen cambios histoldgicos estacionales en el testiculo de la alpaca (24). Sin embargo,
se ha determinado que la época de verano induciria un incremento en el porcentaje de
anormalidades a nivel de la cola del espermatozoide y una disminucion de la
concentracion espermatica comparado a los resultados obtenidos en invierno (25).

En general existe variacion de la calidad espermaética dependiendo la edad o por distintos
niveles de variacion en la espermatogénesis en esta especie; Cavalcanti, 2013 también
menciona que pueden existir varios factores que alteren la espermatogénesis “La
espermatogénesis ocurre todo el afio en todos los camélidos, sin embargo las variaciones
estacionales en la produccidn de espermatozoides se basan en el origen geografico por lo

tanto en la nutricion, el clima y otros factores medio ambientales” (14).

6.3.4. Morfologia y estructura espermatica

La morfologia espermatica es esencial en la evaluacién de la calidad seminal e importante
para la prediccion de la fertilidad de machos reproductores; como menciona Evangelista
(2015) “La morfologia espermatica es una caracteristica util para predecir la capacidad
fecundante, basandose en las formas y medidas de las estructuras corporales espermaticas
para poder clasificarlas, permitiendo detectar anormalidades en la cabeza, pieza
intermedia y cola, defectos acrosomales especificos o variaciones del tamafio de las
cabeza” (26).



6.3.4.1. Morfologia normal

Los espermatozoides de la alpaca y llama es muy similar a la mayoria de los animales de
granja. El espermatozoide normal estd compuesto por cabeza, cuello y una cola, dividida
en tres piezas, una principal, intermedia y una terminal [...] La cabeza y la cola se separan
en este punto durante la fertilizacion, una de las caracteristicas de la cola es el filamento
axial, que es un pequefio haz de delgadas fibrillas cuyas con contracciones provocan el

latigueo de la cola, lo cual impulsa hacia delante al espermatozoide (18).

Grafico N23: Esquema de la morfologia normal de un espermatozoide.
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Fuente: El espermatozoide: una célula muy particular (27).

6.3.4.2. Morfologia anormal

El semen de alpacas presenta un 41,23 % de formas anormales de espermatozoides,
siendo las mas frecuentes: cabezas solas, colas torcidas, micro cabezas, pieza intermedia
engrosada, colas rotas, cabezas alargadas y macro cabezas [...] alto porcentaje de
anormalidades por alteraciones secundarias, podrian deberse a la forma de coleccion del
semen (18). Los espermatozoides anormales se pueden clasificar como cabeza anormal,
gota citoplasmatica y cola anormal. En las colas anormales se incluye las alargadas, rotas
dobladas, filiformes, truncadas y piezas intermedias dobles ademas de enroscadas y
dobles colas (28). Vella clasifica las anormalidades de los espermatozoides en dos grupos:

e Anormalidades primarias: que provienen de disturbios testiculares.
e Anormalidades secundarias: que provienen de problemas de los conductos,
especialmente del epididimo o a la mala manipulacién del semen en frotis o

exposicion al frio. Membrana plasmatica del espermatozoide.
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Grafico N24: Anormalidades morfoldgicas del espermatozoide que se

pueden presentar en cabeza
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Fuente: Evaluacion de la teratozoospermia en hombres jévenes en relacién con el proceso de fertilidad y

las aberraciones cromosdémicas (29).

Grafico N25: Anormalidades morfoldgicas en el espermatozoide que se
puede presentar en flagelo
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Fuente: Evaluacion de la teratozoospermia en hombres jovenes en relacién con el proceso de fertilidad y

las aberraciones cromosomicas (29).

Grafico N26: Anormalidades morfoldgicas en el espermatozoide que se

pueden presentar en pieza media
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Fuente: Evaluacidn de la teratozoospermia en hombres jovenes en relacion con el proceso de fertilidad y

las aberraciones cromosémicas (29).
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6.3.5. Evaluacion del semen

6.3.5.1. Caracteristicas Macroscopicas

Los eyaculados de los camélidos estan caracterizados por un reducido volumen y baja
concentracion de espermatozoides comparando con otros animales de produccién, los
parametros son altamente variables entre machos y entre eyaculados colectados del

mismo macho. Las variables macroscopicas se indican a continuacion (30).

Color: El color del semen de las alpacas ha sido descrito como blanco lechoso a blanco
cristalino. Aunque el color del semen de alpacas y llamas podria depender de la
concentracion espermatica y la proporcion de la secrecion de las glandulas sexuales
accesorias (28).

Viscosidad: El semen en alpacas es de gran viscosidad, la que dificulta su manejo durante
los procedimientos en el laboratorio, dificulta determinar pardmetros como concentracion
espermatica y motilidad y su mezcla con dilutores. El grado de viscosidad varia entre

machos y disminuye con el incremento de nimero de eyaculados en cualquier dia (31).

Volumen: El promedio de cada eyaculado en alpacas varia entre 1 a 2 ml y el rango varia
desde menos de 1 ml hasta 7 ml, aproximadamente. Por lo general, el volumen es menor

cuando se colecta por electroeyaculacién que usando la vagina artificial (28).

pH: Los valores de pH segln varios autores se acercan mucho a la neutralidad, con cierta

tendencia a alcalinidad ligera. Los valores de pH promedio varian de 7,2 a 7,5 (32).

6.3.5.2. Caracteristicas microscopicas
Método més preciso para evaluar el semen, permite analizar con gran precision la calidad

del eyaculado o la fertilidad del semental; consta de las siguientes pruebas (33):

Concentracion espermatica: La concentracion espermatica varia de 30 000 hasta 150
millones de espermatozoides por ml, aproximadamente en alpacas. Las grandes
variaciones son atribuidas a los diferentes animales, tipos de coleccion de semen y

nameros de eyaculados (34).

Motilidad espermatica: Es una de las pruebas mas utilizadas en la valoracion de la
calidad del semen, se realiza mediante la estimacién visual microscopica para valorar el
movimiento masivo de los espermatozoides o el caracter y tipo de movimiento individual,

con la finalidad de establecer el porcentaje de espermatozoides vivos (31).
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Examen morfologico de los espermatozoides: Se realiza para determinar el porcentaje
de anormalidades espermaéticas y si éstas no pasan del 5 al 10%, pueden considerarse
como desperdicio fisiologico, pero cuando pasan del 15 al 30% aumenta la subfertilidad

en correlacion con el porcentaje de las anormalidades primarias(35) .

En el semen de las alpacas, las proporciones de espermatozoides vivos Yy
morfolégicamente normales varian desde 58 — 83% y 71 — 84%, es asi que, en los
espermatozoides de alpacas se pueden encontrar anormalidades como colas con
curvaturas y colas dobles (9 — 15%), cabezas libres y cabezas dobles (3 -13%) y la
presencia de gota citoplasmatica (1 — 7%) (32). Algunos autores mencionan que en un
11.65% de espermatozoides tienen formas anormales, siendo las mas frecuentes en orden
decreciente, las siguientes: cabezas solas, colas torcidas, colas enrolladas, colas
quebradas, cabezas alargadas y microcabezas pero recalcando que esto también

dependeré del método por el cual hayan sido obtenidas (35).

6.4. Pubertad

La pubertad en los camélidos sudamericanos ha sido definida como el momento cuando,
por primera vez, el macho es capaz de servir a una hembra y producir una prefiez. Sin
embargo, la edad de la pubertad no ha sido claramente definida (8). Cabe recalcar que
“en alpacas y llamas este criterio puede resultar dificil de aplicar puesto que no exhiben
periodos de celo como en otras especies pecuarias y su comportamiento también es
diferente. Una hembra pequefia y sumisa puede permitir que un macho agresivo la monte,

aun sin haber alcanzado la pubertad” (6).

6.4.1.Signos observables de la pubertad
La pubertad se alcanza a una edad o peso corporal determinado; otra forma de medir la
pubertad es observando la liberacion pene-prepucial que a su vez nos indica la produccion

de la hormona testosterona por el testiculo (36).

Resulta de importancia conocer el momento de iniciacion de la pubertad. Esto se puede
dividir en dos fases: la primera cuando se inicia el cortejo y puede ser seguido de intentos
de cdpula con hembras en celo, pero sin intromisién y la segunda es ya cuando el macho

esta en condiciones de realizar una copula completa (4).

