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RESUMEN

En alpacas existe discrepancias en los valores de los parametros seminales y presencia de
bacterias en semen colectados por diferentes métodos y la hora adecuada a inseminar, por
ello, se planted el objetivo de evaluar la calidad seminal y bacterioldgica del semen
colectados por los métodos poscépula (PC), vagina artificial (VA) y electroeyaculacién
(EE) y determinar la fertilidad en alpacas huacaya inseminadas con semen fresco de
poscépula a diferentes horas post induccion de ovulacion. La obtencion de muestras de
semen e inseminacion, se realizo en el C.E. La Raya de la UNSAAC vy la evaluacién
seminal en los Laboratorios de Reproduccién y Microbiologia de la FMV de la UNMSM.
El semen colectado por el método PC presentd mayor motilidad 69.1 + 2.3%, viabilidad
82.8 £ 1.3%, HOST+ 77.9 + 1.3%, integridad acrosomal 85.2 £ 1.3% y volumen 2.9 +
1.8 ml; en viscosidad fue mayor del semen de VA seguido de EE y PC. Las bacterias
aisladas del prepucio, vagina y del semen de los métodos PC, VA, EE fueron
Streptococcus sp, Staphylococcus sp, Escherichia coli, Nocardia sp, Bacillus sp y
Micrococcus sp y la tasa de fertilidad obtenido fue 45, 50, 35y 30% a las 24, 26, 28 y 30
horas respectivamente. Se concluye, que hay diferencia entre las variables de calidad
seminal y presencia de bacterias, no existiendo similitud en nimero ni en carga bacteriana
en el semen de los tres métodos y la mejor hora para inseminar es a las 26 horas post

induccién de ovulacion.

Palabras clave: Alpaca, bacteriologia, calidad seminal, inseminacion artificial, métodos

de coleccién de semen, semen.
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ABSTRACT

In alpacas there are discrepancies in the values of the seminal parameters and the presence
of bacteria in semen collected by different methods and the appropriate, time to
inseminate, the objective of evaluating the seminal and bacteriological quality of semen
collected was did by post copulation (PC) methods, artificial vagina (VA) and
electroejaculation (EE) and determine fertility in huacaya alpacas inseminated with fresh
post copulation semen at different hours post ovulation induction. Semen samples and
insemination were obtained at the C.E. The Raya of the UNSAAC and the seminal
evaluation in the Reproduction and Microbiology Laboratories of the FMV of the
UNMSM. The semen collected by the PC method presented higher motility 69.1 + 2.3%,
viability 82.8 + 1.3%, HOST+ 77.9 + 1.3% acrosomal integrity 85.2 £ 1.3% and volume
2.9 + 1.8 ml; in viscosity it was higher in VA semen followed by EE an PC. The bacteria
isolated from the foreskin, vagina and semen from the PC, VA, EE methods were
Streptococcus sp, Staphylococcus sp, Escherichia coli, Nocardia sp, Bacillus sp
Micrococcus sp the fertility rate obtained was 45, 50, 35 and 30% and 24, 26, 28 and 30
hours respectively. As a conclusion, there is a difference between the variables of semen
quality and presence of bacteria, there being no similarity in number or bacterial load in
the semen of the three methods and the best time to inseminate is 26 hours post ovulation

induction.

Keywords: Alpaca, bacteriology, seminal quality, artificial insemination, semen

collection methods, semen.
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INTRODUCCION

La aplicacion de las biotecnologias reproductivas en camélidos sudamericanos se viene
utilizando en diferentes programas de mejoramiento genético, con limitados resultados;
aun hay problemas en la evaluacion de la calidad seminal; por las caracteristicas propias
del semen como la alta viscosidad, baja motilidad, baja concentracién, baja viabilidad
entre otros, dependiendo del método de coleccién de semen; por ello, es importante
estandarizar los valores de las variables de calidad seminal con el uso del Sistema CASA
SCA ® (Computer Asisted Sperm Analysis System), es un equipo automatico, objetivo

y estandarizado, para la evaluacion de los parametros seminales.

Existe poca informacion de la presencia de bacterias a nivel del prepucio, vagina y de
semen colectados de los métodos poscopula, vagina artificial y electroeyaculacion, es
importante conocer las bacterias residentes propias de estos 6rganos y del semen, porque
permitira utilizar antibioticos especificos durante la dilucion y poder controlar el deterioro
de los espermatozoides, disminucion de la fertilidad del semen y la transmision de

enfermedades reproductivas.

No hay un método estandarizado de coleccidon de semen en alpacas, que cumpla las
especificaciones técnicas necesarias para utilizar el semen fresco, refrigerado o congelado
en biotecnologias reproductivas, cada método tiene ventajas y desventajas en la
manipulacion del semen. Por tal motivo, se desarrollaron diversas técnicas y métodos de
coleccion de semen en camélidos sudamericanos, la electroeyaculacion, en alpacas
mostré mucha variabilidad entre machos y ain entre el mismo animal, variando de una
coleccion a otra, ademas se obtuvo semen muy diluido con presencia de secreciones de
las glandulas anexas y baja concentracion espermatica (Pacheco, 2008), otro método, la
vagina artificial muy utilizado en vacunos y ovinos, se tuvo que adecuar una vagina
artificial de ovinos e incorporarle una frazadilla eléctrica para mantener una temperatura
adecuada durante el tiempo de copula y colocada a un maniqui que asemeja a una alpaca
en posicion de copula, que mejord la técnica de coleccion, pero el semen colectado es
muy viscoso que dificulta la dilucion (Alarcon etal., 2012; Garnica etal., 1993).
También, se realiz6 la coleccion de semen por el método poscopula, que es una técnica
simple, que requiere de una hembra receptiva al macho y un proctoscopio, pero el semen
colectado es una mezcla de fluidos vaginales y uterinos, que posiblemente se encuentre

contaminado con mayor ndmero de bacterias. Por ello, la importancia de esta

1
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investigacion de utilizar el método de coleccidn de semen poscopula, por su facilidad de
coleccion y también el semen es de baja viscosidad y manejable durante la dilucion. Asi
mismo, se realizd la inseminacion artificial en alpacas huacaya para evaluar la fertilidad
a diferentes horas post induccion de ovulacion y determinar a cuantas horas post

induccion de ovulacion se debe inseminar en alpacas.

