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CONGELACION DE SEMEN DE CAMELIDOS SUDAMERICANOS ALPACAS Y
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Autor:
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RESUMEN

Este trabajo de investigacion se llevo a cabo en la Universidad Técnica de Cotopaxi, en la
Facultad de Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales Salache, ubicada en la Parroquia
Eloy Alfaro, Canton Latacunga, Provincia de Cotopaxi. El objetivo fue evaluar la eficacia de
dos técnicas de dilucion, preservacion y congelacion de semen en camélidos sudamericanos,
que incluyen a las alpacas y llamingos de la Universidad Técnica de Cotopaxi. Se aplicd un
método deductivo utilizando la técnica de observacion, y el disefio experimental fue un Disefio
de Bloques Completamente Aleatorizados (DBCA) con un arreglo factorial (2x2x3). Las
caracteristicas del semen motilidad, viabilidad y morfologia se examinaron microscépicamente,
con parte del semen diluido y los resultados comparados con la frecuencia de extraccion de
semen en alpacas y llamingos. Los resultados obtenidos mostraron que las llamas diferian del
resto de los animales evaluados en cuanto a la motilidad, en la que tuvieron los porcentajes mas
altos de espermatozoides inmoviles. Por otro lado, estadisticamente no se notaron diferencias
significativas con respecto al tipo de diluidores utilizados, lo que conduce a la inferencia de que
ambos diluidores pueden preservar adecuadamente el semen fresco en condiciones controladas.
Este trabajo representa un avance en el conocimiento aplicativo de las biotecnologias
reproductivas en camélidos sudamericanos y sienta las bases para procesos mas avanzados,
como la crio preservacion y la inseminacion artificial, con el objetivo de mejorar los sistemas
productivos y la conservacion genética de estas especies.

Palabras claves: Alpacas, Ilamingos, semen, diluyentes, motilidad, viabilidad.
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THEME: “APPLICATION OF TWO TECHNIQUES FOR DILUTION,
PRESERVATION AND FREEZING OF SOUTH AMERICAN CAMELID SEMEN:
ALPACAS AND LLAMINGOS FROM THE TECHNICAL UNIVERSITY OF
COTOPAXT”

Author:
Rivera Mena Jeremy Javier

ABSTRACT

This research was conducted at the Technical University of Cotopaxi, in Salache, Faculty of
Agricultural Sciences and Natural Resources, at Eloy Alfaro Parish, Latacunga Canton,
Cotopaxi Province. Evaluating the efficacy of two semen dilution, preservation, and freezing
techniques in South American camelids, including alpacas and llamingos, was the objective. A
deductive method using observational techniques was applied, and the experimental design was
a Completely Randomized Block Design (CRBD) with a factorial arrangement (2x2x3). Semen
motility, viability, and morphology were examined microscopically, with part of the semen
diluted, and the results were compared with the semen collection frequency in alpacas and
Ilamingos. The results showed that llamas differed from the tested animals in terms of motility,
with the highest percentages of immotile sperm. Furthermore, no statistically significant
differences were observed regarding the type of extenders used, leading to the inference that
both extenders can adequately preserve fresh semen under controlled conditions. This work
represents a breakthrough in the applied knowledge of reproductive biotechnologies in South
American camelids and lays the foundation for more advanced processes, such as
cryopreservation and artificial insemination, with the improving production systems goal and
its genetic conservation.

Keywords: Alpacas, llamingos, semen, extenders, motility, viability.
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2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO
Una forma de mejorar y acelerar la reproduccion animal desde el punto de vista
genético ha sido gracias a las biotecnologias reproductivas, motivo por el cual se
han realizado varias investigaciones sobre la aplicacion de estas tecnologias como
la extraccion de semen mediante diferentes técnicas entre ellas se encuentra la
inseminacion artificial y la transferencia de embriones que son métodos muy usados
en distintas especies, todo con el objetivo de tener acceso a una muestra fresca que
se pueda almacenar a largo plazo (1).
Es de dominio puablico que la recoleccion de semen en camélidos sudamericanos
(CSA) tiene gran relevancia, por lo que se emplea un conjunto de métodos como la
vagina artificial (VA) y la (EE) (2).
La técnica de electroeyaculador es conocida y aceptada en todo el mundo porque es
un método que resulta sencillo, lo cual ha facilitado la obtencion de resultados desde
1 a 1,5 cc por eyaculado. Esta es la razén por la cual se utiliza esta técnica con el
criterio de que se tenga buena pared de semen y sea suficiente a lo requerido, lo que
permite tener un sistema de recoleccion de semen constante (2).
Para el semen de alpacas, se utilizara el diluyente Triladyl que es a base de Tris, asi
como el Optixcell, que se evalta en el momento de la dilucion con el semen fresco
(3).
Se evaluarén estos dos con la finalidad de aportar a la conservacion del semen
alpaca, en cuanto a la dilucion, refrigeracion y criopreservacion (3).
Se ha establecido que el objetivo principal en la conservacion de semen en
camélidos es el preservar la viabilidad de los espermatozoides a lo largo de los
procesos de congelacion y almacenamiento. EI semen es evaluado en términos de
concentracion, movilidad y morfologia espermatica (3).
Las diluciones que se ocuparan cuentan con esperados los cuales nos ayudaran a
preservar la viabilidad de los espermatozoides como temperatura, pH, y presion
osmotica. La conservacion del semen se usara con el fin de realizar transferencia de
embriones, inseminacion artificial y asi integrar estas técnicas en los sistemas de

produccion de alpacas de las comunidades de la provincia de Cotopaxi (3).

3. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO

Beneficiarios directos.



Estudiantes de la Carrera de Medicina Veterinaria Beneficiarios
indirectos.

Habitantes de Comunidades rurales de la Provincia de Cotopaxi

4. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION:
De acuerdo a la Unién de Naciones Alimentarias y de Agricultura (2005), en el
Ecuador se contabilizaban aproximadamente 6,595 Alpacas a nivel nacional, y en
la provincia de Cotopaxi se estimaban 3,493 Alpacas en diferentes comunidades y
asociaciones de la provincia (4).
A partir del 2015, se diagnostico una atencion en la poblacion de alpacas y
[lamingos, diagnosticados con 1,324 individuos. Avanzando al 2024, la poblacion
alarma a la gente, lo que motivo a realizar numerosos estudios, estableciendo que
solamente habia 291 individuos repartidos en 10 comunidades de ese canton (4).
En el manejo de la reproduccion de alpacas, destaca uno de los problemas, que es
la planificacion en el manejo del empadre, caracterizandose por: el control ausente
de montas, el largo tiempo de gestacion con las hembras, un ciclo estral que no es
comparable al de otras especies, problemas en la reproduccién como el estrés
calérico en machos que influye en la fertilidad, al no poder prefarlas, y con un
porcentaje alto de mortalidad, afectando asi el nimero significativo de poblacion de
alpacas(5).
La aplicacion de técnicas reproductivas avanzadas en alpacas aun es limitada, la
inseminacidn artificial y la transferencia de embriones son alternativas para mejorar
la genética de los rebafios, pero su aplicacion a gran escala se enfrenta a desafios
como el largo intervalo generacional y la capacidad fisiologica de la hembra (6).
En el caso de las alpacas, el uso de técnicas reproductivas avanzadas todavia es
limitado. Mientras que la inseminacion artificial y la transferencia de embriones son
métodos que pueden facilitar la mejora genética de los rebafios, su adopcion en el
ambito pecuario sufre de restricciones como el largo intervalo generacional y las

limitaciones fisioldgicas de la hembra (6).

Algunos de los retos que se presentan en la extraccion de semen de alpaca macho
son la dificultad de la manipulacién con el eyaculado, con su volumen bajo y
eyaculado de poca cantidad, ademas de presentar viscosidad alta. Sin embargo, el

semen se esta congelando, aunque esto no esté produciendo resultados optimos (7).



El congelado de semen de macho alpaca puede presentar algunos problemas, como
la ruptura de las membranas de los espermatozoides, dafio en el ADN, reduccion de
la actividad, incremento de la inactividad, y disminucion en la actividad
respiratoria. Ademas, el incremento de los tiempos de crioconservacion que se la da
con los espermatozoides, la disminucién en la motilidad de los espermatozoides
(7).

La composicion de los diluyentes para la conservacion del semen de alpaca tiene
inconvenientes, en especial con la alta viscosidad del semen de alpaca, asi como la

falta de informacidn con respecto a la composicion ideal del diluyente (7).
5. OBJETIVOS:

5.1. General

e Evaluar la eficiencia de dos diluyentes en la dilucion, conservacion y
congelacién de semen en camélidos sudamericanos, alpacas y llamingos de

la Universidad Técnica de Cotopaxi.

5.2. Especificos

e Determinar la eficiencia de dos diluyentes de semen a dos concentraciones
sobre la respuesta de movimiento en masa.

e FEvaluar las caracteristicas microscopicas de semen como motilidad,
viabilidad, morfologia espermatica antes y después del proceso de
congelacién

e Comparar las caracteristicas microscopicas del semen de alpaca macho y

[lamingo segun frecuencia de extraccion de semen.

6. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS
OBJETIVOS PLANTEADOS

Tabla 1 Operacionalizacion de componentes

Objetivo 1 Actividad Resultado de la Medio de verificacion
actividad




Determinar la
eficiencia de dos
diluyentes de semen a
dos concentraciones
sobre la respuesta de
movimiento en masa.

Observar el
movimiento en masa
con dos diluyentes
Triladyl y Optixcell

Porcentaje de
movimientos
progresivos, no
progresivos e
inmoviles

Matriz comparativa

Objetivo 2 Actividad Resultado de la Medio de verificacion
actividad
Evaluar las
caracteristicas
microscopicas de | Registrar parametros NUmero de

semen como de calidad de semen | espermatozoide por
motilidad, viabilidad, contraccion, unidad volumen,

morfologia morfologia y nimero de
espermatica antes y vitalidad antes y espermatozoide Registro
después del proceso después de anormales y de

de congelacion congelacion espermatozoides
muertos
Objetivo 3 Actividad Resultado de la Medio de verificacion

actividad

Comparar las
caracteristicas
microscopicas del
semen de alpaca
macho y llamingo
segun frecuencia de
extraccion de semen

Sistematizar
resultados de calidad
de semen de alpaca
macho y llamingo

Comparacién de
calidad de semen
de dos especies de
camélidos
sudamericanos

Cuadro comparativo

7. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA

7.1.

METODOS DE COLECCION DE SEMEN

Existe una gran variedad de coleccion de semen en camélidos entre ellas estan se

encuentran las siguientes técnicas:

7.1.1. Vagina Artificial.

Vagina artificial utiliza aire y agua a 38 a 40 °C, manteniendo estaticas la

temperatura y el agua. Se requiere un maniqui cubierto para simular el coito que




permite la eyaculacion del macho. Usar vagina artificial junto con una hembra en

celo es la mejor manera para recolectar semen en un buen volumen y calidad (8).

7.1.2. Aspiracion Vaginal.

La técnica de aspiracion vaginal en camelidos, o aspiracion vaginal post-copula, es
una de las formas de recolectar semen. Se realiza despueés de la cdpula, insertando
un proctoscopio en la vagina del animal, a quien le elevan la parte anterior del
cuerpo, lo que permite al semen caer por gravedad hacia un tubo de ensayo que esta
a una temperatura preestablecida. ElI semen se evalta en el laboratorio tras el

andlisis de calidad y motilidad (9).

7.1.3. Coleccion por electro eyaculador.

La electroeyaculacion permite coletar semen de alpacas mediante un equipo que no
exceda los 40 voltios. Este voltaje es suficiente para colecciones masivas de semen
facilitando la recoleccién en cualquier época del afio y también permite la

recoleccion en cualquier momento sin la necesidad de hembras en celo (10).

La recoleccion del semen requiere la inmovilizacion del animal y la insercion de
una sonda en el recto. Generalmente, el masaje transrectal en la region de las
glandulas sexuales accesorias se realiza para inducir relajacion muscular y activar
la defecacion, ademas de relajar el esfinter anal. Siguiendo el flujo de este proceso,
la sonda es colocada y se aplica la electricidad en pulsos, los cuales son liberados

de forma controlada (11).

7.1.4. Fundas Vaginales.
La primera aproximacion a la recoleccion de semen en alpacas involucraba el uso

de una bolsa de latex que era colocada en la vagina antes de la copula. Luego de la
copula, la bolsa se retiraba, permitiendo la recoleccion de semen. Aunque permitia
la obtencidn de eyaculados, esta técnica presentaba diversos inconvenientes, tales
como interferencia con el acto de copulacion natural, un aumento en la duracion del
tiempo de copula y la colocacion y fijacion de la funda en el tracto genital que

ocasionaba con frecuencia, complicaciones que resultaban en lesione (12).

7.1.5. Esponjas vaginales.



Pequefios fragmentos de esponja son colocados en la zona anterior de la vagina con
la funcion de absorber el semen y otros fluidos vaginales actuando como
recipientes. Sin embargo, uno de los principales inconvenientes de este método es
que el semen recolectado es altamente contaminado y mezclado en la mayor parte
con los fluidos del tracto genital. Esto provoca que exista una gran dilucion del
eyaculado y un riesgo de contaminacion bacteriana, lo que hace dificil su analisis y
manipulacion. Por tales razones, no se sugiere este método cuando el objetivo es la

inseminacioén artificial (11).

7.1.6. Fistula uretral.

Este procedimiento implica la creacion de una fistula quirdrgica en la uretra del
pene situada entre el escroto y el ano, con el propdsito de la recoleccion de esperma
durante la copulacion natural. Para este procedimiento, se utiliza una epidural
combinada con un anestésico local, lo que permite colocar un catéter de plastico
desde la uretra, a través del pene, y hasta la vejiga. Este catéter se utiliza para guiar
la cirugia y ayuda en la ubicacion uretral precisa. Luego, se realiza una incision en
la piel y se separa circunferencialmente el musculo bulbocavernoso, exponiendo la
uretra desde el cuerpo cavernoso. Es importante mencionar que esto no interfiere
con la copulacion, y las complicaciones postoperatorias observadas no parecen ser

de gran preocupacion para el animal (12).
7.1.7. Desviacién de los conductos deferentes.

Se han perfeccionado métodos para la extraccion de espermatozoides en alpacas
tales como la desvinculacion de los conductos deferentes y la prostatotomia. La
desvinculacion o desviacion permite la obtencion de espermatozoides en el
epididimo, el cual es su lugar de almacenamiento, por lo que se evita el contacto
con las secreciones glandulares. Esta técnica quirurgica desvia los conductos
deferentes hacia la parte caudal del animal o la parte interna del muslo, donde se les
crea una fistula permanente en la piel. Asi, se colige de manera continua sin hembra
receptora y sin riesgo de exposicion a enzimas proteoliticas que descompondrian el
coagulo del eyaculado, lo que mejora el posterior manejo del esperma en el
laboratorio (13).

7.1.8. Bulbouretrectomia.



Esta metodologia se basa en la necesidad de extraer espermatozoides sin el aporte
de las glandulas bulbouretrales, las cuales, como se menciona en su literatura, son
las encargadas de secretar el liquido espeso que se presenta en el semen. EI semen
obtenido con la técnica de extraccion quirdrgica presenta propiedades similares,
inclusive en algunos casos, superiores al semen recolectado a través de la vagina
artificial (13).

7.2.  GENERALIDADES DE CAMELIDOS MACHOS

7.2.1. Testiculos

Los camélidos de América del Sur, que incluyen llamas y alpacas, tienen testiculos
pequefios y de forma ovoide. Estos se encuentran en una posicién bastante peculiar:
al nivel de la tuberosidad isquidtica, con una orientacion casi horizontal del polo
mayor y con la base dirigida hacia caudal. En estos, el tamafio testicular es
tipicamente pequefio, ovalado, con el eje longitudinal orientado en direccion
caudodorsal. Miden alrededor de 4 cm de largo y 2.60 cm de ancho. Su peso
estimado es de 17 gramos Yy el peso relativo corresponde al 0.18% del peso corporal.

Ambas superficies medial y lateral son convexas (14).
7.2.2. Control de temperatura

La temperatura corporal promedio de una alpaca adulta puede alcanzar de 37.5 °C
a 38.5 °C, mientras que un recién nacido puede llegar hasta 39.5 °C. Representan
riesgos reales e inmediatos para la vida de una alpaca, independientemente de las
condiciones externas de temperatura y humedad. Las temperaturas internas que

oscilan entre 40 °C y 40.5 °C se clasifican como peligrosas (15).

En machos intactos, los signos de estrés por calor a los que se debe prestar atencion
son hinchazon escrotal, temblor, babeo, debilidad y una frecuencia cardiaca por
encima de los 90 latidos por minuto. Especificamente, se presenta un cambio en el
comportamiento, apatia, junto con aletargamiento y falta de apetito. La temperatura
testicular en los rumiantes se encuentra normalmente entre 2 y 8 °C inferiores a la
temperatura corporal. El estrés térmico altera la espermatogénesis provocando
dafos irreversibles a los espermatocitos, espermatozoides y espermatides a causa

del estrés oxidativo (15).



7.2.3. Epididimo

La cabeza del epididimo se encuentra en el polo craneal del testiculo. Por lo tanto,
el epididimo se prolonga en el largo del testiculo por todo el borde dorsal. El
epididimo se ancla a la superficie craneal del testiculo y a las dos extremidades, lo
que otorga al cuerpo del epididimo la posibilidad de conformar un seno con los

testiculos que se hallan en posicion externa(16).

7.2.4. Glandulas accesorias

En los camélidos sudamericanos las glandulas vesiculares estan asociadas con la
ausencia de las glandulas sexuales accesorias las que estdn conformadas por la

ampolla del conducto deferente, la prostata y las glandulas bulbouretrales (17).
7.2.5. Vesiculas seminales

Los camélidos se caracterizan porque sus glandulas sexuales accesorias son la
prostata y las glandulas bulbouretrales, dado que no presentan glandulas
vesiculares. Desde el punto de vista morfoldgico, sobre la uretra pelviana estas
situadas las glandulas bulbouretrales, aunque la posicion de esta sea caudal y
dorsal, en el limite de la uretra pelviana y uretra peneana que se relaciona con el

arco isquidtico (17).