En la alpaca la pubertad comienza alrededor de los 10 a 12 meses, siendo habitual a los
dos afios en adelante, el crecimiento testicular se desacelera alcanzando un méaximo a los

tres afios de edad, sin embargo, se pueden encontrar machos fértiles desde seis meses de
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edad cuando estos presentan tamafio testicular de 4 a 5 cm de largo y de 2.5 a 3 cm de
ancho (37). Asi mismo, Vilca, 2019 menciona que “el tamafo testicular podria ser usado

como un indicador de produccion espermatica y, por lo tanto, de la fertilidad” (38).

Sin embargo, en la totalidad de los machos camélidos existe la presencia de adherencias
pene-prepuciales (fendmeno normal en el macho inmaduro) que impiden una copula efi-
ciente. Bonacic, 1991 recalca que “apenas el 8% de los machos alpaca de un afio de edad
se han liberado de estas adherencias, a los dos afios el porcentaje alcanza al 70%, llegando
al 100% a los 3 afios. Al alcanzar el macho un 70% del peso adulto se produciria un
incremento en los niveles de testosterona y se liberarian las adherencias pene prepuciales”
(39).

Gréafico N27: Diagrama de la adhesion prepucial en los camélidos sudamericanos,
a) adhesion prepucial, b) prepucio y ¢) pene.
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Fuente: Principios de reproduccion de los pequefios camélidos sudamericanos (2).

6.4.2. Factores que influyen en la aparicion de la pubertad

Los camélidos sudamericanos en zonas donde tradicionalmente se crian son considerados
estacionales en su actividad reproductiva. En su habitad natural, los nacimientos se
producen en la época de mayor lluvia, en forma agrupada, cuando el forraje es mas
abundante. Sin embargo si el estado corporal de las hembras es el adecuado y los machos
son separados de las tropas, la actividad ovarica se presenta durante todo el afio (13).

Cuando se mantienen separados y se juntan ocasionalmente, el apetito sexual despierta
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con mayor fuerza, apareando y reproduciéndose eficientemente. Este manejo es habitual

en Estados Unidos dando como consecuencia una mayor tasa de natalidad (40).

En animales ubicados en regiones templadas, se ha observado que existe una influencia
de las condiciones climaticas sobre la calidad espermatica. Asi, la concentracion
espermatica es menor en verano que en invierno, lo cual podria estar relacionado con una

alteracion en la espermatogenesis producto de las altas temperaturas ambientales (8).

6.4.3. Caracteristicas de la conducta sexual del macho

Durante la copula se debe observar la conducta sexual de macho y hembra; los
cambios en el comportamiento sexual son mas evidentes en el macho que en la
hembra, el macho que copula generalmente no abandona la posicion de copula por méas
que alguien se acerque a verificar la accion, lo cual indica que el reflejo copulatorio no se
interrumpe facilmente una vez iniciado (4). Una vez que el macho termina la copula,
las hembras serdn marcadas con pintura a nivel de la cruz y el macho a nivel de la

nariz para evitar una nueva monta el mismo dia (4,41).

Segun Sumar, 1986 “Los estudios y observaciones de campo revelan un comportamiento
sexual muy tipico y especial. Cuando se unen machos y hembras, los machos comienzan
el cortejo corriendo detras de la primera hembra que encuentran, si la hembra esta en celo,
permitird que el macho la monte y luego tomara la posicion de sentada. La cdpula puede
durar de 5 a 50 min (42)”

Algunas veces, hembras receptivas se acercan a una pareja que esta copulando y se
sientan junto a ellas. Asi, también, es comun ver a algunas hembras receptivas montar
a hembras del rebafio; si la hembra del rebafio no esta receptiva, escapara del macho,
escupiéndole. Durante la fase corta de persecucion y durante la monta, los machos

emiten sonidos fuertes de tipo nasal (ronquidos), hinchando los carrillos (43).

6.4.3.1. Competenciay agresividad

Cuando forman tropas de machos no muestran demasiada agresividad ni signos de
organizacion social, cuando a estos se le incluyen en grupos de hembras se establece una
competencia que suele llevar generalmente, dependiendo de la agresividad de cada uno,
a una territorialidad. Segun Frank 2017 “La territorialidad es un caracter heredado de sus
antepasados silvestres (Guanaco), la edad, siendo los machos mas viejos mas agresivos
hacia los jovenes. Esta agresividad puede llegar a una violencia franca manifestada con

lesiones considerables en orejas, garrones, testiculos, etc.”(4).
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6.5. Descripcion de la monta o copula

Segun Rodriguez, 2019 “La copula en los camélidos tiene dos fases, la fase de cortejo y
la copula propia” (44). La fase de cortejo es relativamente corta, el macho persigue a la
hembra y trata de montarla. Con una hembra receptiva esta fase dura solo unos pocos
minutos 0 menos; mientras que en la copula propia la hembra permite que el macho el
monte parado, y luego adopta la posicion echada sobre su vientre. En esta posicién se
efectda la copula, que dura entre 10 y 50 minutos dependiendo de la presencia o la
ausencia de otros animales; Algunas hembras después de un cierto tiempo en posicion

esternal se recuestan sobre uno de sus lados durante la etapa final del servicio (6).

Mientras que, para Frank, 2017 “La monta o cépula en los Camélidos presenta
caracteristicas particulares y consiste en varias fases” (4):

e Fase 1: Galanteo: consiste en la deteccion del celo por parte del Alpaco y el
proceso puede ir desde la persecucion de la hembra, hasta que ésta se eche o
simplemente la hembra se echa ante el acercamiento del macho y éste la monta
directamente.

e [Fase 2: Acercamiento o ""punteo™: el macho se acuesta sobre la hembra y vagina
reiteradamente el pene y con la cresta cartilaginosa del glande busca la entrada a
la vagina, se acerca y acomoda de acuerdo a las distancias y al tamafio de la
hembra. Esta fase finaliza cuando la hembra levanta la cola y el macho inicia la
intromision del pene.

o Fase 3: Intromisién o monta propiamente dicha: inmediatamente de realizada
ésta se inicia la eyaculacion que es lenta y con bajo volumen de semen eyaculado.
El momento de la intromision y eyaculacién se verifica externamente por la
curvatura del dorso y de la grupa del macho y por el inicio de movimientos

pélvicos, ritmicos y acompasados.
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Gréafico N28: Posicion esternal normal al momento del servicio

Fuente: Evaluacion clinica de la funcién reproductiva de los camélidos del nuevo mundo (44)

Gréafico N29: Posicion esternal sobre uno de sus lados en la etapa final del

servicio.

Fuente: Evaluacion clinica de la funcion reproductiva de los camélidos del nuevo mundo (44)
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6.5.1. Factores de influencia durante la cupula

Al iniciarse la estacion de monta, y cuando se unen machos y hembras por primera vez,
se observa una gran actividad sexual en el rebafio, llegando los machos a copular hasta
18 veces al dia; posteriormente su actividad sexual disminuye. Esto parece deberse a los
siguientes factores (42):

1. Establecimiento de un status social con la formacién de una jerarquia donde
existen machos dominantes y machos dominados.

2. Cansancio fisico o agotamiento sexual. Sucede entonces que, ya sea por el
establecimiento de una jerarquia o el cansancio fisico, 0 una combinacion de
ambos.

3. Copulas infrecuentes en el rebafio después de unos dias de iniciado el empadre, a
pesar de haber hembras en celo, y como consecuencia la fertilidad es baja.

4. No hay cambios de los machos, por lo tanto, no se renovara la actividad sexual en
el rebafio, sin cubrir aquellas que muestran celo bajando notablemente la fertilidad
del rebafio.

6.5.2. La eyaculacion

La eyaculacion del semen es un proceso continuo, sin fracciones y con una calidad de
semen uniforme desde el inicio al final de la cdpula; ademas, es importante anotar que,
debido a la alta viscosidad del plasma seminal, el movimiento de los espermatozoides es
muy lento, si lo comparamos con el de otras especies domésticas. Por ultimo, se ha
encontrado experimentalmente, que la deposicion del semen es intrauterina y que el

plasma seminal tiene un efecto inductor de la ovulacion en la hembra (36,42).