La presente investigacion se encuentra dentro del area de estudio de la biotecnologia
reproductiva, del doctorado de ciencia animal, que nos permite conocer la calidad
seminal, las bacterias presentes a nivel del prepucio, vagina y en el semen obtenido por
los métodos de vagina artificial, electroeyaculacion y poscdpula en alpacas huacaya y la
hora adecuada post induccion de ovulacion, para inseminar artificialmente con semen
fresco; los resultados de la investigacion contribuird al desarrollo de programas de

mejoramiento genético en alpacas a nivel local, regional y nacional.

Esta investigacion primeramente, muestra el resumen en espafiol e inglés, seguidamente
se da una introduccion al tema en estudio, luego se detalla la revision de la literatura con
el marco tedrico, que sustenta con conocimientos previos de la investigacion y
antecedentes referentes al tema en estudio, luego definimos el planteamiento del
problema, la hipdtesis y los objetivos, ademas se especifica los materiales y métodos
utilizados en la presente investigacion, para presentar los resultados y discusiones con
otros autores, finalmente terminamos con las conclusiones y recomendaciones de acuerdo
a los objetivos especificos planteados en la presente investigacion y finalmente en anexos

se considera los actuados y evidencias de la ejecucion de la investigacion.
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CAPITULO |
REVISION DE LITERATURA

1.1. Marco Teorico
1.1.1. Caracteristicas reproductivas de la alpaca hembra
1.1.1.1. Fisiologia reproductiva de la alpaca hembra
1.1.1.1.1. Pubertad de la alpaca hembra

Las alpacas de buena condicidn céarnica, alimentadas en praderas de
pastos naturales y cultivados de buena calidad nutricional, y
generalmente criadas en zonas de puna humeda la actividad ovarica
inicia a los diez meses de edad aproximadamente, cuando los ovarios
muestran foliculos de tamafio > 5 mm de didmetro (Pacheco et al.,
2017; Sumar y Garcia, 1986).

La pubertad criadas en zonas alto andinas propias de la crianza de
camélidos sudamericanos las alpacas, inician a los 12 meses de edad
aproximadamente, con comportamientos reproductivos similares a
una alpaca adulta, mostrado conducta sexual, aceptacion al macho,
tasa de fertilidad y sobrevivencia embrionaria, por lo que, alpacas
hembras servidas de 12 a 13 meses de edad, con pesos mayores a 33
Kg, se comportan reproductivamente igual a las hembras adultas, pero
los productores alpaqueros acostumbran iniciar el empadre a las
hembras primerizas recién a los dos afios de edad, cuando alcanzan
generalmente el 100% de su crecimiento y desarrollo corporal, debido,

a la falta de pastos naturales de buena calidad nutritiva en sus
3
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comunidades y predios, esto se presenta por el sobre pastoreo y en
zonas denominadas puna seca y la falta de introduccion de pastos
cultivados de buena calidad nutricional, que estda comprobado que
prosperan en altitudes donde se crian alpacas y llamas, también por un
inadecuado manejo técnico, sanitario y alimentacion (Sumar y Garcia,
1986).

1.1.1.1.2. Ciclo folicular

Las alpacas y llamas de sexo hembra que no estan juntas al macho,
desarrollan ondas foliculares sucesivas y se desarrolla en tres fases,
donde en un momento determinado un grupo de foliculos son
reclutados y de ellos, solo uno es seleccionado e inicia con la siguiente
fase de crecimiento, diferencidndose hasta alcanzar el tamafio
ovulatorio de > 7 mm de diametro y los demés foliculos que no fueron
seleccionados inician la fase de regresion (Bravo et al., 1990; Brown,
2000; Fernandez-Baca, 1993).

El reclutamiento de un grupo de foliculos generalmente se encuentran
entre 2 a 3 mm de didmetro, estos foliculos inician a crecer hasta un
diametro de 4 a 5 mm aproximadamente, donde en esta fase ocurre la
desviacion folicular, y asi mismo, se ocurre la seleccién de un foliculo
dominante y la regresion del resto de los foliculos subordinados
(Adams et al., 2005).

En otros estudios en alpacas, la tasa de crecimiento folicular reportan
que durante los 10 primeros dias después de la aparicion de una nueva
onda folicular es constante el crecimiento folicular de 1.0 £ 0.3
mm/dia (Vaughan, 2011; Vaughan et al., 2004).

El largo de una onda folicular en camélidos sudamericanos dura en
promedio 13.8 dias, para la fase de crecimiento 4.8 £ 1.5 dias; de
maduracion 5 + 1.6 dias y para la fase de regresion 4.0 £ 1.1 dias
(Bravo et al., 1990); mientras que Adams et al. (1990) determinaron
mayor tiempo del largo de la onda folicular de 20 a 25 dias; mientras
Aba et al. (2000) establecieron el largo de la onda en 22.6 + 2.5 dias;

4
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siendo la fase de crecimiento desde 3 mm a su maximo diametro de
9.2 + 2.8 mm/dias; la maduracion que es la permanencia alrededor del
maximo diametro de 5.2 + 1.4 dias y la regresion o diametros

decrecientes de 8.2 + 2.2 dias.