Aunque estas glandulas estén cubiertas por tejido conectivo o conocidas como
fascia pelviana, no se recubren por peritoneo y se recubren parcialmente por los

musculos bulbouretrales (17).
7.2.6. Prostata

En los camélidos, la prostata es una glandula sexual accesoria que, junto a las
glandulas bulbouretrales, conforma el plasma seminal. En el cuerpo y el istmo de la
prostata, hay una capa gruesa llamada capsula y una pared interna llamada tabique
0 septo, ambas hechas de mucho tejido conectivo. Desde estas estructuras salen
como "puentes” o tiras de tejido llamadas trabéculas que se meten hacia adentro.
Estas trabéculas dividen la préstata en pequerias secciones llamadas lobulillos, que

son los grupos donde estan las glandulas prostéaticas (18).
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En una porcion externa Ilamada capsula prostatica, en su porcion externa, esta
cubierta por tejido conectivo fibroso denso y en su porcion interna por tejido
conectivo laxo. La capsula y el tabique prostatico prostatico presentan abundante

tejido con reticulado, elastico, asi como células de musculo liso (18).
7.3. EVALUACION DEL REPRODUCTOR

Para efectuar una adecuada evaluacion, el macho debe estar sano y libre de factores
estresantes como fatiga, maltrato o inexperiencia. La ereccion y la eyaculacion no
dependen solo de las hormonas, sino también del sistema nervioso autbnomo, por

lo que los cambios en la libido suelen tener origen conductual (19).

La capacidad reproductiva se refiere a la habilidad del macho para embarazar
hembras, y se evalia mediante el Examen de Aptitud Reproductiva (EAR), una

revision metddica de su potencial reproductivo (19)

Dado que ningun criterio por si solo predice con certeza la fertilidad, se consideran
varios aspectos: la libido, un examen fisico general, la revision de los 6rganos
genitales, y el analisis del semen (cantidad y calidad). También se debe observar el
comportamiento sexual del macho durante el apareamiento o la recoleccion de
semen, prestando atencidn a etapas como el reconocimiento de la hembra, la monta,

la exposicion del pene y la penetracion (19).
7.4.  ORGANOS DE EVACUACION DEL SEMEN

7.4.1. Conductos deferentes

Los conductos deferentes actian como un sitio de almacenamiento de
espermatozoides, ademas de brindar la funcion de transportarlos hacia la uretra en
preparacion para la eyaculacion. En cuanto a los cameélidos sudamericanos, el
conducto deferente presenta un estrechamiento con un didmetro de alrededor de 2

mm el cual se engrosa a 3 mm al llegar a la cavidad abdominal (20)
7.4.2. Uretra

Camélidos sudamericanos (CSA) la uretra es un conducto a través del cual la orina

es transportada desde la vejiga urinaria hacia el exterior del organismo. En el caso
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de los machos, como los camélidos sudamericanos, la uretra también actia como
un conducto para la eyaculacion del semen, con lo cual cumple funciones

reproductivas (21).

.La uretra de los CSA tiene particularidades que la distinguen de otros mamiferos,
como la flexura sigmoidea que se encuentra en el pene, la cual permite que el 6rgano

se retraiga durante la miccion y se expanda durante la ereccion (21).

De manera similar, las glandulas bulbouretrales estan ubicadas sobre la porcion
pélvica de la uretra y se encuentran situadas caudal y dorsalmente en la unién de la
uretra pélvica y peneana, con respecto al arco isquiatico. Estas glandulas estan
cubiertas por fascia pélvica, un tipo de tejido conectivo, y aunque no se cubren por
el peritoneo, se encuentra parcialmente ocultas entre los musculos bulbouretrales
(21).

7.4.3. Pene

El pene se encuentra entre el arco isquiatico y el area umbilical del abdomen. El
pene de los camélidos al ser de tipo fibroelastico puede retraerse dentro de su funda

gracias a la flexura sigmoidea preescrotal (21).

El glande tiene dos extremos o puntas. Una de ellas, que es mas corta, se llama
proceso uretral. La otra, mas larga, es el proceso cartilaginoso, que esta doblado
hacia arriba o hacia abajo (en un plano vertical), formando una especie de gancho.
Entre el glande y el cuerpo del pene hay una zona estrecha que funciona como un
cuello bien definido. (21).

7.4.4. Prepucio

El prepucio es aplanado lateralmente y presenta una forma triangular cuando se
observa de forma lateral. En ausencia de excitacion sexual, la pequefia abertura
prepucial se orienta en direccién caudal, por lo que los animales orinan hacia atras
(22).

Sin embargo, cuando se produce la ereccion del pene, los musculos prepuciales

craneales empujan el prepucio y también el pene hacia adelante desde su posicion
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original. Cabe destacar que, al nacer, el pene estd unido al prepucio y no se libera

completamente hasta los 2 o 3 afios de edad (22).

7.5. Caracteristicas del semen

Los estudios realizados en la conservacion del semen presentan limitaciones
considerables. Uno de los principales desafios es la elevada viscosidad del semen
de alpacas y llamas, lo cual dificulta su manipulacién en entornos de laboratorio
(23).

Esta caracteristica viscosa impide la motilidad masal de los espermatozoides, y la
motilidad individual se manifiesta de forma oscilatoria y bastante lenta, lo que
representa una dificultad adicional para las técnicas de evaluacion y preservacion

seminal (23).
7.4.1. Color.

El semen de las alpacas ha sido caracterizado con un tono que varia entre blanco
lechoso y blanco cristalino. Es importante sefialar que el color puede estar
influenciado por la concentracion de espermatozoides y la cantidad de secreciones
de las glandulas sexuales accesorias. Sin embargo, generalmente presenta un matiz
blanguecino, tanto si se obtiene mediante electroeyaculacion como a través del uso

de una vagina artificial (24).
7.4.2. Viscosidad.

Una de las propiedades fisicas que mas destaca el semen de camélidos es que es
altamente viscoso, lo que dificultate el pipeteado, la elaboracion de frotis por
extension y otros procesos de laboratorio. También dificulta la estimacion de la
concentracion de espermatozoides, la motilidad y la mezcla con los diluyentes. La
viscosidad es diferente entre los machos, y tiende a aumentar con el incremento de
la cantidad de eyaculado en un solo dia. Esto es debido al plasma seminal, que es la
porcion liquida del semen una vez que los espermatozoides son separados por

centrifugacion o filtracié (24).

7.4.3. Volumen.
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El semen de las alpacas presenta un volumen eyaculado aproximado de 1 a 2 ml,
aunque hay individuos que pueden eyacular menos de 1 ml hasta 7 ml. Se nota que
el volumen es menor cuando se obtiene por electroeyaculacién en comparacion con
la vagina artificial. Respecto al contenido, el semen de alpaca se compone de un
11,5 % de espermatozoides y 88,5 % de fluido seminal (24).

7.4.4. pH.

Los niveles de pH reportados por diversos autores son bastante cercanos a la
neutralidad, con una leve inclinacion hacia la alcalinidad. En promedio, el pH del
semen de alpaca oscila entre 7,2 y 7,5. Ademas, se ha comprobado que la frecuencia

de las eyaculaciones no tiene un impacto significativo sobre los valores de pH (24).

7.4.5.Motilidad.

Es esencial evaluar la motilidad justo después de la recoleccion del semen. La
motilidad progresiva de los espermatozoides tiende a aumentar a medida que la

eyaculacion se vuelve més fluida (24).
7.6. CRIOPRESERVACION DE SEMEN

La inseminacién artificial ha crecido en importancia durante los Gltimos afios, ya
que la cria y reproduccion es un hobby con distribucion global. Al mismo tiempo,
la criopreservacion de semen se ha convertido en un area de preocupacion para
veterinarios y criadores interesados en la reproduccion de especimenes genéticos de

alto valor, ya sea por valor comercial, emocional o de mascota (25).

En la criopreservacion, algunos factores como el cristal de hielo intracelular, el dafio
por temperatura subita en los espermatozoides y la exposicion a ciertos niveles de
soluciones toxicas pueden afectar la capacidad de fertilizacion. Con respecto a la
criopreservacion de semen, los nuevos métodos para mejorar la capacidad de
fertilizacion se centran en la aceleracion del congelamiento, la aplicacion de nuevos
diluyentes y crioprotectores, y el uso de novedosos viales de congelacién de

espermatozoides (25).