No hay aspectos identificados de comportamiento que indiquen el momento en que se
efectlia la eyaculacion. Una vez finalizada la copula el macho se pone de pie. Puede
emprender actividad sexual inmediatamente con otra hembra cercana o con la misma que
recién copuld, durante la eyaculacion el esperma pasa del epididimo al conducto

deferente. De alli pasara a la uretra y finalmente al exterior (6).

6.6. Meétodos de coleccion del semen

Se ha utilizado un gran nimero de métodos para la colecta de semen en camelidos, con
resultados variables. El semen de la alpaca es altamente viscoso, siendo muy dificil
separar los espermatozoides del plasma seminal por centrifugacion, asi como estimar la
concentracion espermatica por medios convencionales, frotis y coloraciones [...] La

coleccidn de semen en alpacas es complicada por el tiempo que dura la copula y también
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por la posicion que adoptan para copular; ademas son de temperamento nervioso, lo que

dificulta su manejo (42).

Durante varias décadas se ha investigado técnicas dptimas para la extraccion de semen en
alpacas, técnicas que permitan un adecuado manejo de los espermatozoides sin que estos
pierdan su capacidad fecundante. A continuacion, un resumen de varios métodos de

coleccion de semen en alpacas (45).

6.6.1. Fundas vaginales

Se utiliza una funda de jebe colocada intravaginalmente antes de la copula; después de la
monta se retira la funda que sirve de recipiente de semen; algunos inconvenientes, son la
interferencia con la copula normal y alargaba el tiempo de monta, mas alla de los valores
normales; con frecuencia provocaban lesiones que inhabilitaban a la hembra para su uso

posterior (35).

6.6.2. Esponjas vaginales

Se utiliza esponjas introducidas en la parte anterior de la vagina que absorbe el semen 'y
otros fluidos vaginales, este método es la obtencion de semen muy contaminado y
mezclado con los fluidos del tracto genital femenino, diluyendo y contaminando el semen
con bacterias, dificultando asi su evaluacion, por lo que no se recomienda su uso para
fines de inseminacién artificial (28).

6.6.3. Electroeyaculacion

Es la manipulacion un aparato con electrodos introducido por el recto hasta la préstata,
que desatara estimulaciones eléctricas progresivas por algunos minutos. Es necesario que
el animal se encuentre anestesiado, usando generalmente xilaxina y ketamina como

anestésicos (34).

6.6.4. Fistula uretral

Se realiza una fistula quirurgica en la uretra peniana entre el ano y el escroto; el semen es
colectado durante la copula natural, utilizando anestesia epidural y anestesia local para
colocar un catéter plastico en la uretra desde el pene hasta la vejiga, el cual nos permite
guiar la cirugia y ayuda a identificar la uretra; la incision se realiza en la piel, el masculo
bulbocavernoso aislado y se separa la uretra del cuerpo cavernoso; este método no

interfiere en la copula y las secuelas post operatorias parecen no afectar al animal (45).
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6.6.5. Aspiracion vaginal postcoital

Técnica en el que las muestras de semen son extraidas del fondo de la vagina por
aspiracion después del coito. Se puede utilizar este semen para realizar la evaluacién de
espermatozoides como motilidad, vitalidad, morfologia; la técnica es introducir un
especulo por la vulva previamente desinfectada y con la ayuda de una fuente de luz se
ubica el cérvix, inmediatamente se aspira con una pipeta adosada a una jeringa (32).
6.6.6. Vagina artificial

La utilizacion de VA en colaboracion con una hembra receptiva es la técnica 6ptima para
obtener semen de buena calidad, usado con fines de 1A, teniendo en cuenta de usar una
fuente de calor continuo (35).

6.6.7. Desviacion de los Conductos Deferentes

Los espermatozoides se colectan directamente de su reservorio (la cola del epididimo),
desviando quirdrgicamente 8 los conductos deferentes hacia la cara interna del muslo,
formando un punto de coleccidén permanente en la piel, desde donde se puedan colectar
continuamente sin la necesidad de tener hembra receptiva (46)

6.6.8. Bulbouretrectomia

Sirve para posibilitar la coleccidon de semen de llamas con escaso nivel de viscosidad, se
realiza una incision en la piel perianal hasta visualizar la uretra pélvica y las glandulas
bulbouretrales, las cuales son extirpadas, esta técnica dura en promedio 3 horas con una
recuperacion completa del animal en 17 dias, las caracteristicas del semen obtenido se
asemejan e incluso son superiores a las caracteristicas del semen entero obtenido por
vagina artificial, pero se indica una gran dificultad en la técnica quirtrgica por la
ubicacion del érgano (45).

6.7. Factores relacionados con la coleccion y calidad de semen

6.7.1. Frecuencia de coleccion

En época reproductiva podria ser una causa de baja fertilidad por agotamiento de las
reservas espermaticas en los machos. Pacheco, 2008 realiz6 un estudio para evaluar el
efecto de la repeticion de coleccion de semen usando el método de la vagina artificial,
realizando hasta tres colecciones diarias por un periodo de 12 dias seguidos, los resultados
obtenidos indican que las caracteristicas mas afectadas por la frecuencia de coleccién
fueron la concentraciéon de espermatozoides, la cual desciende significativamente en la
tercera coleccion, asi mismo el porcentaje de anormalidades en la cola se incrementa pero

la motilidad, porcentaje de vitalidad y el porcentaje de espermatozoides normales no fue
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afectada, se vio la diferencia significativa en todas las caracteristicas al hacer las
comparaciones entre individuos; pero a partir del dia 10 de coleccion, casi todos los
machos tuvieron un descenso en todas las caracteristicas seminales e incluso algunos solo

eyacularon plasma seminal, especialmente en la tercera coleccion diaria (45).

6.7.2.Duracién de la copula

Hilasaca et al.,2021 “la duracion de la copula es muy variable entre machos, resultando
en un promedio de 8 + 5,4 min a diferencia del promedio de 17,5 + 12,1 min en un
empadre controlado” (47) aunque la duracién de la cupula no produce cambios
considerables de volumen del eyaculado, pero si en la concentracion y el porcentaje de
espermatozoides. Las caracteristicas del semen se relacionan con la duracion de la
copula, esto ha sido descrito desde dos puntos de vista: Primero el cambio del tubo
colector cada 5 minutos y segundo: La interrupcién de la copula a5, 10, 15y 20 minutos,
en general no existen cambios considerables de volumen del eyaculado pero si existen
cambios substanciales en la concentracion y el porcentaje de espermatozoides vivos, por
lo que no se recomienda interrumpir la cdpula ya que la Gltima fraccion del eyaculado

parece ser la que lleva la mayor concentracion de espermatozoides vivos (30).

6.7.3.Epoca y edad

Como la estacion del afio, edad de los animales, raza, nivel nutricional, pueden también
alterar las caracteristicas seminales, teniéndose buenas caracteristicas seminales durante
el verano y la anormalidad se incrementa durante el invierno; mientras que la edad tiene
un efecto muy sutil en la produccién espermatica, ya que las caracteristicas mejoran
ligeramente de acuerdo aumenta la edad, pero dicha diferencia no es significativa factores

ambientales y fisioldgicos (48).

6.7.4.Luz
Las intensidades luminicas encontradas normalmente en el laboratorio pueden deprimir
la tasa metabdlica, la motilidad y fertilidad de los espermatozoides. los efectos adversos

solo se notan si el semen esta en contacto con oxigeno (18).

6.7.5. Presion osmdtica

La membrana de los espermatozoides es semipermeable, por lo cual las soluciones hipo
e hipertdnicas alteran la transferencia de agua a través de la membrana, lesionando la
integridad de la célula, es muy importante utilizar solo soluciones isotonicas ya que los

espermatozoides permanecen moviles por mas tiempo (18).
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6.7.6. Temperatura

Cuando la temperatura se eleva a méas de 50°C los espermatozoides sufren una pérdida
irreversible de su motilidad. Si se mantiene a la temperatura corporal, solo vivieran por
unas pocas horas, debido al agotamiento de los substratos de energéticos, a una caida del
pH (49).

6.8. Meétodos de conservacion del semen

La IA con semen fresco, refrigerado y congelado son tecnologias reproductivas
importantes en la reproduccion de animales domésticos, han contribuido sustancialmente
en el mejoramiento genético de diversas especies domésticas y disponer de progenie de
alta calidad genética (16).