En alpacas se tiene conocimiento que los foliculos en en la fase de
crecimiento son capaces de ovular cuando alcanzan o llegan a 7 mm
de diametro (Vaughan et al., 2003). También, reportan que el tiempo
optimo de servicio con el macho es de 6 a 8 dias despues de la

aparicion de una nueva onda folicular (Adams, 1989)

En alpacas, los foliculos en crecimiento alcanzan el tamafio de 8 mm
de didmetro en un tiempo promedio de 10.8 dias y el crecimiento de
un foliculo ovérico de 3 mm a 8 - 12 mm puede ser alcanzado en una
alpacas adulta en un tiempo de 4 a 5 dias y asi mismo, los foliculos
permanecen en estado de madurez por un tiempo aproximado de 4 a 5
dias y la fase de regresion se presenta en promedio de 4 dias y el
intervalo entre dos ondas foliculares varia de 10 a 12 dias
aproximadamente en alpacas (Bravo, 1994).

La actividad ovarica en alpacas no presenta diferencia cuando se toma
en cuenta los dos ovarios, ambos ovarios son funcionales tan igual que
en otras especies, siendo el ovario derecho ligeramente mas activo que

el izquierdo (Sumar y Garcia, 1986).
1.1.1.1.3. Ovulacion

Las alpacas no presentan ciclos estrales durante la estacion
reproductiva, los camélidos presentan ondas foliculares
permanentemente y en ausencia de macho, las alpacas hembras
permanecen en un estado de celo continuo pero sin signos de
comportamiento de celo como en otras especies, y esto puede durar
unos 28 dias e incluso llegar a los 36 dias, con intervalos cortos de
rechazo al macho y que puede durar hasta 48 horas y la ovulacion es

inducida en los camélidos sudamericanos y ocurre aproximadamente
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a las 26 horas después del estimulo coital y por el sonido gutural del

macho (Sumar y Garcia, 1986).

En alpacas, la ovulacién puede ser inducida por la aplicacion de
hormonas, como la hormona gonadotrépica (GnRH) (Garcia et al.,
2017; Mamani, et al., 2013), la hormona gonadotrépica coridnica
humana (hCG), con dosis que varian desde 10 a 1600 U.I.
produciéndose la ovulacion a las 24 horas (Hafez y Hafez, 2002;
Sumar y Garcia, 1986). También, en dos articulos reportan la
aplicacion del plasma seminal por via intra muscular, para inducir la
ovulacién, con resultados similares la hormona analoga a la GnRH

tanto en alpacas y llamas (Adams, et al., 2005; Mamani, et al., 2013).

Hay alpacas que no logran ovular a la estimulacién de la monta
natural, pueda ser atribuida a una baja sensibilidad de los foliculos a
los niveles circulantes de LH debido a las variaciones en los estadios

de maduracién folicular (Fernandez-Baca, 1993).

En alpaca y llamas la ovulacién esta vinculado al plasma seminal a un
factor inductor de la ovulacion (OIF) presente en el semen de los
cameélidos, esta molécula presenta propiedades biologicas y quimicas
que se le denominé como B-Nerve Growth Factor (B-NGF), donde la
alta concentracion de OIF/B-NGF en el plasma seminal produce un
efecto sobre la funcién ovérica de accion endocrino generando
importantes consecuencias fisioldgicas y reproductivas, desafiando a
la corriente de estudios que sustenta que la ovulacion es inducida por
accion mecénica de la cépula del macho (Chen etal., 1985; Silva
et al., 2020).

1.1.1.1.4. Fertilizacion

Cuando el macho realiza la monta adecuadamente y por un tiempo no
menor a 15 minutos y en la hembra a las 26 horas posteriores se
produce la ovulacién, el porcentaje de fertilizacion por lo general es
mayor de 80%, las etapas que siguen a la fertilizacion, como la

migracion uterina a través del cuerno derecho al izquierdo, durante los
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primeros 30 dias siguientes a la fertilizacion, siendo la etapa mas
critica de mortalidad embrionaria, puesto que en este periodo se
presenta el mayor porcentaje de muertes embrionarias y la
implantacion ocurre dentro de los primeros 21 dias que siguen a la
fertilizacion (Sumar y Garcia, 1986). El porcentaje de prefiez es
variable, depende del método utilizado, en empadre tradicional donde
permanecen machos y hembras durante todo el afio sobre todo a nivel
de comunidades alpaqueras, pequefios y medianos productores se
obtienen porcentajes bajos de fertilidad y natalidad de 50 y 40%
respectivamente y en empadre dirigido y controlado donde se
seleccionan previamente a los machos y hembras formando grupos de
empadre y se toma registro del dia, del macho y de la hembra que se
estdn empadrando en este método el porcentaje de natalidad se
incrementa a unos 70 a 85% (FAO, 1996).

1.1.2. Caracteristicas reproductivas de la alpaca macho
1.1.2.1. Fisiologia reproductiva de la alpaca macho
1.1.2.1.1. Pubertad de la alpaca macho

La pubertad ocurre cuando el macho se encuentra en la capacidad de
producir espermatozoides aptos para la fertilizacion (Hafez y Hafez,
2002). Aproximadamente, inicia a los 12 meses de edad, los testiculos
deben estar descendidos al escroto y en los tdbulos seminiferos
comienza la espermatogénesis, algunos autores sefialan que se inicia
en algunas alpacas a los 16 meses y en otras hasta los 26 meses, esto
también dependerd del desprendimiento de la adherencia pene-
prepucial en los machos que es bastante variable y que tiene relacion

directa con la heredabilidad (Sumar y Garcia, 1986).