7.6.1. Principios basicos de la criopreservacion del semen
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Existen multiples inconvenientes a los que sus procesos de enfriamiento,
congelamiento y descongelamiento someteran a los espermatozoides. Al igual que
la preservacion de semen, el almacenamiento de semen de camélidos es poco
comdun, y tanto el enfriamiento como el congelamiento son procesos que, en el caso
de los camélidos sudamericanos, son poco explorados. La elevada viscosidad del
semen en los camélidos, sumado a la escasez de conocimiento sobre los diluidores
y la insuficiente investigacion sobre el semen en estos animales son limitantes que,
en conjunto, dificultan la expansion de los protocolos de congelacion que requieren
un buen promedio de calidad en el semen tras descongelacién. Por lo tanto, hay que
considerar la reduccion en la cantidad de semen de calidad al poder realizar
inseminacién artificial, que en este caso, dependera del semen fresco (26).

Es necesario considerar los parametros de calidad que se asocian a la lesser la rios
estos procesos. En el caso de la alpaca, la reduccién de estas caracteristicas, en
conjunto con las anormalidades a las que el ADN es sometido, incrementa la

dificultad en el posterior proceso de fecundacion (26).

7.6.2. Fisiologia del semen.

La fisiologia del espermatozoide involucra procesos como la maduracion
epididimaria, la capacitacion y la reaccion acrosémica, los cuales son cruciales para
la fertilizacion. Los espermatozoides son susceptibles a diversos factores que
pueden comprometer su viabilidad y capacidad fertilizante, como el estrés oxidativo

y las bajas temperaturas (27).

Maduracion epididimaria: Durante su trénsito por el epididimo, los
espermatozoides sufren cambios que les permiten adquirir la capacidad fertilizante,
incluyendo modificaciones estructurales y funcionales (28).

Capacitacion: Una vez eyaculados, los espermatozoides se someten a la
capacitacion, un proceso que los prepara para interactuar con el 6vulo y proceder
con la fertilizacion (28).

Reaccion acrosémica: La reaccion acrosomica es la liberacion de enzimas del
acrosoma del espermatozoide, lo que le permite atravesar las capas que rodean al
ovulo (28).

7.6.3. Métodos de la criopreservacion
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El objetivo de la criopreservacion de semen es resaltar la biotecnologia como una
estrategia eficiente en resguardar el germoplasma. Al implementar esta estrategia
en la preservacion del material genético, se da la posibilidad de difundir el semen

de camélidos en las alpacas (29).

La descongelacion del semen se puede realizar de manera automatica o
convencional en el laboratorio y, al igual que en do la calidad es preservada, la

cantidad de semen disponible se maximiza (29).
Método convencional:

Los viales se colocan en un soporte metalico y se refrigeran a 4 °C durante 4 horas
en un frigorifico doméstico. Después de este periodo, las bandejas que contienen
los viales se transfieren dentro de una caja de poliestireno en el que haya nitrogeno
liquido. En este punto, los viales se mantienen a 6 cm sobre la superficie del
nitrogeno por aproximadamente 20 minutos. Finalmente, los viales se sumergen en
nitrogeno liquido y se mantienen en un dewar de nitrégeno (29).

Método automatizado:

Después de llenar, los viales se refrigeran y congelan utilizando una unidad
automatica de congelacion de semen siguiendo un protocolo de operacion estandar
basado en las instrucciones del fabricante. Después de la congelacion, los viales se

mantienen en un dewar de nitrégeno liquido (29).
7.6.4. Crioprotectores

Un crioprotector es un tipo de compuesto que favorece la preservacion de tejidos o
células durante periodos prolongados en condiciones de bajas temperaturas. Su
funcion principal es ralentizar los efectos negativos del frio extremo sobre los
tejidos, proteger contra la alineacion de cristales de hielo y minimizar toxicidades
que puede ejercerse sobre las células. De este modo, los crioprotectores actuan
como una defensa para las células, previniendo la cristalizacion intracelular y los

dafos estructurales que podrian comprometer su viabilidad (30).

Los crioprotectores son agentes que intentan prevenir el dafo celular asociado al

congelamiento y su posterior descongelamiento; en otras palabras, minimizan los
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efectos que la temperatura bajo cero y el posterior descongelamiento pueden
ocasionar a los tejidos corporales. El glicerol y el dimetilsulfoxido son algunos de

los crioprotectores que se utilizan en la preservacion de tejidos y célula (30).
7.6.5. Diluyentes

La preservacion de espermaticas se basa en el uso de nutrientes que regulen dafio
por temperatura. Destacan los tamponadores que permiten el control de
temperatura. Se ha documentado el uso de diversos tamponadores como leche

descremada y el fosfato salino (31).

Molecularmente, el semen de alpaca es complejo y puede ser susceptible a la
contaminacion. No obstante, de las diversas formulaciones de medios de
conservacion, el tris tamponado es el que mejores resultados parece ofrecer en la

conservacion de semen de alpacas (32).

Triladyl, debido a su contenido de yema de huevo, protege la membrana
espermatica en procesos de congelacion, mientras que Optixcell usa ingredientes

sintéticos que reducen riesgos bioldgicos.
7.6.5.1. Triladyl.

El primer diluyente que se opt0 para la investigacidn y en su mayor parte es utilizado
en la criopreservacion de semen bovino y otros rumiantes. Su formulacién se basa
en TRIS un amortiguador eficaz complementado con glicerol, azicar, tampones y
antibidticos, para utilizarlo se debe complementar con agua destilada y yema de
huevo para su uso(33) En condiciones de campo en regiones tropicales, también
mostr6 mayor viabilidad espermética respecto a otros diluyentes como
Andromed®, especialmente manteniendo motilidad aceptable hasta 36h a
temperatura ambiente, aungue se debe usar preferentemente dentro de las primeras
12 h para obtener > 70 % de motilidad (34).

7.6.5.2. Optixcell.

Optixcell es un diluyente comercial innovador esencialmente libre de proteinas
animales, basado en liposomas sintéticos que reemplazan la yema de huevo en la

preparacion de semen bovino fresco y congelado. Su medio es claro y sin particulas,
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mejorando las evaluaciones macroscopicas y con sistemas CASA, y evita riesgos
sanitarios asociados a fuentes animales como la gripe aviar o patdgenos
transmitidos por la yema de huevo (35). En evaluacion de laboratorio local, el uso
de Optixcell con glicerol al 6-8 % mostré una recuperacion post-descongelacion de
la motilidad comparable, pese a que no alcanzé diferencias significativas entre

concentraciones, confirmando su eficacia funcional (36).
1.7. CONGELACION DE SEMEN

Se ha utilizado un diluyente para la congelacion del semen, una vez realizada la
mezcla entre ambos, se procedid a enfriar gradualmente hasta alcanzar los 5 °C, con
una velocidad de descenso de temperatura de 0.4 °C por minuto. Esta temperatura
se mantuvo durante dos horas, tiempo en el que los espermatozoides mantuvieron
contacto con el glicerol. Luego, el semen fue envasado en pajuelas, mismas que son
colocadas de forma horizontal en una gradilla, manteniendo una distancia de 4 cm
del nitrégeno liquido, en el interior de una caja elaborada de poliestireno o cooler.
Las pajuelas deben ser expuestas al vapor de nitrogeno liquido a una temperatura
de -100 °C por el lapso de 20 minutos y, luego se sumergen de forma directa al
nitrégeno liquido a -196 °C para su almacenamiento definitivo en un tanque
criogénico. Para su uso posterior, tras la congelacion, la pajilla es retirada del tanque

y se coloca en un bafio maria a 37 °C para su evaluacion espermatica (37).

7.7.1. Protocolo de congelacion de semen

Protocolo 1. Se realizo la disolucion del semen fresco dentro de un extensor
TRISaztcar-yema de huevo a 37 °C. Esta etapa fue seguida por una etapa dos que
contenia glicerol al 4-6 %. Luego, se enfrio de forma controlada a 5 °C a una tasa
de 0.4 °C/min, manteniendo 2 h de equilibrio a 5 °C, lo que permitio la entrada del
glicerol al interior de la célula espermatica. Luego, se encapsuld el semen en pajillas
de 0.25 a 0.5 mL, que se pre-enfriaron en vapores de nitrégeno liquido a 4-6 cm de
la superficie por 7-10 min, alcanzando -100 °C. Luego fueron sumergidas a -196 °C
en nitroégeno liquido para el almacenamiento final. En el momento de uso, las
pajillas fueron descongeladas en un bafio de agua 35-40 °C por 30-60 s antes de

hacer la evaluacidn espermatica652 (38).
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Protocolo 2. Para la criopreservacion del semen de llama, se utiliza un crioprotector
con 7% de glicerol (LEEY-G) o 7% de dimetilformamida (LEEY-DMF) mas
lactosa-EDTA-yema de huevo (LEEY). Los crioprotectores se mezclan a 5 °C
(también se pueden mezclar y equilibrar a temperatura ambiente). La mezcla se
equilibra durante 20 minutos y luego se enfriaa 5 °C donde se mantiene antes de la
congelacion. EI semen se almacena en pajillas y se precongela sobre vapor de

nitrdgeno y luego se sumerge directamente en nitrogeno liquido a -196 °C (39).

Después de descongelar en un bafio a 37 °C, se observd una diferencia significativa
en la motilidad, siendo la DMF mejor que el glicerol. Ademas, las muestras tratadas
con DMF tenian ADN intacto, lo que sugiere que la DMF es un mejor crioprotector

que el glicerol, especialmente para la viabilidad del esperma de alpaca (40).