6.8.1.Crioconservacion

La crioconservacion permite el mantenimiento de la viabilidad y funcionalidad celular a
temperaturas bajas, por lo que es posible detener el proceso que sufre el espermatozoide
desde la eyaculacion hasta la fecundacion y conservarlo en el tiempo potencialmente
fértil. El fin de los protocolos de criopreservacion es el de obtener mejores resultados en
relacion con la supervivencia espermaética y fertilidad del semen al descongelamiento (50)

6.8.1.1. Diluyentes de semen

Un diluyente debe aportar los nutrientes necesarios para el mantenimiento metabdlico de
la célula espermatica (glucosa), la proteccion frente al shock térmico por frio (albumina
sérica de ternero), controlar el pH del medio (bicarbonato, tris, hepes), la presion osmotica
(sales NaCl, KCI) y la inhibicion del desarrollo microbiano mediante la adicién de
antibidticos (46).

Los diluyentes de uso comun son los que se preparan para el dia como: Tris-yema de
huevo, leche descremada, suero albumina bovina; asi como también diluyentes
comerciales que ya vienen preparados como: Steridyl, Andromed, Biladyl, Triladyl.
Todos ellos cumplen la funcion de preservar, nutrir y mantener a los espermatozoides en

un medio estable (16).

Segun Raymundo et al., 2006 “A la fecha, se reporta el uso de varios diluyentes para
semen de alpacas, entre los que se encuentran la leche descremada, fosfato salino
tamponado, glucosa-citrato, yema de huevo-glucosa-citrato, tryladil y tris tamponado;
aunque parece que el mejor diluyente para semen de alpacas es el tris tamponado, existen

resultados contradictorios y muchas veces no repetibles” (51).
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6.8.1.2. Crioprotectores

Segln Avila et al., 2006 “la criopreservacion funciona como un mantenimiento de la
funcionalidad y viabilidad celular para poder mantenerse en temperaturas bajas en los
sistemas celulares, este tiene problemas y variaciones quimicas, térmicas y eléctricas las
cuales pueden alterar las diferentes membranas celulares o lo que se vaya a crioconservar”
(50). El uso de crioprotectores alternativos se ha planteado como una medida para
disminuir el estrés osmético durante el proceso de congelacion de semen reducir su

viscosidad, para facilitar su uso en tecnologias reproductivas (52).

= Crioprotectores permeables
Sustancias de bajo peso molecular que pueden pasar a través de la membrana celular,
remplazando el volumen de agua intracelular evitando los dafios producidos por la
formacion de cristales de hielo y, a su vez, manteniendo el volumen celular impidiendo
el colapso celular por excesiva deshidratacion (53). Son utilizados: el glicerol, el
dimetilsulfoxido (DMSO) y propanediol (PROH) (50).

= Crioprotectores no permeables
Son sustancias de alto peso molecular, efectivas a velocidades altas de congelacion, son
importantes por ejercer su accion crioprotectora promoviendo la rapida deshidratacién
celular y suelen usarse asociados a los agentes penetrantes (50). Dentro de estos azucares
como la rafinosa, trehalosa y sacarosa, estos favorecen la excrecién de agua fuera de la

celula, a fin de disminuir la formacion de cristales de hielo intracelular (54).

6.8.1.3. Licuefaccion del semen

El esperma es eyaculado en estado liquido, pero inmediatamente después de la
eyaculacion el semen se vuelve una masa semisolida coagulada. La licuefaccion ocurre
en 10-20 minutos a temperatura ambiente. Una muestra se considera normal si es una

muestra licuada, homogénea, sin grumos ni codgulos (55).

Segun Toro, 2009 “El semen se coagula casi inmediatamente después de su eyaculacion,
para nuevamente licuarse de 5 a 40 minutos después, por la accion del antigeno especifico
de prostata. En algunos casos, la licuefaccion no se completa hasta después de una hora

y se debe informar; sin embargo, su significado clinico es controvertido (56)”.

El plasma seminal en CSA, es altamente viscoso (parecido a la clara de huevo), lo que
dificulta la motilidad de los espermatozoides presentando tan solo una motilidad

progresiva después de la aplicacion del dilutor y licuefaccion (31).
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El aspecto viscoso del semen, no tiende a la licuefaccién como en semen humano. Su
caréacter filante dificulta la confeccion de frotis, como también la succion y vaciado de las
micropipetas en la preparacion de muestras para la determinacién de concentracién. Por

tal motivo, los recuentos deben ser valorados con mesura (57).

Durante los ltimos afios se han utilizado diferentes técnicas para mejorar las propiedades
del semen y a su vez la motilidad espermatica; Apaza et al., 2020 menciona que “algunos
investigadores aplicaron licuefaccion mecanica, agitacién, puncion, pipeteo y
centrifugacion, ultimamente, exposicion a ultrasonido con éxito para eliminar viscosidad
y mejorar la preservacion enfriada a corto plazo del semen. Otros autores
complementaron el diluyente de semen con diferentes enzimas a fin de eliminar
viscosidad, uso de catalizadores de descomposicion con perdxido de hidrogeno,

catalizadores de descomposicion de carbohidratos de cadena larga, enzimas proteoliticas”

(58).

6.8.2. Semen fresco

En varias especies de interés productivo, especialmente en el bovino, la inseminacion
artificial (1A) constituye la principal herramienta para la diseminacion de genes de alta
calidad; sin embargo, en camélidos sudamericanos (CSA) se limita a la utilizacion de
semen fresco con una tasa maxima de prefiez del 77% (1), si bien existen reportes sobre
el desarrollo de la 1A con semen fresco donde se han obtenido resultados ente 60-62% de

fertilidad en ensayos experimentales y una natalidad del 48% en crianza campesinas (16)

6.8.3. Semen refrigerado

“La refrigeracion a 4 grados Celsius esta entre las metodologias mas usadas para la
conservacion del semen, pero este método es limitado por el tiempo que el semen puede
ser almacenado, dada la reduccion en la fertilidad del semen con el transcurso de horas,

la refrigeracion es recomendable cuando se realiza inseminaciones repetidas” (59).

El proceso de refrigeracion forma parte del proceso de congelacién; sin embargo, también
puede utilizarse como método de conservacion a corto plazo para lo que necesita medios
diluyentes adecuados que deben contener componentes especificos, es decir, una solucién
tampon, sales, azlcares y sustancias que aporten una cierta proteccion de la membrana

contra el descenso de temperatura, como la yema de huevo (60).
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6.8.4.Semen congelado

En camélidos sudamericanos se han obtenido malos resultados con semen congelado-
descongelado oscilaron entre 0 y 26 %, mientras que la prefiez maxima (33 %) se obtuvo
con semen enfriado a 5 °C [...] Hasta la fecha, ningin estudio ha examinado las

alteraciones de la ultraestructura del esperma en llamas causadas por enfriamiento o

congelacion (61).

El proceso de congelamiento de semen es semejante al proceso que existe en otros
animales de granja, el proceso de enfriamiento se puede alcanzar en una hora, luego la
inclusion de glicerol parece apropiada para llamas y alpacas, aunque recientemente, una
metodologia eficiente de criopreservacion de espermatozoides epididimarios de alpaca ha
sido desarrollada utilizando glicerol a una concentracion de 3% pero a pesar de sus
beneficios, el glicerol es potencialmente citotoxico a ciertas concentraciones ya que debe
ser usado en concentraciones menos del 4% vy tiene un efecto contraceptivo en algunas
especies (62). [...] Al descongelamiento existe aproximadamente un 50% de
espermatozoides que pierden su motilidad y constituye un reto en el proceso de

descongelamiento que se viene investigando (63).

Moore et al, 2006 menciona que “La curva de congelamiento y los diferentes cambios de
temperatura utilizados durante el proceso de criopreservacion de las muestras
espermaticas, estan directamente relacionados con los dafios celulares, dado que los
espermatozoides sufren deshidratacién y la formacion de cristales de hielo intracelulares,

durante este proceso” (64).