Conforme los machos alcanzan la adultez, los testiculos aumentan de
tamafio y los niveles de testosterona en sangre también se incrementan
aproximadamente hasta los 20 meses de edad en la mayoria de alpacas

y lavariacion del tamafio testicular a distintas edades esta influenciada
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de factores, como la genética(Hafez y Hafez, 2002; Sumar y Garcia,
1986).

1.1.2.1.2. Estacionalidad

Las alpacas son consideradas de actividad reproductiva estacional en
condiciones propias de la crianza de camélidos sudamericanos en
praderas con pastos naturales y que tiene lugar entre los meses de
diciembre a abril, donde hay presencia de lluvias frecuentes, rebrote
de pasto verde suculento con mayor nutrientes, se incrementa la
temperatura ambiental creando un microclima mas benigna, donde los
machos presenta un comportamiento mas activo y paulatinamente va
incrementando la libido a inicios de la época reproductiva en el mes
de diciembre, pero realmente los camélidos sudamericanos no son
reproductivamente estacionales y los machos, son capaces de producir
semen y eyaculados fértiles durante todo el afio, pero al igual que en
otras especies domésticas estacionales, la calidad del semen, asi como
la libido, se ven influenciados por la estacion y los meses del afio y
por la disponibilidad de alimento suculento con mayores nutrientes
(Sumar y Garcia, 1986).

1.1.2.1.3. Comportamiento sexual y cépula

La alpaca macho en edad reproductiva, muestra un comportamiento
activo y en ocasiones agresiva durante la época de apareamiento
durante los meses de diciembre a marzo e incluso el mes de abril, en
comunidades campesinas alpaqueras, en pequefios y medianos
criadores de alpacas donde no realizan un empadre controlado se
impone la dominancia de los machos mas fuertes y solo empadran
estos macho que generalmente son los de mayor edad y pocos machos
jévenes, tienen la oportunidad de empadrar a una hembra, mientras las
alpacas hembras son de actitud pasiva cuando se encuentren vacias o
no estén prefiadas adoptando la posicion de cépula de cubito ventral

cuando el macho la intenta montar (Hafez y Hafez, 2002).
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La actividad sexual durante la época de empadre, las alpacas machos
cuando se las expone a las hembras dentro de un mismo hato los
primeros dias hasta las primera semana, la libido de los macho es muy
activa empadrando con mucha frecuencia con alrededor de 70% de
montas a hembras, al menos una vez a cada hembra, hasta que los
machos se muestran agotados y pierden paulatinamente la libido
sexual y dejan de intentar montar a las hembras y es necesario cambiar
con otros machos descansados (Sumar y Garcia, 1986).
Posteriormente, la actividad sexual decrece a pesar de la presencia de
hembras receptivas, pero después de cambiar los machos, el empadre
se reactiva alcanzando niveles comparables como los de la primera

semana (Sumar, 1996; Sumar y Garcia, 1986).

El comportamiento sexual de los camélidos sudamericanos machos,
se dividide en dos fases: cortejo y copula (Sumar y Garcia, 1986). El
cortejo empieza con el macho persiguiendo activamente a las hembras
receptivas e intentando montarlas, luego la hembra en celo y receptiva
acepta al macho y toma la posicién de cubito ventral y el macho inicia

la copula por varios minutos (Brown, 2000).

El proceso de la cépula en los camélidos sudamericanos es
intrauterino e intracornual donde el pene y prepucio ingresan hasta los
cuernos uterinos y empiezan a realizar movimientos semi rotativos,
con la finalidad de dafar las paredes del endometrio uterino y
constantemente van depositando el semen e intercaladamente en
ambos cuernos uterinos derecho e izquierdo con leves movimientos
de empuje y el prepucio va lacerando las paredes endometriales; asi
mismo, el macho realiza un sonido gutural caracteristico y la duracién
de la cépula es determinada por el macho puede darse de 5 a 50
minutos, pero es recomendable que el tiempo minimo de cépula debe
ser 10 minutos, para garantizar la fertilidad de la alpaca hembra, asi
mismo no es recomendable tiempos muy prolongados de copula, por
que estaria dafiando las paredes endometriales del Gtero y que podria
causar dafio y hemorragias (Alarcon et al., 2012; Sumar y Garcia,
1986).
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1.1.3. Coleccion de semen

Los camélidos sudamericanos domésticos presentan caracteristicas reproductivas
muy peculiares, como la posicion en el apareamiento, que es de decubito ventral, la
deposicion del semen es a nivel uterina e intracornual, el tiempo de copula es
prolongado de 5 a 50 minutos aproximadamente, que dependera de la condicion
fisica y frecuencia de copulas de los machos; por ello, la coleccion de semen
presenta dificultades; como el tiempo de copula, que es de mayor tiempo en
comparacion a otras especies domeésticas, la posicion de la hembra que es de cubito
ventral y el macho se posiciona encima de la hembra por un tiempo prolongado, el
lugar de deposito del semen es intrauterina e intracornual, el tipo de eyaculacion es
continuo o permanente y sobre todo el semen es de elevada viscosidad, que dificulta
su evaluacion para ver la calidad de los parametros seminales y para el proceso de
la dilucion; por estas y otras dificultades propias de los camélidos sudamericanos,
se requiere realizar méas estudios de investigacion en biotecnologia reproductiva en
camélidos sudamericanos para encontrar una técnica éptima de colectar semen y
manejar los espermatozoides sin que estos pierdan su capacidad fecundante (Sumar
y Garcia, 1986).