Protocolo 3. En la criopreservacion del semen de cabra, se recolectaron eyaculados
utilizando electroeyaculacion y se dividieron en dos protocolos, P1 y P2. En P2,
después de remover el plasma seminal por centrifugacion, el semen se diluyo
primero en un extensor de leche descremada y glucosa (sin glicerol) a una
concentracion de 400 x 10° espermatozoides/mL. Posteriormente, se afiadid un
segundo diluyente que contenia un 7 % de glicerol de manera escalonada hasta
alcanzar una concentracion final de 200 % 10¢ espermatozoides/mL. Las pajillas de
0.25 mL se mantuvieron a 4 °C durante 2 h, se precongelaron en vapor de nitrégeno
(~4-6 cm) y finalmente se introdujo directamente en nitrégeno liquido para
almacenarlo a -196 °C. La descongelacion se realiz6 en agua a 3540 °C durante
30-60 s, lo que resulto con una motilidad post-descongelacién significativamente
mayor (55.6 %) y una mayor viabilidad espermatozoidal (84 %) en comparacion
con el protocolo P1 derivado con huevo (47.5 % y 80.0 %) (41).

8. HIPOTESIS

H1: La aplicacion de diluyentes en la dilucion de semen de camélidos
sudamericanos influye en calidad de semen post descongelacion

HO: La aplicacion de diluyentes en la dilucién de semen de camélidos

sudamericanos no influye en calidad de semen post descongelacién

9. METODOLOGIA Y DISENO EXPERIMENTAL
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9.1. Localizacién.

La investigacion se realiz6 en la Universidad Técnica de Cotopaxi (UTC) Provincia
de Cotopaxi, Canton Latacunga, Parroquia Eloy Alfaro, instalaciones del Centro
Experimental Académico Salache, Laboratorio de Biotecnologia de la

Reproduccion de la Carrera de Medicina Veterinaria.

Ubicada a 16°31°28” de latitud sur y 68°20°39” de longitud oeste
Facultad: Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales

Carrera: Medicina Veterinaria Altitud:

2850 msnm.

Temperatura Promedio: 16°C

Precipitacion anual: 1626 mm.
9.2. Recursosy Materiales

9.2.2. Recurso.

e Transporte
e Registros
e Computadora

e Camara

9.2.3. Materiales de Campo

e So0gas

e Jeringasde 5y 3 ml

e Electroeyaculador

e Guantes de Nitrilo

e Tubos de falcon de 15ml

e Basculante

9.2.4. Materiales de Laboratorio

e Camara de Neubauer
e Puntas de pipeta

e Microscopio

e Portaobjetos

e Micropipeta
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e Cubreobjetos

e Tubos de falcon de 15ml
e Jeringasde 3y 5 ml

e Azul de metileno

e TermoOmetro

e Placa de calentamiento en temperatura de 37° C
e Agua destilada

e Papel secante

e Diluyente Triladyl

e Bafio Maria

e Tanque criogénico

e Nitrogeno

e Pajillas

e Selladora eléctrica

9.2.5. Materiales de oficina

e Esferos

e Resma de papel

e Tabla de campo

e Marcadores permanentes

e Impresiones
9.3. Metodologia

9.3.1. Tipo de investigacion

Se aplico la investigacion experimental, debido a que la investigacion experimental
esta integrada por un conjunto de actividades metodicas y tecnicas que se realizan
para recabar la informacion y datos necesarios sobre el tema a investigar y el
problema a resolver. En la investigacion de enfoque experimental el investigador
manipula una o mas variables de estudio, para controlar el aumento o disminucion

de esas variables y su efecto en las conductas observadas

9.3.2. Método de investigacién
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Se utilizaron los métodos deductivos en vista que la deduccion permite establecer
un hipotético lazo de unidn entre teoria y observacion y permite deducir a partir de

la teoria los fendmenos que se han puesto a observacion (41).
9.3.3. Técnica

Se fundamentd en la observacion, dado que ha dado inicio a la elaboracién de
instrumentos que han facilitado la interpretacién y comprension de las situaciones
analizadas. Se ha registrado la observaciéon a partir de notas de campo, de la
reconstruccion de la realidad, y volviendo a iniciar el ciclo a partir de una nueva

observacion (42)

9.3.4. Disefio experimental

El objetivo del estudio fue evaluar el efecto combinado de dos diluyentes seminales
Triladyl y Optixcell en dos proporciones de dilucion 1:1 y 1:2 sobre las
caracteristicas microscopicas del semen de camélidos sudamericanos en estado
fresco y post-criopreservacion. Para ello, el disefio experimental fue un Disefio de

Bloques Completamente al Azar (DBCA) con un arreglo factorial (2x2x3).

Cada eyaculado se consider6 como una unidad experimental y se le dio tratamiento
aleatorio a uno de los cuatro tratamientos experimentales con el fin de reducir
sesgos y asegurar aleatoriedad. Se llevaron a cabo mdaltiples repeticiones por

tratamiento para fortalecer el analisis.

Las variables dependientes evaluadas fueron:

> Motilidad espermatica total y progresiva (%)
> Viabilidad espermatica (%)

> Morfologia espermatica (proporcion de anormalidades)

Los datos se analizaron estadisticamente mediante un ANOVA para evaluar los
efectos significativos de los factores tipo diluyente, proporcion de dilucién, y su
interaccion. Si se encontraban diferencias significativas (p < 0.05), se aplico Tukey
post hoc, Shapiro-Wilk para la comparacion de medias, y se establecié que t de
Welch y Mann-Whitney era una de las tantas que no son reconocidas por Tukey y

Shapiro — Wilk, y que por el contrario, permitian analizar los datos.
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La plataforma estadistica Jamovi fue empleada para el registro y analisis de los
datos, lo cual facilito la evaluacion de los datos recolectados durante el estudio, la
cual consistié en la ejecucion de andlisis de varianza en los casos donde fue factible,
asi como la generacion de estadistica descriptiva en aquellos casos donde no se

obtuvo diferencia estadistica.

Este disefio permitio evaluar de forma sistematica el impacto de cada tratamiento

sobre cada grupo analizado.
Factor A: Animales

Al- Alpaca 814
A2- Alpaca Animal 2,
A3- Llamingo
Factor B: Diluyente
a) Diluyente 1 (Triladyl)
b) Diluyente 2 (Optixcell)
Factor C: Concentracion (Dosis)

a) Concentracion 1

b) Concentracién 2

Tabla 2 Operacionalizacion de variables

Tratamiento Codificacion Descripcion
1 al |x| bl [x|cl| Animall |Diluyente 1 |Concentracion 1
2 al |x | bl |x|c2| Animal 1 |Diluyente 1 |Concentracion 2
3 al | x| b2 |x|cl| Animal 1 |Diluyente 2 |Concentracion 1
4 al | x| b2 |x|c2| Animal 1 |Diluyente 2 | Concentracién 2
5 a2 | x| bl [x|cl| Animal 2 |Diluyente 1 |Concentracién 1
6 a2 | x| bl [x|c2| Animal 2 |Diluyente 1 | Concentracién 2
7 a2 | X | b2 |x|cl| Animal 2 |Diluyente 2 | Concentracién 1
8 a2 | X | b2 |x|c2| Animal 2 |Diluyente 2 | Concentracién 2
9 a3 | x| bl [x|cl| Animal 3 |Diluyente 1 |Concentracién 1
10 a3 | x| bl [x|c2| Animal 3 |Diluyente 1 | Concentracion 2
11 a3 | x| b2 [x|cl| Animal 3 |Diluyente 2 | Concentracion 1
12 a3 | x| b2 [x|c2| Animal 3 |Diluyente 2 | Concentracion 2

9.3.5. Unidades experimentales
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Para la presente experimentacion se inicia con 2 alpacas macho, Animal 1 (814) con
7 anos, Animal 2 con 4 afios, y un llamingo macho, animal 3 con 5 afios con un total

de 3 animales constituyendo cada animal en una unidad de estudio.
Manejo del ensayo

A los animales seleccionados se realiza el debido adiestramiento, en cuanto
docilidad y revision de la condicion corporal y caracteristicas externas del aparato
reproductor de los machos que se encuentra en la facultad de ciencias agropecuarias

Yy recursos naturales.

Con la validacion de cuatro animales se efectu6 la recoleccion de semen empleando
el método de electro eyaculador, se empled el protocolo de 7 voltios a 10 segundos
con un tiempo de espera de 5 minutos, subiendo a la segunda colecta a 10 voltios
por 15 segundos, las muestras colectadas se las dirigio directamente al laboratorio

para su debida evaluacion
Preparacion de diluyentes
Para la preparacion de los diluyentes se usaron 2 técnicas para cada dilucion.

Diluyente uno (triladyl): Para la preparacion de Triladyl se separ0 y se secd
totalmente la yema- de huevo, mientras que la clara se descartd, se tomé una parte

de la yema (1ml) y se coloc6 en un tubo falcén de 15 mi

En otro tubo falcon de 15 ml se tomé una parte del diluyente (1 ml) y se lo mezclo

en el mismo tubo con 3 partes de agua bi destilada.