6.9. Factores criticos en el proceso de criopreservacion

La alta viscosidad, la reducida concentracion espermatica, el escaso conocimiento sobre
dilutores apropiados y las dificultades en la coleccion de semen y en el manejo de las
muestras seminales; se constituyen en los principales factores que imposibilitan el
desarrollo de protocolos de criopreservacién que nos brinden éptimos resultados de
calidad espermatica (65) Ademas, factores ambientales y fisioldgicos, como estacion del
afio, edad de los animales, raza, nivel nutricional, pueden también alterar las

caracteristicas seminales, como se ha observado en otras especies (48).
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7. PREGUNTAS CIENTIFICAS O HIPOTESIS:

A través de uno de los métodos de coleccidn se pudo obtener una muestra viable la cual
fue analizada en el laboratorio y posteriormente mezclada con el diluyente Triladyl, para
crioconservar la muestra y luego evaluar sus caracteristicas microscopicas post
descongelacion, obteniendo una baja viabilidad a diferencia con de la muestra de semen
fresco; aceptando asi la Hipotesis Nula “A través de los métodos de extraccion de semen

y su crioconservacion no se pudo obtener una alta vialidad y conservacion”.

8. METODOLOGIA

8.1. Area de investigacion

El presente trabajo de investigacion se realizdO en las instalaciones del Centro
Experimental Académico Salache y el Laboratorio de Biotecnologia de la Reproduccion
de la carrera de Medicina Veterinaria de Universidad Técnica de Cotopaxi (UTC),
localizado en la provincia de Cotopaxi en la parroquia Eloy Alfaro a una distancia de 7.7
Km de la ciudad, geograficamente se encuentra ubicada a 16°31°28” de latitud sur y

68°20°39” de longitud oeste y una altitud de 3990 msnm (66).

8.2. Unidad Experimental

8.2.1.Registro de animales

La poblacion estuvo conformada por 3 Alpacas machos en los cuales se considero su
condicion corporal y su edad; los machos introducidos en el programa de colecta de
semen tenian una edad promedio de 3, 4 y 7 afios, para estimar la edad de los ejemplares
se evaluo su dentadura aplicando la técnica de boqueo (67); posteriormente se procedi6 a
examinar sus 6rganos reproductores tomando en cuenta el tamafio, forma, consistencia y
elasticidad de testiculos y epididimo, asi como las condiciones del prepucio y el pene
(41).

Tabla N2 2: Determinacion de las edades de los machos mediante técnica de boqueo.

No animales Identificacion Edad
0814 (Pablo) 7 afios
1
2 4503 (Fonsi) 4 afos
3 SN (Camilo) 3 afios

Fuente: Directa
Elaborado por: Jorge Molina, Alejandro Segovia, 2023.



8.3. Materiales

Equipos de campo
Alpaca receptiva
Maniqui de grupa
Maniqui completo
Feromonas (Orina de alpaca receptiva)
Cono de latex
Camisa de latex
Ligas

Frazada eléctrica
Tetera eléctrica
Aguaa40°C
Extension de luz

Materiales de oficina

Resma de papel

Anillados

Empastados 30

Copias

Lapiz, marcadores, esferograficos
Memory flash

Libreta

Materiales Experimentales
Contenido eyaculado

Tubos con muestras seminales
Tubos de falcon de 15 ml
Guantes

Microscopio simple

Cémara de Neubauer

Gotero

Overol
Botas

Guantes de manejo

Tubos de falcon de 15 ml

Gasas 0 algoddn
Papel aluminio
Termometro
Cooler

Sogas

Jeringas de 20, 5 ml

Micro pipeta 10 u
Puntas de pipetas
Portaobjetos
Cubreobjetos

Vasos de precipitacion
Jeringas de 3, 5ml

Colorantes (nigrosina)
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Termdmetro Agua destilada
Placa de calentamiento en temperatura Bafio Maria

de 37° C Tanque criogénico
Agua destilada Nitrogeno

Papel secante Pajillas

Diluyente Triladyl Selladora eléctrica

8.4. Manejo del Ensayo
8.4.1.Evaluacion del estado de la salud animal y la valoracion del sistema
reproductor de los machos.

Se realizo la evaluacion de cada uno de los alpacas machos, mediante palpacion del
testiculos, prepucio y pene para la observacién y verificar el estado del aparato
reproductor, se observo el tamafio testicular y longitudinal del prepucio y cumplieron con
los parametros requeridos para poder continuar con el estudio (1). De la misma forma en
este proceso, el macho juega un papel importante en el proceso reproductivo y
mejoramiento genético, porque de su correcta seleccion y buen manejo dependera el éxito

de la explotacién (68).

8.4.2.Entrenamiento de la alpaca macho para la monta

Se entren0 a los animales de dos a tres veces por semana, estuvieron aislandolos por tres
semanas Yy a la semana posterior al aislamiento se tuvo un contacto visual con hembras
que presentaron interés por cada uno de los sementales, también se empled un maniqui
de grupa y un maniqui completo. El adiestramiento y extraccion tuvo una duracion de dos
meses donde se evidencio interés de la alpaca macho (0814) desde la primera semana, del
cual se obtuvo un buen eyaculado y se pudo valorar las caracteristicas macroscopicas y

microscopicas de la muestra seminal.



Tabla N@ 3. Planificacion del entrenamiento de alpacas machos.
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Protocolo maniqui completo

Dia

Actividad

25-26 de abril de 2023

Aislamiento de alpacas machos y construccion de
corrales.

05 de mayo de 2023 Entrenamientos de las alpacas en las instalaciones del
CEASA.
23 de mayo de 2023 Inicio de protocolo con maniqui completo, se colocd

feromonas (orina) para que se impregne el olor por 48
horas.

26-28-30 de mayo de 2023
Lunes-miércoles-viernes

Reconocimiento del macho hacia el maniqui, y
coleccidn de muestra espermatica, durante dos horas en
la mafiana y 2 horas en la tarde, tres veces a la semana.

rotocolo maniqui de grupa

Dia

Actividad

06 de junio de 2023

Con la ayuda de una hembra receptiva mas grupa y
vagina artificial iniciamos el segundo protocolo,
entrenando a la hembra para que su manejo sea lo menos
estresante.

9-12-14 de junio de 2023
16-19-21 de junio de 2023
23-26-28 de junio de 2023

Se realizo entrenamientos tres veces por semana durante
la mafiana y tarde por dos horas.

Protocolo de desviamiento de pene con vagina artificial y hembra receptiva

Dia

Actividad

30 de junio de 2023

Se coloco a la hembra en posicién esternal y al macho
en posicion de copula, se verifico que el pene se
encuentre dentro de la vagina artificial.

03 de julio de 2023

Preparacion de diluyente “Triladyl CSS One Step”

05 de julio de 2023

Extraccidon de muestra en la mafiana con vagina artificial
a una temperatura de 40°C regulada con frazada.

Anélisis macroscopico y microscopico de la esperma
obtenida.

En la tarde se procedié a crioconservar la muestra
durante 2 horas.

06 de junio de 2023

Se descongelo las muestras y se observo al microscopio
para su valoracién y analisis.
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8.4.3. Identificacion del método de extracciéon del semen

Los animales que fueron seleccionados se mantuvieron en un corral dividido en dos

secciones. En una seccion se tenia a los machos y en la otra a la hembra receptiva, se

procedio a entrenar con un maniqui completo, maniqui de grupa y una hembra receptiva,

donde el semen fue colectado con el maniqui de grupa y el uso de la vagina artificial, esta

consta de un tubo de caucho de 21 cm de largo por 4 cm de diametro, al que internamente

se le adapté una camisa de latex. La VA se cubrié con una frazadilla eléctrica para

mantener una temperatura de 40° C durante la colecta.

8.4.3.1. Protocolo con maniqui completo

Este método es el menos trabajoso para extraer esperma seminal de los machos;
para ellos se present6 el maniqui artesanal a los machos para observar sus primeras
reacciones.

Tomamos muestras de orina de las hembras en vasos para muestras y se coloco
sobre la grupa 6 horas antes para que su olor se pueda impregnar y de esta manera
incentivar més la libido del animal.

Se paseo al animal alrededor del maniqui para que este se familiarice y se vaya
adaptando al mismo.

Cada mafiana se lo entrenaba alrededor de 2 horas, lo llevdbamos por sitios
aislados para que se sientan en confianza con sus entrenadores, dependiendo de
su aceptacion.

La vagina artificial se encontraba regulada a una temperatura de 40° C con la
ayuda de una frazada, esta temperatura es constante en cada uno de los tres
métodos de extraccidn del proyecto de tesis.