Los reportes sobre métodos de coleccion son diversos, desde el primer reporte de
Mogrovejo, quien colecté semen de alpacas utilizando una funda de latex colocada
intravaginalmente; San Martin utilizé esponjas vaginales; otro método de coleccién
de semen fue por medio de una fistula en la uretra peniana (Pacheco, 2008),
Fernandez-Baca y Calderdn colectaron semen por el método de electroeyaculacion
en alpacas; posteriormente, se reporta el uso de una vagina artificial adecuada de
ovino con una simulacion de una cérvix y posteriormente se adicioné el uso de un
maniqui y para mantener la temperatura por varios minutos se envolvi6 con bolsas
de agua caliente (Sumar y Garcia, 1986). Afios después, se adecu6 una frazadilla
eléctrica que permitié mantener una temperatura constante por el tiempo que dura
el proceso de eyaculacion en alpacas (Bravo et al., 1997). Posteriormente, se utilizd
el metodo de coleccion de semen poscopula que es una técnica practica y facil de
realizar, no requiere de equipos sofisticados, solo una alpaca receptiva al macho,
libre de enfermedades reproductivas y una vez terminada la monta natural con el
macho, se procede a colectar el semen con un proctoscopio esterilizado y un tubo

colector, que se introduce cuidadosamente a la vagina y levantando un poco el tren
10
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anterior y por gravedad se colecta los restos de semen y fluidos que quedan a nivel

de vagina, cervix y atero (Alarcon et al., 2012).
1.1.4. Parametros macro y microscopicos del semen de alpaca

El eyaculado de semen de los camélidos estd caracterizado, por un reducido
volumen y baja concentracion de espermatozoides, comparado con otros animales
domeésticos de produccion, los parametros como volumen, color, motilidad,
concentracion espermatica, vitalidad y morfologia son altamente variables entre
machos, el semen de alpacas y llamas no es fraccionado, por tanto la calidad del
semen es uniforme desde el comienzo hasta el final de la copula (Hafez y Hafez,
2002). Las caracteristicas fisicas y biologicas del semen de camélidos
sudamericanos también varian dependiendo del método de coleccion, la libido del

macho, temperatura ambiental y época reproductiva (Tibary y Vaughan, 2006).

El color del semen de las alpacas ha sido descrito como blanco lechoso a blanco
cristalino colectado por vagina artificial (Hafez y Hafez, 2002), rojo claro a rojo
oscuro colectado por el método poscépula (Garcia y Alarcon, 2019). Aunque, el
color del semen de alpacas y llamas depende de la concentracion espermatica y la
proporcién de la secrecion de las glandulas sexuales accesorias (Tibary y Vaughan,
2006).

Una de las caracteristicas fisicas del semen de camélidos sudamericanos de
importancia es la alta viscosidad, la que dificulta su manipulacion durante los
procedimientos en el laboratorio para determinar parametros seminales, como
concentracion espermatica, motilidad y la dificultad de mezclar el semen con el
dilutor (Garnicaet al., 1993; Kershaw-Young y Maxwell, 2012; Tibary y Vaughan,
2006). El grado de viscosidad, la baja concentracién de espermatozoides y el alto
porcentaje de anormales varia entre machos, asi mismo, la contaminacion de
microorganismos patdgenos presentes en el semen depende del método de

coleccion (Ferndndez-Baca, 1993; Kershaw-Young & Maxwell, 2012).

El volumen de eyaculado en alpacas varia de 0.4 a 12.5 ml aproximadamente por
coleccion, esto por el metodo de vagina artificial (Garnica et al., 1993). Por lo
general, el volumen es menor cuando se colecta por electroeyaculacion en

comparacion al semen colectado por vagina artificial y poscopula, en este altimo,
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el volumen varia demasiado de un macho a otro e incluso en el mismo macho
(Garcia 'y Alarcon, 2019).

El pH del semen reportados por muchos autores indican que los valores se
encuentran entre la neutralidad, con ligera tendencia a la alcalinidad (Bravo et al.,
1997; Hafez y Hafez, 2002).

La valores de la concentracion espermatica del semen obtenido por el método de
vagina artificial varia de 85000 a 195000 espermatozoides por ml aproximadamente
en alpacas, esta diferencia es atribuida a la edad y nimero de eyaculaciones
(Garnica etal.,, 1995). Asi mismo, estas variaciones en la concentracion
espermatica se le atribuye al factor animal, método de colecciéon de semen vy al

numero de eyaculados (Hafez y Hafez, 2002; Sumar y Garcia, 1986).

La motilidad seminal se incrementa progresivamente cuando el eyaculado de semen
va perdiendo la viscosidad a medida que pasa el tiempo o mediante la aplicacién de
enzimas especificas que permiten acelerar la licuefaccion y mantenidas en bafio

maria a una temperatura de 38 °C (Bravo y Alarcon, 2013; Garnica et al., 1993).

El plasma seminal de las alpacas esta compuesto por secreciones de las glandulas
anexas del aparato reproductor del macho, las que son secretadas hacia la uretra
durante el proceso de la eyaculacion, mezclandose con los espermatozoides y se
conforma el semen (Hafez y Hafez, 2002; Kershaw-Young y Maxwell, 2012).
Estas, secreciones contienen diversos componentes bioquimicos y minerales como
cloruros, calcio, proteinas, lipidos, glucosa, fructuosa y acido citrico, que actdan en
diferentes funciones esperméticas (Barrios etal., 2000; Kershaw-Young Yy
Maxwell, 2012). Asi mismo, contiene mucopolisacéridos que contribuye a la
viscosidad del plasma seminal y a nivel de los cuernos uterinos mantiene a los
espermatozoides agrupados esperando a que ovule la hembra (Garnica et al., 1993;

Kershaw-Young y Maxwell, 2012).