Al tubo con el diluyente se tuvo que dejar estabilizar durante 10 a 15 minutos para

luego mezclarlo en el tubo con la yema de huevo

Una vez mezclado todo el diluyente de igual manera hay que dejarlo estabilizar

durante 10 minutos

Diluyente dos (optixcell): Para la preparacion del diluyente Optixcell no requiere
el uso de yema de huevo, se hace la preparacion directamente en tubo falcén de 15

ml.

En él tubo se coloca una parte del diluyente (1 ml) y se lo mezcla con dos partes de

agua bi destilada
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Una vez realizada la mezcla se dejo estabilizar por 10 minutos para poder usar con

el semen fresco

Una vez preparado ambos diluyentes la muestra de semen se mantiene en la placa
termina a una temperatura de 37 °C para evitar un choque térmico y evitar la muerte

de los espermatozoides

Todos los materiales que se van a ocupar para el manejo del semen se deben
mantener en la placa térmicay con el uso de una micropipeta tomamos una muestra
directa se semen y la colocamos en el portaobjetos para de alli llevarla al

microscopio y poder analizar la muestra

Con el primer diluyente el Triladyl se hizo una combinacion de 121 en el

portaobjetos para poder observar la motilidad en el microscopio

Con el segundo diluyente Optixcell se hizo una combinacion de 122 para poder

comparar y analizar la muestra
Tratamientos

Con el proposito de evidenciar la eficiencia de distintas combinaciones de
diluyentes y relaciones de dilucién, se establecieron los siguientes tratamientos

experimentales:

T1: Triladyl + yema de huevo en proporcion 1lal
T2: Triladyl + yema de huevo en proporcion 1a2
T3: Optixcell en proporcion lal

T4: Optixcell en proporcion 1a2

Los tratamientos se aplicaron sobre muestras de semen recolectadas de los
camélidos sudamericanos (alpacas y llamingo macho). Cada muestra fue diluida
segun el tratamiento correspondiente. Las evaluaciones microscopicas incluyen la
motilidad progresiva, viabilidad espermatica, y morfologia celular, con el fin de
identificar la combinacion de diluyente y relacién de mezcla que mejor preserve la

calidad espermatica.

10. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

10.1. ANALISIS DE LA EFICIENCIA DE DOS DILUYENTES DE SEMEN
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Al revisar el ANOVA, se puede establecer que existe diferencia alta mente
significativa entre los grupos en la variable concentracion, el Animal 3, se ubicaron
en el primer lugar lo cual implica que existe una fuerte evidencia estadistica para
rechazar la hipétesis nula de igualdad de medias, por lo tanto, los grupos se
diferencian notablemente; seguido del animal 814. A quien se ubicé en el segundo
lugar, lo que indica que los valores varian significativamente entre los niveles del
factor analizado, por lo que no se puede asumir igualdad de medias entre los grupos.
Con respecto a Animal 2, que se ubicé en el tercer lugar lo que indica que no existen
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para esta variable, esto
sugiere que las medias de los grupos son homogéneas, y cualquier diferencia

observada probablemente se deba al error experimental.

Lo que permite evidencia que la aplicacion de técnicas de dilucién de semen de

camélidos sudamericanos influye en calidad de semen post descongelacion.

Tabla 3 ANOVA de un Factor para la variable de Concentraciones

Suma de Cuadrados gl Media Cuadratica F P
ANIMALES 11.2 1 11.2 0.273 0.605
SEMANAS 5.42 20 0.271 1.13 0.408
DOSIS 6.00 2 3.00 33.0 <.001S
DILUYENTES 11.2 1 11.2 0.273 0.605
SEMANAS*DOSIS 0.431 3 0.143 0.273 0.15

Al analizar los resultados obtenidos de la tabla 3 en el ANOVA de un factor en el
analisis de los datos obtenidos en la investigacion se puede determinar qué no existe
diferencia estadistica en el factor A, y B con respecto a la concentracién que

presenta significancia estadistica.

Con respecto a la concentracion se puede determinar que la concentracion uno fue
quien presenta mejores resultados presentando una media de 0.233 n relacion a la
concentracion dos que presentd una media de 4.80, respectivamente, mientras que

al establecer las pruebas de comparacion segun Tukey al 0.05% se puede establecer
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que la concentracién uno presenta un valor de 0.995 con relacién a la concentracién

dos que presenta un valor de 0.144 Respectivamente, tabla 4.

Tabla 4 Pruebas Post Hoc_Tukey para el factor B (Dosis)

Concentracion (Dosis) Diferencia de Medias EE Ptukey
1 -0.233 2.48 0.995
2 4.800 2.48 0.144

Al analizar la prueba de Shapiro — Wilk, se puede determinar que existe una
diferencia matematica en la normalidad, con respecto al Animal 2. Determinandose
que esta no se distribuye normalmente. En tal virtud, se establece que ninguna de
las tres variables cumple estrictamente con la normalidad. Siendo el Animal 2 quien
presenta la mayor desviacion, por lo tanto, los analisis estadisticos asumen
normalidad mismos que podrian ser debidos a la cantidad de la muestra colectada y

numero de espermatozoides presentes, tabla 5.

Tabla 5 Prueba de Normalidad (Shapiro-Wilk)

w P
Al 0.954 0.036
A2 0.725 <.001
A3 0.952 0.030

Nota. Un valor p bajo sugiere una diferencia del
supuesto de normalidad

El andlisis del movimiento espermatico es esencial para determinar la fertilidad
potencial. De acuerdo con Rodriguez-Martinez et al. (2006). (46) destacan que
parametros de movimiento espermético, como la motilidad progresiva y no
progresiva, son fundamentales para predecir el potencial fertilizante. En el estudio,
los Animal y 3, mostraron el mayor porcentaje de inmoviles, lo que podria indicar
baja calidad espermatica bajo ciertas condiciones. Por otro lado, Parker et al (2006).
(47) sefiala que la variabilidad biol6gica individual de los animales puede tener un

mayor impacto sobre la calidad seminal que el tipo de diluyente usado.
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Lo cual sustenta el hecho que en los resultados del estudio no existieron diferencias
significativas entre los diluyentes Triladyl y Optixcell. Esta idea es reforzada por
estudios que explican que, aunque Optixcell es un diluyente innovador basado en
liposomas sintéticos, y Triladyl es un diluyente tradicional con yema de huevo,
ambos tienen una eficacia comparable en la conservacion de la motilidad

espermatica post-descongelacion en diferentes especies Brown et al., 2000. (48)

Asimismo, autores como Singh et al. (2017) y Hameed et al. (2023). (4950) indican
que la efectividad de los diluyentes liposomales similares a Optixcell puede ser
superior en ciertas condiciones, pero muchas veces estas diferencias no alcanzan
significancia estadistica, alineandose con tus hallazgos donde la concentracion del
diluyente (dosis) fue la variable con impacto estadistico notable, especialmente en

uno de los animales estudiados

10.2.CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DE SEMEN; MOTILIDAD,
VITALIDAD Y MORFOLOGIA.

Tabla 6 ANOVA de un factor para la variable concentraciones (Dosis)

F gll medias p
Animal 1 1.836 2 2.67 0.315
Animal 2 231.631 2 3.07 <.001
Animal 3 0.825 2 2.67 0.526

Al analizar la tabla 6 del ANOVA de un factor para la variable concentraciones se
puede determinar quée no existen diferencias significativas tanto para el Animal 1,
y para Animal 3, con respecto a Animal 2, que presenta diferencias altamente
significativas en los grupos analizados. Mientras que al analizar la normalidad de
los datos obtenidos en la variable Concentraciones se puede determinar que Animal
2, no cumple con el supuesto de normalidad debido a que las muestras son muy
pequefias con respecto al Animal 1, y Animal 3, quienes si cumplen el supuesto de

normalidad debido a las medias analizadas de cada uno de sus grupos.
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Por otro lado, al analizar los resultados obtenidos se puede determinar que el animal
1, y animal 3; sus datos fueron analizados mediante dos métodos (Fisher y Welch)
quienes confirman diferencias estadisticamente significativas (p < 0.001). El
método de Welch refuerza la robustez del resultado, siendo menos sensible a la
heterogeneidad de varianzas. Mientras que para el animal 2, se determina que existe
cierta discrepancia en los resultados obtenidos, al analizar a prueba de t de Welch
esta indica diferencias significativas (p = 0.038) que Fisher no las detecta (p =
0.071). Dado que los valores establecidos por ANIMAL 2, esta refleja que no es
normal (segin Shapiro-Wilk) mientras que Welch es més robusto referente a la
heterocedasticidad. Estos datos permiten corroborar que los datos que se
obtuvieron en la investigacion en la recoleccién de las muestras establecido en la
metodologia de la siguiente manera: Semana 1 = una muestra, semana 2 = dos

muestras y semana 3 = tres muestras respectivamente, tabla 7.