Se lo entreno durante dos semanas con maniqui sin tener éxito debido a que el
animal nunca logro aceptar al maniqui artesanal eyaculando fuera de la vagina

artificial.



30

8.4.3.2. Protocolo con maniqui de grupa

Este método de coleccion se realizé con grupa y la ayuda de una hembra receptiva,
se continuo con el entrenamiento de la alpaca macho junto con la hembra con el
fin de que se familiaricen.

El entrenamiento se realiz6 en la mafiana durante 2 horas y en la tarde 2 horas
durante 3 dias a la semana.

Una vez culminado el entrenamiento ayudandonos de cuerdas para sujecion se
derrib6 a la hembra colocandola en posicion esternal y sobre ella se ubicé la grupa
ensamblada con la vagina artificial, es importante incentivar a la hembra con
comida para que esta no se estrese.

Al macho se le dio varias vueltas alrededor de la hembra para elevar su livido.
Durante la monta el macho no lograba acomodarse a la grupa ya sea por el tamafio
del animal o la posicién de la grupa constantemente eyaculaba en los contornos
de la vagina.

Por varias semanas se intentd que el macho se acople a este método, sin embargo,
los resultados no fueron los esperados. Similares eventos ocurrieron con el método

del maniqui, sin lograr un acople adecuado a la grupa.

8.4.3.3. Protocolo con hembra receptiva con desviacion de pene

Para este método se requirié nuevamente una hembra receptiva que se la coloco
en posicion esternal, esta vez sin grupa.

A continuacion, se presentd al macho para que se familiarice con la hembra,
siendo su aceptacion de inmediato.

El operador procedio a desviar el pene a la vagina artificial durante 20 minutos
aproximadamente, obteniendo asi su primera muestra.

El entrenamiento se realiz6 en la mafiana entre 2 horas durante 2 dias a la semana.
Este método tuvo éxito en la toma de muestra, sin embargo, el grado de dificultad
fue mayor respecto a los otros métodos aplicados, por cuanto el operador debid

mantener el prepucio dentro de la vagina artificial durante la colecta.

8.4.4.Extracciéon de semen

Una vez adaptado y familiarizado el macho con los maniquis y el personal que estuvo

permanentemente operando al animal; se procedio a la extraccidn de semen por el método

de desviamiento de pene utilizando una hembra receptiva y vagina artificial.
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8.4.5. Eleccion del diluyente

El estudio se realizd con el diluyente “Triladyl CSS One Step”, este es un concentrado
para la preparacion de un diluyente listo para el uso de un solo paso, que esta basado en
TRIS (Hidroxi-metil aminometano, un amortiguador sintético) (69), ademas el crio
protector de este diluyente es el glicerol que es una sustancia de bajo peso molecular
(92.09 de peso molecular ) y permeables a través de la membrana, que protegen a la célula
de las lesiones producidas por las congelaciones a velocidad lenta, evitando la formacién
de cristales durante el congelamiento evitando la ruptura del espermatozoide (70). Dentro

de este grupo el glicerol es el mas usado en la crio conservacion espermatica.

8.4.6.Preparacion del diluyente
Se adiciono tres partes de agua destilada (60%), una parte de yema de huevo a bafio maria
(20%) y una parte del concentrado comercial Triladyl (20%), seguidamente se centrifugd

a 500 revoluciones por 2 min.

8.4.7.Dilucion de semen
En tubos falcon se midio el eyaculado — semen del ejemplar (0814), se mantuvo
temperado en bafio maria a 37°C. La dilucion se realizo en una relacion 1:1 de semen y

de diluyente.

8.4.8.Congelacion de semen con diluyente
Una vez mezclado el diluyente y el semen se enfrio a 5°C con una velocidad de
0.4°C/minuto, y se mantuvo a esa temperatura por 2 horas, donde los espermatozoides

estuvieron en contacto con el glicerol.

Las pajuelas se colocaron horizontalmente en una gradilla a una distancia de 4 cm por

encima de la superficie del nitrégeno liquido dentro de una caja de poliestireno o couler.

Las pajuelas se pusieron a vapores de nitrégeno liquido entre -100°C durante 20 minutos
y posteriormente se depositaron directamente en nitrégeno liquido -196°C vy

seguidamente se deposito en el tanque criogénico.

8.4.9. Post descongelacion del semen con diluyente
Una vez congelada la muestra se retir6 la pajilla del tanque criogénico y se puso en bafio

maria a una temperatura de 37 °C para su posterior uso en la evaluacion espermatica.
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8.4.10. Variables analizadas referente a la calidad macroscopica del semen fresco.

Se extrajo una muestra de eyaculado del macho N.° 0814, se la llevd al laboratorio donde

las placas se encontraban listas para evaluar las siguientes caracteristicas macroscopicas

del semen fresco:

Aspecto: es la formacion del hilo dada por la viscosidad del semen. Se midi6 con
ayuda de una micropipeta de 10 pl haciendo una extension que se toma en cuenta
desde la lamina porta objeto hasta la ruptura del hilo.

Color: se realizé observando a trasluz en un tubo Falcon graduado, considerando
los valores de transparente, semi lechoso y lechoso.

Volumen: se midi6 con el tubo Falcon graduado de 15 ml.

pH: se determin6 mediante tiras reactivas indicadoras de pH aplicando una gota

de semen.

8.4.11. Variables analizadas referente a la calidad microscopica del semen fresco.

Con la ayuda de una micropipeta de 10 uL colocamos una muestra de semen fresco en la

camara de neubauer y en un porta y cubreobjetos donde se evaluaron las siguientes

caracteristicas microscopicas del semen fresco:

Concentracion: El recuento en cdmara se lleva a cabo a traves de los siguientes pasos:

Adherir el cubreobjetos sobre la camara ejerciendo luego una firme presion contra
la cdmara. Si la adhesion es correcta se observa en los bordes del cubreobjetos un
fendmeno de difraccion de la luz denominado "anillos de Newton™.

Aspirar 5 microlitros de semen mediante micropipeta.

Secar los laterales del tip de la micropipeta con papel blanco.

Colocar la punta del tip de la micropipeta en el borde del cubreobjetos. El liquido
no debe pasar a los surcos laterales de la cAmara ni deben quedar burbujas de aire
0 zonas sin cargar.

Colocar la camara bajo observacion microscopica (40x). Si los espermatozoides
no estan distribuidos uniformemente en toda la camara, debe repetirse la
operacion de cargado.

Dejar reposar unos minutos antes de iniciar el recuento.

Se cuenta el nimero de espermatozoides en un cuadrado grande por cada
cuadrante y se repite el conteo en uno de los cuadrantes elegido al azar, contandose

en total 5 cuadrados.
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Se uso6 la formula Esp. /mm3= (AxBxCxD)/F. En la cual: Numero de espermatozoides
contados (A), tamafio del cuadradito de 400mm2 (B), dilucion realizada 0.5ml (C), altura
de la camara 0.1mm (D), se multiplica por 10 para que el resultado quede expresado en

1mma3 (E), numero de cuadraditos contados (F).

Motilidad: se coloc6 10 pl de semen en una ldmina portaobjeto atemperada y se observd
en un microscopio a 40X. Para determinar la motilidad, se consider6 a todos los
espermatozoides que presentaron algun tipo de movimiento (lineal o rotatorio). El

resultado fue expresado en porcentaje.

La evaluacion se realizé dividiendo el nimero de espermatozoides moviles contados entre
el total de espermatozoides contados en un campo, este resultado se multiplico por 100.
# de espermatozoides moviles

% de motilidad = - x 100
total espermatozoides contados

Vitalidad: se colocd 10 pl de semen en una ldmina portaobjetos seguido de 10 pl de
eosina-nigrosina. Se homogenizo y se hizo un frotis. Se cuentan los espermatozoides a
40X. Se consideraron como muertos a los espermatozoides coloreados y como vivos a

los no coloreados. El resultado fue expresado en porcentaje.

Se considera que un semen es de buena calidad cuando se observa un 90 — 95% de

espermatozoides vivos en semen fresco.

#espermatozoides tefiidos

%mortalidad = 100

: X
# espermatozoides totales contados
n= Ndmero de espermatozoides sin tefiir N= Numero de espermatozoides contados.