Se presenta un resumen de reportes de investigaciones de las caracteristicas del
semen de alpacas recolectados por los métodos de vagina artificial y poscopula de
las variables macroscopicas en la Tablal y de las variables microscopicas en la
Tabla 2.
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Tabla 1

Parametros macroscopicos del semen de alpaca

Método Volumen (ml) Color Consistencia Autor
VA 1.7+£0.2 Blanco lechoso Viscoso Garnica et al., 1993
VA 1.4+01 Garnica et al., 1995
VA 15 Blanco cristalino Viscoso Bravo et al., 1997
VA 1.8+£0.8 Blanco opalescente Viscoso Flores et al., 2002
VA 1.5+£09 Blanco/Lechoso Viscoso Bravo y Alarcon, 2013
B Ligeramente
PC 3.6+£13 Rojizo . Bravo y Alarcon, 2013
Viscoso
) Ligeramente Garcia 'y Alarcon,
PC 28+ 1.1 Rojo claro )
VisSCoso 2019
Tabla 2

Parametros microscopicos del semen de alpaca
Concentracion Motilidad Vitalidad HOST+

Método Autor
(10%/ml) (%0) (%) (%)

VA 8500 - 195000 Garnica et al., 1993

VA 56.2 75.2 65.3 Bravo et al., 1997

VA 17.6 +26.1 Flores et al., 2002

VA 80.34+2556  69.0+144 708+12.7 Bravo 'y Alarcon,
2013

PC 752042034  735+79  753+72 Bravo 'y Alarcon,
2013

PC 73.8+238 631435 756+32 GSl1+2g odacia y Alarcon,

2019

1.1.5. Licuefaccion del semen

El semen de camélidos es altamente viscoso con una baja concentracion de

espermatozoides, la viscosidad del plasma seminal es el mayor impedimento sobre
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la investigacion en la crio preservacion de semen y otras tecnologias de

reproduccion asistida (Kershaw-Young y Maxwell, 2012)

Se tiene poco conocimiento de la funcion de la alta viscosidad del semen de
camélidos sudamericanos y se presume que crea una especie de reservorio y de
capacitacion de los espermatozoide del semen que puede ser importante para
mantener a los espermatozoides viables dentro del Utero y también, permite la
espera de 24 a 26 horas que ocurre recién la ovulacién post copula (Huanca y
Adams, 2007).

Garnica et al. (1993) evaluaron la licuefaccion en forma natural, sin la utilizacion
de ninguna enzima y encontraron un promedio de 23 + 1.2 horas donde se pierde la
viscosidad, pero este tiempo es muy largo y no apoya para realizar una evaluacion
y manejo del semen. En otro estudio, se evalu6 cuatro enzimas la colagenasa,
brinolisina hialurodinasa y tripsina para ver el efecto de eliminar la viscosidad del
semen de alpaca, la colagenasa elimind la viscosidad en un 100% dentro de los 5
primeros minutos (Bravo et al., 2000). En llamas utilizaron extracto de jugo de
pifia para bajar la viscosidad del semen (Laruta et al., 2016). Giuliano et al. (2010),
mencionan que para disminuir la filancia del plasma seminal del eyaculado, se debe
incubar por 4 minutos a 37 °C en una solucién de colagenasa al 0.1% o mediante
una accion mecanica como la centrifugacion del semen, como resultado se separa
los espermatozoides del plasma seminal. En un estudio, en semen de alpacas, se
utiliz6 la papaina y una proteasa inhibidor E-64 (L-trans-3-Carboxyoxiran-2-
carbonyl-L-leucylagmatine) que redujo la viscosidad sin afectar la viabilidad de los
espermatozoides y asi mismo, mejor6 la tasa de motilidad posterior a la

descongelacion (Kershaw et al., 2016).

En camellos y dromedarios realizaron un estudio para disminuir la viscosidad del
semen, utilizando enzimas y papaina, donde obtuvieron resultados como el
incremento de la motilidad, mayor viabilidad posterior a la descongelacion, sin
embargo se observé un efecto negativo en la integridad del acrosoma, habiendo
dafo en la integridad de la membrana de las células esperméticas, mas no asi con
grupo control que se utilizo ultrasonido para disminuir la licuefaccion del semen,
lo cual este resultado nos aclara la eficiencia de utilizar la tecnologia de ultrasonido

para eliminar la viscosidad del semen en camellos (EI-Bahrawy et al., 2017).
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El semen de alpacas y llamas son altamente viscosos, que dificulta un adecuado
manejo durante la dilucién del semen y aunque es posible licuar el eyaculado con
el uso de enzimas como la colagenasa, fibrinolisina, hialuronidasa o tripsina, se
necesita alin mas investigaciones para determinar los efectos de dichos tratamientos

sobre la calidad y vitalidad del semen (Huanca y Adams, 2007).
1.1.6. Bacteriologia en semen de camélidos

Se han desarrollado varios estudios en diferentes especies, que en muchos casos no
se encuentra relacion con el grado de fertilizacion y que en algunos casos se ve
disminuido. Segun lo mencionado por Pacheco et al. (2022) en alpacas a nivel de
vagina y prepucio, reportaron la presencia de las bacterias Escherichia,
Staphylococcus, Streptococcus y Bacillus. Mientras que en llamas fue descrita la
existencia de poblaciones bacterianas en utero y vagina de hembras vacias y
prefiadas (Jimenez, 2016), asi mismo, este mismo autor reporta la presencia de
poblaciones bacterianas en prepucio de machos. En un estudio en llamas, en semen
colectado mediante vagina artificial (VA) y electroeyaculacion (EE) aislaron
bacterias gram positivas y gram negativas, en semen obtenido por el método de
vagina artificial se aislaron las bacterias: Staphylococcus sp, Escherichia coli,
Proteus sp, Streptococcus sp, Enterococcus sp, Gardnerella sp, Klebsiella sp,
Enterobacter sp, Morganella sp, Serratia sp, y en semen colectado por el método
de electroeyaculacion se identificaron ademas de las bacterias obtenidas por el
método de vagina artificial, bacterias del género Bacillus sp (Pezo et al., 2021).