Tabla 7 Estadistica descriptiva para el analisis de la determinacion de los parametros de calidad de semen
contraccion, morfologia y vitalidad antes y después de congelacion.

Variable Diluyente Media SD  Varianza Asimetria Error Asim.  Z (Asimetria/SE)
Animal 1 1 265 219 4.79 0.579 0.448 1.29
2 289 243 5.91 0.590 0.448 1.32
Animal 2 1 0.267 0.484 0.234 2.30 0.448 5.13
2 0.493 1.37 1.87 4.46 0.448 9.96
Animal 3 1 3.70 2.80 7.82 0.133 0.448 0.30
2 424 3.36 11.3 0.0805 0.448 0.18

Al analizar la tabla 8, se puede determinar que el Animal 1 y 3, presentan
distribuciones simétricas en ambos diluyentes, presentando alta dispersion relativa.
Mientras que el Animal 2 present6 asimetria positiva (colas largas hacia la derecha).

Tabla 8 ANOVA de un factor para Concentraciones
F gll P

ANIMAL 1 51.54 2 <.001

ANIMAL 2 3.73 2 0.038
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ANIMAL 3 114.33 2 <.001

La tabla 9 permite visualizar las diferencias altamente significativas entre el animal
2 y 3, mismos que al analizarlos con Tukey no presento diferencia estadistica
estableciendo heterocedasticidad lo que fue ratificado en la prueba de la normalidad
respectivamente, mientras que al analizar con el método de Welch este permitio
determinar que en ambas variables, el p < 0.001 indican que hay diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos comparados.

Tabla 9 Andlisis descriptivo Concentraciones

DOSIS Media DE EE

1 3.41e+10 5.88e+10 3.39e+10
ANIMAL 1 2 57.33 50.01 28.88

3 2.67 2.52 1.45

1 1.67e0+8 2.89e0+8 1.67e0+8
ANIMAL 2 2 92.17 6.05 3.49

3 2.00 2.60 1.50

1 3.8%e+11 6.74e+11 3.89%e+11
ANIMAL 3 2 1.14e0+9 1.90e0+9 1.10e0+9

3 1.44e0+7 2.50e0+7 1.44e0+7

EE = Error Experimental

Al analizar la tabla 9 se puede determinar que para el animal 1 existe una dispersion
media a alta es decir muy impreciso en el Concentracion 1.1 con presencia de
movimiento Moderadamente progresivo, con respecto a una reduccion drastica del
valor medio, por lo tanto, alta variabilidad relativa en el Concentracion 1.2 con

movimientos No progresivos, con respecto al a la semana 3 quien presento un



30

porcentaje medio de espermatozoides in mdviles. Pudiendo concluir que existe una
disminucion drastica de Animal 1, conforme aumenta la dosis. Las diferencias

parecen biologicamente estables, pero con diferencia marcadas en el aspecto de la
motilidad.

Al analizar a ANIMAL 2, en el Concentracion 1.1 presentan movimientos
moderadamente progresivos existen valores elevados, por lo tanto, presentan
dispersion extrema. Mientras que en el Concentracidn 1.2 presenta movimientos no
progresivos segun el analisis de los datos se puede manifestar que sus valores son
mucho menores y estables; y en la semana 3 se puede manifestar que la movilidad
es muy escaza presentado porcentajes altos de mortalidad por lo tanto sus valores
son practicamente nulos. Pudiendo concluir que ANIMAL 2, muestra valores

iniciales altisimos que descienden bruscamente a dosis mayores.

Por otro lado, al analizar los datos para la ANIMAL 3, sus datos establecieron que
existe Dispersion muy amplia por lo tanto presenta datos poco confiables en el
Concentracion 1.1 presentado movimientos moderadamente progresivos, con
respecto al Concentracion 1.2 quien presento movimientos no progresivos que
presentan dispersion extrema, que siguen siendo poco confiables, con respecto a las
semana la semana 3 permite establece mayor cantidad de muestra pero con

porcentajes altos de anormalidades y bajos niveles de vitalidad, respectivamente.

140
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120 108 109110
100
20 102
60
40
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20
0 51 55
40 38 42 4845 I
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000 0 4 0
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TRILADYL OPTOCXEL
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llustracion 1 Concentracion de semen con dos diluyentes por semana.

Los datos representados en la figura 1, revelan una marcada variabilidad entre los
animales evaluados. El valor minimo observado fue de 40 unidades en el animal 1,
mientras que el valor maximo alcanz6 122 unidades en el animal 3, lo que
representa una diferencia absoluta de 62 unidades en la primera semana, mientras
que los resultados obtenidos en la tercera semana entre los animales, evaluados
evidenciaron una marcada variabilidad, registrandose un valor minimo de 45
unidades y un valor maximo de 122 unidades. Estos hallazgos resultan relevantes
para identificar individuos con mejor desempefio, lo cual es fundamental en

procesos de seleccion o evaluacion reproductiva.

En el andlisis comparativo por semanas, el animal 1 mostré un incremento en el
parametro evaluado, pasando de 40 unidades en la semana 1 a 55 unidades en la
semana 3, lo que representa un aumento absoluto de 15 unidades (equivalente a un
incremento del 37,5%). Este cambio sugiere una evolucion positiva en la respuesta
del animal a lo largo del tiempo, posiblemente relacionada con un proceso de
adaptacion fisiologica, mejora en el manejo o estimulacién reproductiva. En el caso
del animal 3, se observo un aumento en el parametro evaluado, pasando de 102
unidades en la semana 1 a 122 unidades en la semana 3, lo que representa una

diferencia absoluta de 20 unidades, equivalente a un incremento del 19,6%.

Un aumento progresivo como el observado puede ser considerado favorable en
términos de desempefio reproductivo y podria ser un criterio Gtil para seleccion

positiva en programas de mejora.

El diluyente optocxel mostré un efecto positivo en tres de los cuatro casos, con
aumentos que van del 5% al 12.73%, siendo mas pronunciado en el animal 1 en la
semana 3. El unico caso de efecto negativo fue en el animal 3 en la semana 3, con
una leve disminucion del 0.82%, lo que podria estar relacionado con una

variabilidad individual en la respuesta al diluyente.

Matematicamente, el diluyente optocxel mejora en promedio un 5.94% respecto al
Triladyl, lo que sugiere una tendencia favorable, aunque no uniforme entre

individuos ni semanas.
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Para poder criopreservar semen de camelidos sudamericanos con posibilidades altas
de recuperacion y fertilidad post-descongelacion los valores minimos en la calidad
de semen son >54% espermatozoides vivos, >70% formas normales, <30%
espermatozoides anormales, segun el manual de anélisis de semen en humanos pero
estandar referencial para la criopreservacion se semen en otras especies, mientras

que estudios en animales apuntan rangos similares entre el >50-60% (51)

120
100 10Q 100 100
100 92 90 9090
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llustracion 2 Presencia de espermatozoides anormales con dos diluyentes en tres
animales por semana.

Al analizar la tabla 2, se observa que existe una diferencia moderada entre los
animales en cuanto a la cantidad de espermatozoides anormales, | Animal 2 tiene el
mayor numero de anomalias (100), un 17.65% mas que el Animal 1, al comparar
entre diluyentes se observa que los dos diluyentes tienen igual promedio de
anormalidades (93.33). OptiXcell presenta un comportamiento mas homogéneo
entre animales y Triladyl genera mas variacion individual: mejora en algunos casos
(animal 1), pero empeora en otros (animal 3)., la eleccion del diluyente podria

optimizarse por animal si se personaliza el tratamiento.
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llustracion 3 Presencia de espermatozoides vivos con dos diluyentes por semana.

Al analizar la figura 3 se evidencia que en promedio, Optocxel presenta un nimero
ligeramente mayor de espermatozoides vivos (3.71 vs 3.43). para el animal 1, la
media es igual en los dos diluyentes (3.0), para el animal 3, Optocxel tiene mejor
promedio (5.67 vs 5.0). el animal 2 muestra 0 en semana 1 y no hay datos

posteriores.

Los datos son muy limitados para aplicar pruebas estadisticas, sin embargo, la
tendencia indica que Optocxel podria ser un mejor diluyente para mantener la
viabilidad espermatica, es decir que en dos de tres animales, Optocxel es igual o
superior, en el animal con mejor respuesta (A3), Optocxel se mantiene mas alto y

constante en el tiempo

Para poder criopreservar semen de camélidos sudamericanos con posibilidades altas
de recuperacion y fertilidad post-descongelacion los valores minimos en la calidad
de semen son >54% espermatozoides vivos, >70% formas normales, <30%
espermatozoides anormales, segun el manual de anélisis de semen en humanos pero
estandar referencial para la criopreservacion se semen en otras especies, mientras

que estudios en animales apuntan rangos similares entre el >50-60% (51)

Otros estudios mencionan al menos el 70% de los espermatozoides deben mantener
una morfologia normal para valorar de manera satisfactoria una muestra. (52)
Estudios realizados en otras especies como en perros y toros tambien confirman un
rango similar en el porcentaje de espermatozoides normales para poder someterlos
a procesos de criopreservacion. (53) El rango comunmente aceptado para

anormalidades totales es maximo 30%, siendo que por encima de este valor la
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fertilidad se compromete significativamente al momento de someterlo a
temperaturas extremadamente bajas. (54) Incluso en otros estudios como en toros,
defectos mayores al 18-20% ya pueden afectar la productividad al someterlos a

procesos de criopreservacion segun Khalil et al (2018). (55)

Tomando en cuenta las referencias obtenidas de otros estudios y referencias
bibliograficas podemos evidenciar que la baja vitalidad inicial y la alta tasa de
anormalidades morfologicas dificultan que el semen pueda resistir el estrés térmico
al que deben ser sometidos para una criopreservacion efectiva, afectando asi el

proceso de congelacion y descongelacion.