8.4.12. Medicion y valoracion de las variables microscépica de semen con el
diluyente Triladyl

Colocamos la muestra y el diluyente Triladyl en relacion 1:1, con la ayuda de una

micropipeta de 10 uL ponemos la muestra en la cama de neubauer y en un porta y cubre

objetos y valoramos con lentes de 10X y 40X, para la valoracion de datos.

8.4.13. Analisis de Morfo-anomalias en el semen de camélidos.
Las anormalidades de los espermatozoides se pueden observar mediante el microscopio,

al contar 100 espermatozoides y separando las anormalidades en primarias y secundarias,
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la suma entre anormalidades primarias y secundarias no debera ser mayor de 20% para

obtener un semen apto para usar.

En el semen de las alpacas, las proporciones de espermatozoides vivos Yy
morfolégicamente normales varian desde 58 — 83% y 71 — 84%, respectivamente, se
pueden encontrar anormalidades como: colas con curvaturas y colas dobles (9 — 15%),
cabezas libres y cabezas dobles (3 — 13%) y la presencia de gota citoplasmatica (1 — 7%)

los efectos de muchas anormalidades en la fertilidad no han sido determinados (71).

9. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

9.1. Comparacion de los tres métodos de coleccion de semen.

Se compar0 tres métodos de coleccion de semen de alpaca, el primero fue el método con
maniqui completo méas vagina artificial y uso de feromonas (orina), el segundo fue el
método por grupa mas vagina artificial con la ayuda de una hembra receptiva y por ultimo
fue el método de desviacion de pene y hembra receptiva. Para la evaluacion del libido y
la aceptacidn de los métodos de colecta la siguiente escala (tabla 4).

Tabla Ne 4: Escala de evaluacion del libido y aceptacion de los métodos de colecta

Escala numeérica Escala arbitraria
3 Alto
2 Medio
1 Bajo
0 Nulo

Fuente: Directa
Elaborado por: Jorge Molina, Alejandro Segovia; 2023.

En la tabla N2 5 se muestra que las alpacas machos 4503 y SN mostraron una carencia
total de libido en los tres métodos provocando un rechazo total a dichas maniobras,
mientras que el ejemplar 0814 mantuvo un interés y libido alto; en el primer método no
pudo adaptarse a la forma del maniqui debido a que era cuadrado y las esquinas punzaban
su abdomen, haciendo que la muestra de semen se riegue afuera de la vagina artificial
dificultando asi su colecta. “Aproximadamente, solo un 60% de los machos responden al

entrenamiento con el maniqui, dado la naturaleza nerviosa propia de la especie” (72).
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Tabla No 5: Método con maniqui completo mas vagina artificial y uso de feromonas (orina).

ID Libido Aceptacion de N.° de N.° de Observaciones
maniqui montas por  eyaculados
hora
0814 Alto Medio 1 0 No logro
adaptarse a la
forma del
maniqui.
4503 Nulo Nulo 0 0 No mostro interés
en el maniqui.
SN (Camilo)  Nulo Nulo 0 0 No alcanza adn su

madurez sexual.

Fuente: Directa
Elaborado por: Jorge Molina, Alejandro Segovia; 2023.

Mientras que en la tabla N2 6 podemos observar que, con el método de maniqui con grupa
mas hembra receptiva, el macho 0814 presento interés, pero no pudo adaptarse a la forma
de la grupa y a los movimientos de la hembra, por lo tanto, este método lo intentamos por
varias ocasiones hasta que el macho pueda acoplarse, pero no se obtuvo resultados ya que

la muestra de semen se rego afuera de la vagina artificial y encima de la hembra receptiva.

Tabla N2 6: Método por grupa mas vagina artificial con la ayuda de una hembra receptiva

ID Libido Aceptacion del  N.° de montas N.° de Observaciones
método por hora eyaculados
0814 Alto Medio 2 2 Constantemente

eyaculaba fuera de la
vagina artificial.

4503 Nulo Nulo 0 0 No mostro interés.
SN Nulo Nulo 0 0

Fuente: Directa
Elaborado por: Jorge Molina, Alejandro Segovia; 2023.

Sin embargo, en la tabla N° 7 se indica las caracteristicas del tiempo de copula y del
eyaculado mediante el método de desviacion de pene y hembra receptiva donde el
ejemplar 0814 presento un libido alto, con un numero de montas de 2 veces por hora en

lo que duro la copula obteniendo asi en la primera muestra 1 ml y en la ultima 1.5 ml.
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Tabla N 7: Método de desviacion de pene y hembra receptiva

ID Libido  Acepta N.°de N.° de Cantidad de  Observacion

cion  montas eyaculados muestra en es
del por (ml)
meétodo  hora
0814 Alto Alto 2 3 1-1.5 mi Se extrajo la
muestra de
eyaculado
4503 Nulo Nulo 0 0 0 No mostro
interés
SN Nulo Nulo 0 0 0

Fuente: Directa
Elaborado por: Jorge Molina, Alejandro Segovia; 2023.

En la tabla N° 8 se explica los resultados de los diferentes métodos de colecta. En la cual
la alpaca macho 0814 en el método con maniqui completo obtuvo un rango de 2 (medio),
en el método por maniqui de grupa y hembra receptiva se obtuvo un promedio de 3 (alto)
al igual que el método de hembra receptiva y desviacién del pene, siendo los dos ultimos
métodos mas viables y aceptables; el uso de la hembra receptiva ayudé a incrementar la

libido de los machos mostrando asi mayores ventajas.

Tabla N 8: Aceptacion de los diferentes métodos de colecta en escala de 0-3.

ID Maniqui Maniqui de grupa Hembra receptivay
completo y hembra receptiva desviacion del pene.
0814 2 3 3
4503 0 0 0
SN 0 0 0

Fuente: Directa
Elaborado por: Jorge Molina, Alejandro Segovia; 2023.

9.2. Andlisis de las variables de la calidad del semen

Medicion y valoraciones macroscopicas de semen fresco

Como se muestra en la tabla N2 9 la medicion y valoracion de las variables macroscopicas
de semen fresco que se obtuvo la alpaca macho 0814, tuvo un volumen de 1 a 1.5 ml de
aspecto viscoso con un color semi lechoso, donde se pudo medir su PH el cual fue de 7.2.
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Tabla N2 9: Medicion y valoracion de las variables macroscdpica de semen fresco.

ID Edad Aspecto Color Volumen PH
0814 7 afios Viscoso Semi lechoso 1-1.5 7.2
4503 4 afos 0 0 0 0

SN

3 aflos 0 0 0 0

Fuente: Directa
Elaborado por: Jorge Molina, Alejandro Segovia; 2023.

Mientras que en la tabla N2 10 la medicién y valoracién de las variables microscopicas
de semen fresco se pudo observar que en la primera muestra del ejemplar 0814 se obtuvo
una concentracion de 1.9 millones de espermatozoides por ml teniendo una motilidad de
53%, una mortalidad del 14% y morfoanomalias del 26%; para la segunda muestra se
tuvo una concentracion de 1.5 millones de espermatozoides por ml, una motilidad del
49%, mortalidad 20% y morfoanomlias del 51%.

Tabla N2 10: Medicion y valoracion de las variables microscopica de semen fresco.

ID Concentraciéon  Motilidad Mortalidad Morfo
X106 anomalias
0814 1.9 53 % 14% 26 %
0814 15 49% 20% 51%

Fuente: Directa
Elaborado por: Jorge Molina, Alejandro Segovia; 2023.

En la tabla N° 11 se indica la medicién y valoracion de las variables microscopicas de
semen mas diluyente se pudo observar que el ejemplar 0814 en la primera muestra obtuvo
una concentracion de 1.4 millones de espermatozoides por ml teniendo una motilidad de
12%, una mortalidad del 25% y morfoanomalias del 40%. En la segunda muestra del
mismo ejemplar se tuvo una concentracion de 1.2 millones de espermatozoides por ml,

una motilidad del 14%, una mortalidad 24% y morfoanomalias del 43%.

Tabla Ne 11: Medicidn y valoracion de las variables microscdpica de semen con diluyente post

descongelacion.
ID Concentracion Motilidad Mortalidad Morfo
x1 06 anomalias
0814 14 12 % 25 % 40 %
0814 1.2 14 % 24 % 43%

Fuente: Directa
Elaborado por: Jorge Molina, Alejandro Segovia; 2023.
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En la tabla N2 12 se indica las anormalidades de la muestra de semen del ejemplar 0814
donde se obtuvo un 74% de espermatozoides normales, colas curvas 9%, colas dobles
7%, cabezas libres 3%, cabezas dobles 6% Yy la presencia de gota citoplasmaética 1%.