1.1.7. Inseminacion artificial en camélidos sudamericanos

En camélidos sudamericanos, se viene aplicando el uso de la inseminacién artificial
en centros de produccién e investigacion, como también en algunos proyectos de
mejoramiento genético en alpacas a nivel regional, provincial y distrital con bajos
porcentajes de fertilidad, por lo que, aun persisten problemas como la coleccion,
dilucidn, congelacion y descongelacion de semen, que limita a porcentajes bajos de
fertilidad, que no permite avanzar el mejoramiento genético en camélidos
sudamericanos con biotecnologias reproductivas, su uso se encuentra limitado por

ahora a la inseminacion artificial con semen fresco (Huanca y Adams, 2007).
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La dificultad de la coleccién y manejo del semen de alpacas, debido a su naturaleza
viscosa propia del semen de camélidos sudamericanos, lo que dificulta el uso de
dilutores comerciales y demas tratamientos para realizar la conservacion del semen;
sumado a esto la baja concentracion de espermatozoides viables y el alto porcentaje

espermatozoides anormales (Fernandez-Baca, 1993).

La inseminacién artificial con semen refrigerado en camélidos sudamericanos
presentan resultados muy variables, asi Giuliano et al. (2012) reportan 13% de tasa
de prefiez en llamas y Bravo y Alarcon (2013) reportan 50% de prefiez en alpacas.
Una de las posibles causas de esta variabilidad podria estar en la utilizacion de yema
de huevo fresco como parte del diluyente en la conservacion del semen (Bravo y
Alarcon, 2013), por sus propiedades para estabilizar la membrana del
espermatozoide (Salamon y Maxwell, 2000), se han realizado varios estudios de
inseminacion artificial con semen fresco, refrigerados y descongelado en alpacas,
con resultados muy variados, que nos indica que se debe realizar més estudios de
investigacion, para estandarizar la técnica de inseminacion artificial e incrementar
la tasa de fertilidad y asi masificar esta técnica y poder realizar programas de
mejoramiento genético a nivel nacional, regional y local. También, reportan tasas
de fertilidad superiores al 80% en alpacas, que nos indica, que la inseminacion
artificial en camélidos sudamericanos esta resuelta, y que no seria necesario
continuar con mas estudios de investigacion, pero cuando se replica la metodologia
aplicada, en condiciones propias de la crianza de los camélidos sudamericanos,
contindan las dificultades y los porcentajes de fertilidad permanecen por debajo del
40%.

Se realizaron varios estudios de investigacion en inseminacion artificial en alpacas
con semen fresco, refrigerado y descongelado colectados por varios métodos que
se realizaron en diferentes afios y por varios autores, con resultados que van entre

20 a 53.33% de fertilidad, como se observa un resumen en la Tabla 3.
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Tabla 3

Tasa de fertilidad por inseminacion artificial en alpacas y llamas

) Induccion de Hembras  Fertilidad
Semen Dilutor y . . Autor
ovulacion inseminadas (%)

Tris-Ac-
Fresco GnRH 57 20 Aller et al., 1997
fructuosa
. Tris-Ac-
Refrigerado GnRH 54 27.7 Gonzales et al., 2011
fructuosa
Descongelado Tris tamponado hCG 160 51.5 Alarcon et al., 2012
Tris yema de
Fresco GnRH - 50 Bravo y Alarcon, 2013
huevo
Tris, A. citrico,
Fresco GnRH 30 33.33 Ordofiez et al., 2013
fructuosa
. Tris, A. citrico,
Refrigerado GnRH 31 29.03  Ordofiez et al., 2013
fructuosa
Tris, A. citrico, B
Descongelado GnRH 33 9.09 Ordofiez et al., 2013
fructuosa
Tris yema de
Freso GnRH 120 48.4 Garciaet al., 2017
huevo
. Tris yema de
Refrigerado GnRH 60 31.7 Garciaet al., 2017
huevo
Triladyl y .
Freso GnRH 30 53.33 Murillo, 2018
Andromed
) Triladyl y .
Refrigerado GnRH 30 43.34 Murillo, 2018
Andromed
Tris, glucosa, i i
Fresco . . GnRH 200 50.5 Garcia y Alarcon, 2019
acido citrico

1.2. Antecedentes

Los reportes sobre métodos de coleccidon de semen son diversos, desde el primer reporte
en el afio de 1952 por Mogrovejo, quien reporta la coleccion de semen de alpacas
utilizando una funda de latex colocada intra vaginalmente antes de la copula, San Martin
en el afio de 1961, reporta un método de coleccion de semen en camélidos quien introduce
trozos de esponja a nivel vaginal que cumple la funcion de absorber el semen, fluidos
vaginales y uterinos, que quedan en la cavidad vaginal durante el tiempo de eyaculacion
(Pacheco, 2008). En estos dos métodos se interfiere el proceso normal de eyaculacion y
dan como resultado un tiempo menor de copula y volumen de semen, asi mismo, se
producen movimientos continuos del macho, que no se encuentra comodo en durante el