10.3.CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DE SEMEN DE ALPACA'Y
LLAMINGO

Tabla 10 ANOVA para sistematizar resultados de calidad de semen de Alpaca y

Llamingo.
F gll p
ALPACA 327 2 <.001

ANIMAL 3 14155 2 <.001

Al analizar la tabla 10 del ANOVA permite identificar que existe diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos comparados (p <.001). Los valores
de F (327 y 14 155) respaldan que existe una separacion notable entre los grupos

examinados.

Mientras que al analizar el andlisis descriptivo se puede manifestar que presentan
varianzas muy desiguales en la normalidad. Se puede manifestar ademas que los
valores presentan Heterocedasticidad debido a que sus datos del grupo 1 son del
orden de 10°, mientras que los grupos2 y3 son <100, lo que genera varianzas

desiguales.

Al realizar el test de Shapiro-Wilk (con W ~0.72 y p ~0.002-0.003 en ambos)

confirma que no hay normalidad.
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llustracion 4 Analisis de los resultados de calidad de semen de Alpaca segun la
frecuencia de extraccion.

Al analizar la ilustracion 4, se pude determinar que el grupo 1 muestra una
variabilidad muy amplia en comparacion con los grupos 2 y 3, cuyos rangos estan
muy restringidos. Esto confirma la necesidad de usar métodos robustos (como
Welch o Kruskal-Wallis), quienes permiten establecer un analisis mas funcional de

cada uno de los grupos analizados.
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lustracion 5. Andlisis de los resultados de calidad de semen de Animal 3, segun la
frecuencia de extraccion.

Al analizar la ilustraciéon 5 se puede manifestar que el Concentracion 1 presenta
una media muy alta: cerca de 1.10 x 108, coincidiendo con la media descrita.
Presentando una variabilidad amplia reflejando que el recuadro de la barraes alto y
el error estandar se extiende hasta casi 1.2 x 108, revelando una gran dispersion.
Con respecto a las concentraciones 2 y 3 sus valores son practicamente
insignificantes frente a la concentracion 1. Las barras estan tan cerca de cero que
parecen invisibles en la escala actual. Esto encaja con la desviacion estdndar mucho

menor (~0.19 y ~0.82) y medias cercanas a 94 y 4 respectivamente.
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Pudiendo concluir que la cantidad de semen recolectado no es un indicador de tener
espermatozoides con mayor motilidad, vialidad, etc, caracteristicas que deben de

ser analizadas para proceder con su conservacion.

El volumen del eyaculado en alpacas es tipicamente bajo, entre 0.5 y 1.5 ml segln
Bravo et al 2013. (56) El eyaculado suele contener material mocoso con agregados
celulares que dificultan su analisis mediante técnicas convencionales, asi mismo
Huanca et al 2001. (57), manifiestan que la recoleccion de la muestra en Animal 3,
debe de ser con la aplicacion de métodos mas eficientes, que permiten tener mayor
fluidez, facilitando su evaluacion y manipulacion, en términos de volumen y
facilidad de manejo; con relacién al semen de llamingo que presenta mejores
caracteristicas siendo superior lo que hace mas funcional en técnicas de

reproduccion asistida.

Se resalta que el método empleado para la coleccion influye considerablemente
sobre los parametros obtenidos. Por ejemplo, la vagina artificial y la aspiracion
vaginal, combinadas con estimulacion de una hembra receptiva, han demostrado ser
mas eficaces para optimizar la motilidad y el volumen recolectado en Ilamingo,
Pacheco Curie (2008) y VVon Baer et al (1998). (58-59)

11. IMPACTOS (TECNICOS, SOCIALES, AMBIENTALES O
ECONOMICOS)

11.1.Impacto Técnico

La presente investigacion aporta significativamente al desarrollo y optimizacion de
técnicas reproductivas aplicadas a camélidos sudamericanos (alpacas y llamingos),
especies de alto valor genético y cultural. La estandarizacion de protocolos de
dilucién y criopreservacion de semen, utilizando diluyentes modernos como

Optixcell y tradicionales como Triladyl con yema de huevo, proporciona una base
cientifica sélida para mejorar la eficiencia reproductiva en estas especies. Esto
contribuye directamente al fortalecimiento de programas de inseminacion artificial,

conservacién genética y bancos de germoplasma en zonas altoandinas.

11.2.Impacto Social
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La mejora en las técnicas de reproduccion asistida tiene un efecto positivo en las
comunidades rurales de la provincia de Cotopaxi, ya que estas dependen en parte
de la crianza de camélidos como fuente de ingresos, alimentos y productos textiles.
La aplicacion practica de los resultados de esta investigacion puede permitir la
multiplicacién de ejemplares de alto valor genético, fortaleciendo la economia local
y promoviendo la soberania productiva. Ademas, genera oportunidades de
capacitacion técnica para estudiantes, profesionales y productores, fomentando la

transferencia de conocimientos cientificos hacia el campo.

11.3.Impacto Ambiental

La conservacion y reproduccion eficiente de camélidos sudamericanos representa
un mecanismo importante para la preservacion de ecosistemas altoandinos, donde
estas especies cumplen un rol ecoldgico relevante al pastar de forma selectiva y no
degradante. Al implementar técnicas de reproduccidn asistida, se reduce la presion
sobre la necesidad de montas naturales extensivas, lo que contribuye a un manejo
sostenible del recurso genético sin afectar negativamente su entorno natural.
Asimismo, promueve la utilizacion racional de animales con valor zootécnico

superior, favoreciendo practicas de conservacion in situ.
11. 4.Impacto Econémico

El estudio tiene un impacto econémico positivo relevante para las comunidades
rurales altoandinas que dependen de la crianza de alpacas y llamingos. Mejorar la
eficiencia reproductiva permite incrementar el nimero de animales de alto valor
genético, lo que fortalece la produccién de fibra, carne y otros derivados, ademas

de elevar los ingresos y la competitividad del sector.

12. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

* La comparacion entre los diluyentes Triladyl y Optixcell a diferentes
concentraciones respecto al movimiento espermatico, en la tabla 3 los
animales, las semanas, los diluyentes no son significativas, mientras que las
dosis si son significativas con un p <.0018, lo que indica que ambos son

igualmente eficientes para conservar semen fresco bajo condiciones
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controladas. Sin embargo, se identifico variabilidad individual entre los

animales, influyendo en los resultados de motilidad

Este objetivo no se cumplié completamente, pues no fue posible realizar el
proceso de congelacion del semen, lo cual impidié comparar los pardmetros
espermaticos antes y después del congelamiento debido a los resultados
obtenidos en la morfologia de las anormalidades tenido un promedio de
93.33%, como lo exigia el objetivo. Sin embargo, si se logré registrar y
analizar con detalle las caracteristicas microscopicas del semen antes del
proceso de congelacion, incluyendo motilidad, morfologia y vitalidad
espermatica por animal y tipo de diluyente. Estos datos aportaron
informacién Gtil sobre la variabilidad individual entre los animales y el
rendimiento de los diferentes diluyentes, aunque no se puede establecer
conclusiones sobre los efectos del congelamiento, quedando pendiente para

estudios posteriores.

Se compard la calidad seminal entre ambas especies y se reporté que el
Ilamingo presenta una mejor morfologia espermatica y menor porcentaje de
anomalias con una p >.001 siendo significativo respecto a la alpaca, la cual

tiene un mayor rango de anormalidades y menor viabilidad.
Recomendaciones.

Considerando los resultados con el método de coleccion de semen se
recomienda utilizar otro método de coleccion de semen en camélidos
sudamericanos para poder comparar los resultados obtenidos

microscopicamente.

Tomando en cuenta los resultados del estudio se recomienda que futuros
trabajos incluyan una evaluacion de las condiciones ambientales en las que
permanece cada animal y del tipo de alimentacion que reciben, ya que el
estado fisico, nutricional y el manejo influyen determinantemente en la
calidad seminal y en respuesta a diversos protocolos reproductivos. De este
modo, poder fortalecer la base diagnostica sobre el bienestar animal y su
nutricion permitird optimizar las técnicas de conservacion y asegurar
resultados mas representativos y aplicables para la mejora genética y

productiva de estas especies en las comunidades altoandinas
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» Serecomienda realizar adiestramiento en la monta méas seguido, para poder
probar otros métodos de colecta sin mayores inconvenientes y poder obtener

mejores resultados
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