Mientras que la evaluacion de semen con diluyente post descongelado fue:
espermatozoides normales 49%, colas curvas 10%, colas dobles 15%, cabezas libres 6%,

cabezas dobles 13% y la presencia de gota citoplasmatica 7%.

En la segunda colecta de semen fresco se obtuvo lo siguiente: espermatozoides normales
60%, colas curvas 9%, colas dobles 13%, cabezas libres 3%, cabezas dobles 12% vy la
presencia de gota citoplasmatica 3%; en la segunda muestra de semen con diluyente post
descongelado se consiguid los siguientes resultados: espermatozoides normales 57%,
colas curvas 9%, colas dobles 13%, cabezas libres 3%, cabezas dobles 13% y la presencia

de gota citoplasmatica 5%.

Tabla N2 12: Morfo anomalias del semen en camélidos

ID Espermatozoides Colas Colas Cabezas Cabezas Presenciade

Normales Curvas dobles libres dobles gota

citoplasmética
Sin diluyente 0814 74% 9% 7% 3% 6% 1%
0814 49% 10% 15% 6% 13% 7%
Con diluyente 0814 60% 9% 13% 3% 12% 3%
post 0814 57% 9% 13% 3% 13% 5%

descongelacién

Fuente: Directa
Elaborado por: Jorge Molina, Alejandro Segovia; 2023.

10. DISCUSION DE RESULTADOS

Se pudo establecer las diferencias que existio entres los tres métodos de coleccion siendo
el método por desviamiento de pene y vagina artificial el mas viable al momento de la
obtencion de la muestra como lo indica. La obtencion de semen con vagina artificial y
desviamiento presenta ventajas como desventajas la primera positiva es que con este
método se logro hacer la colecta al primer intento sin la necesidad de un equipo de alto
costo y puede ser llevado a cabo por técnicos especializados, mientras que la principal
desventaja es que es necesario contar con cierta cantidad de dias dedicados al
entrenamiento de los machos (46). El entrenamiento es un factor primario al momento de
la coleccién, al igual que el aislamiento entre machos y hembras, esto nos permitid

obtener una mejor colecta al momento de los distintos métodos.
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Delgado y colaboradores presentaron tres técnicas de coleccion de semen en llamas donde
al comparar las tres técnicas se tuvo una aceptacion por parte del macho del 20 % para la
técnica del maniqui completo sin hembra receptiva, 80 % para la técnica del maniqui de
grupa y un 90 % para la técnica de la desviacion del pene al inicio de la cépula, segun el
autor la tltima técnica es la mas recomendable pues evita la contaminacion del eyaculado
(73).

Mediante la coleccion de semen con el método de hembra receptiva y desviacion de pene
se obtuvo un volumen de 1 a 1.5 ml el cual fue evaluado con y sin diluyente Triladyl para
valorar sus caracteristicas macroscopicas, microscopicas y sus anormalidades. Siendo el
semen fresco el méas 6ptimo para la inseminacion debido a que se obtuvo un porcentaje
del 60% de viabilidad en comparacion con el semen con diluyente el cual presento una
mayor mortalidad al momento de su valoracién, de igual manera su concentracion
espermatica disminuyo y aumento sus anormalidades por los cambios de temperatura al

momento de criconservar.

11. IMPACTO

La crianza de alpacas enfrenta problemas y dificultades en su productividad
principalmente en las comunidades, donde la produccion se realiza en sistemas
tradicionales, con muchas carencias que repercuten en una baja productividad y altos

niveles de morbilidad y mortalidad como consecuencia de la presencia de enfermedades.

Las alpacas son muy sensibles al frio, los cambios bruscos en la temperatura. Estas
condiciones hacen al rebafio mas vulnerable ante enfermedades y contribuye a un
aumento en la tasa de mortalidad en animales recién nacidos, por ellos es importante la
implementacién de variedades de alpacas de color que estdn mejor adaptadas a las
condiciones extremas de los ecosistemas altoandinos y tienen mayor resiliencia a la

variabilidad climatica.

La utilizacion de la biotecnologia en la reproduccion en alpacas tiene el propoésito de
desarrollar capacidades productivas y técnicas en el mejoramiento genético, permitiendo
acceder a animales que cumplan con caracteristicas necesarias para los productores y de
esta manera mejorar los problemas de los rebafios y a su vez los ingresos econémicos y

las condiciones de vida de las familias productoras de alpacas con el pais.
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12. CONCLUSIONES

Se realizo la extraccion de semen de alpaco (Vicugna pacos), con tres diferentes métodos
siendo la desviacion de pene y vagina artificial con la ayuda de una hembra receptiva el
mas optimo para su obtencion, las concentraciones de espermatozoides son muy variables
esto dependerd de la edad, estado fisiologico, alimentacion, entrenamiento y

caracteristicas propias del animal.

El semen fresco es el mas optimo para la inseminacion artificial, habiendo una tasa alta
de viabilidad, la muestra con diluyente, “Triladyl CSS One Step” presento mayor
mortalidad en comparacion con el semen fresco al momento de la valoracion y una
concentracion espermatica mayor en comparacion al semen con diluyente post

descongelacion.

13. RECOMENDACIONES

e Establecer un protocolo de entrenamiento efectivo ya que esto serd fundamental
al momento de la extraccion seminal, el animal se familiarizara con la persona a
cargo teniendo un vinculo asi mejora su manejo y estara libre de estres.

e Separar lo mas distante a los machos de las hembras ya que estos mejoraran su
libido y tendremos mayores cantidades de muestra.

e Implementar un plan de extraccién seminal ya que la temperatura es un factor
esencial para la vitalidad de los espermatozoides.

e La técnica de desviamiento de pene con la ayuda de una hembra receptiva es
efectiva pero no es la mas recomendada al momento de la extraccién por las
complicaciones que esta presenta como el tiempo de eyaculado que es superior a
20 minutos, ademas dar un incentivo a la hembra garantizando su confort y
correcta extraccion.

e Implementar los datos obtenidos a futuras investigaciones en el area de

conservacion y reproduccion ya que en el pais la informacion es casi nula.
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15. ANEXOS
ANEXOS 1. Aval de traduccion

UNIVERSIDAD L CENTRO
TECNICA DE - DE IDIOMAS
COTOPAXI s

AVAL DE TRADUCCION

En calidad de Docente del Idioma Inglés del Centro de Idiomas de la Universidad Técnica de
Cotopaxi; en forma legal CERTIFICO que:

La traduccion del resumen al idioma Inglés del proyecto de investigacion cuyo titulo versa:
“EXTRACCION Y CRIOCONSERVACION DE SEMEN DE ALPACAS EN EL CENTRO
EXPERIMENTAL ACADEMICO SALACHE DEL CANTON LATACUNGA™ presentado
por: Jorge Alcides Molina Panchi y Joel Alejandro Segovia Villacis, egresados de la Carrera de
Medicina Veterinaria, perteneciente a la Facultad de Ciencias Agropecuarias y Recursos
Naturales, lo realizaron bajo mi supervision y cumple con una correcta estructura gramatical del

Idioma.

Es todo cuanto puedo certificar en honor a la verdad y autorizo a los peticionarios hacer uso del

presente aval para los fines académicos legales
Latacunga, 29 de agosto del 2023

Atentamente,
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nSANCHEZ AVILA

MSec. Blanca Gladys Sanchez A.
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CI: 2100275375
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ANEXOS 5. Evaluacion de aparato reproductor del Macho
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ANEXO 8. Ensamblaje de vagina artificial
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ANEXO 11. Método de maniqui de grupa méas hembra receptiva

ANEXO 12. Muestra extraida con grupa. (Se tuvo el inconveniente que terminaba a los alrededores)
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ANEXO 14. Obtencion de muestra con método de desviamiento de pene

ANEXO 16. Observacion macroscépica con lente 40X
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ANEXO 17. Observacion de espermatozoides con eosina

ANEXO 19. Crioconservacion y elaboracion de pajuelas
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ANEXO 20. Evaluacion post descongelamiento se semen con diluyente
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