proceso de eyaculacion del semen, se presenta la formacion de espuma en el semen y
17
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sobre todo se genera dafo al espermatozoide (Johnson, 1989). Ya en el siglo XX,
continuaron mas estudios de investigacion y se reportd un método de coleccion de semen,
por medio de una fistula uretral, pero con también con varias desventajas sobre todo en
los cuidados post operatorios de los machos, y se colectan volimenes menores sin
presencia de fluidos de las glandulas accesorias y en muchos casos discapacidad del
macho para colectar semen por una mala operacion o post operatorio, perdiendo asi un
macho de buena calidad genética; también, se report6 el uso del método de
electroeyaculacion para la coleccion de semen de alpacas, que mostro gran variabilidad
entre machos y aun entre el mismo animal, con desventajas como la obtencion de semen
muy diluido con secreciones abundantes de las glandulas anexas reproductivas y también
en la mayoria de las colecciones es semen de baja concentracion espermatica, y el método
por el uso de anestésico, sedantes y carga eléctrica es muy traumatico para el macho, que
posterior a la coleccidn su recuperacion es lenta y que necesita cuidados post coleccion
(Pacheco, 2008); posteriormente se mejord este método de coleccion de semen,
realizando con mayor asepsia y estandarizando los estimulos eléctricos adecuados por
medio un transductor de ovinos y vacunos, obteniendo buena calidad espermatica en
semen de llamas (Giuliano et al., 2008); otra técnica de coleccion de espermatozoides es
por desviacion del conducto deferente, este semen es practicamente puro espermatozoides
provenientes del testiculo y epididimo, sin presencia de fluidos de las glandulas
accesorias reproductivas las bulbouretrales y de la prostata, la cantidad colectada de
espermatozoides es muy pequefia y tiene desventajas en la nutricion y capacitacion de los
espermatozoides, con posibles dafios a nivel del acrosoma y en muchos casos los
conductos deferentes se inflaman y se taponan y constantemente se requiere una nueva
intervencion quirurgica (Pacheco, 2008). Posteriormente, reportan el uso de una vagina
artificial, que si bien mejora la técnica de coleccion, aun presenta dificultades para
mantener una temperatura adecuada y constante durante el tiempo de la copula y paraello
se incluy6 una frazadilla térmica eléctrica que cubre toda la vagina artificial y que permite
mantener una temperatura constante durante el tiempo que dura la coleccién de semen
(Alarcon et al., 2012). Luego, se incluyé el uso de un maniqui de alpaca en posicion de
copula (Garnica et al., 1993). Afos despues, se realizd la coleccion de semen por el
método poscépula, que es una técnica simple, sin embargo, las muestras de semen
obtenidas generalmente son incompletas y contaminadas con sangre, fluidos vaginales y
uterinos. Asi mismo, reportaron diferencias fisicas del semen colectado por los métodos

poscépula y vagina artificial, en la cual las variables como volumen, motilidad y el
18
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numero de espermatozoides vivos fueron superiores en el semen colectado por el método
poscopula, en tanto que la concentracion espermatica fue mayor en el semen obtenido
con vagina artificial, también, el 90% de los eyaculados colectados con vagina artificial
presentaron alta viscosidad en comparacion con el 10% de los eyaculados obtenidos por

el método poscopula que es practicamente semen pre-diluido (Alarcon et al., 2012).

Existe mucha variabilidad en los valores de los parametros seminales en alpacas, en
semen colectado por el método de vagina artificial, en concentracion espermatica Bravo
etal. (1997) reportan 10%ml 56.2, Flores et al. (2002) 10%ml 17.6 + 26.1 y Bravo y
Alarcon (2013) 10%ml 69 + 14.4; en vitalidad Bravo et al. (1997) reportan 75.2% y Bravo
y Alarcon (2013) 70.8 £ 12.7%.

Se realizaron estudios de determinacion de carga bacteriana a nivel del aparato
reproductivo en alpacas machos y hembras aparentemente sanas, en un estudio de
investigacion en alpacas hembras se obtuvieron muestras de fluido vaginal y en machos
muestras a nivel del prepucio donde lograron aislar bacterias de los géneros
Staphylococcus, Escherichia, Bacillus y Streptococcus (Pacheco et al., 2022), en otro
estudio también reportaron los géneros bacterianos descritos por Tibary y Anouassi,
(2001); mientras que en llamas fue descrita la existencia de poblaciones bacterianas en
Utero y vagina de hembras vacias y prefiadas, como también presencia de poblaciones
bacterianas en prepucio de machos (Jimenez, 2016). En un estudio en llamas Pezo et al.
(2021) reportan en semen colectados por los métodos de vagina artificial y
electroeyaculacion poblaciones de bacterias de Staphylococcus sp, Proteus sp,
Escherichia coli, Streptococcus sp, Enterococcus sp, Klebsiella sp, Gardnerella sp,
Enterobacter sp, Morganella sp, Serratia sp y Jarvinen y Kinyon (2010) reportan en
microflora prepucial de alpacas y Ilamas 22 géneros bacterianos y los méas frecuentes
fueron Staphylococcus, Bacillus, Streptococcus, Bacteroides, Corynebacterium,

Arcanobacterium y Actinomyces.

La biotecnologia reproductiva en camélidos se viene estudiando décadas atras, la
inseminacion artificial no ha sido desarrollada completamente y se requiere de mas
estudios, en llamas se realizaron varios estudios de inseminacion artificial con semen
colectado por el método de vagina artificial donde Aller et al. (1997) reportan 20% de
fertilidad; Giuliano et al. (2012) reportan 75% de fertilidad y en alpacas Gonzales et al.
(2011) reportan 27.7% de fertilidad inseminadas con semen refrigerado; Ordofiez et al.
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(2013) reportan 33.33% de fertilidad inseminadas con semen fresco; Garcia et al. (2017)
reportan 48.4% de fertilidad inseminadas con semen fresco de poscopula; Murillo (2018)
reporta 53.33% de prefiez en alpacas inseminadas con semen fresco colectadas por el
método poscépula y Garcia y Alarcon (2019) reportan 50.5% de fertilidad en alpacas

inseminadas con semen fresco colectados por el método poscopula.
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CAPITULO Il
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

2.1. Identificacion del problema

- En alpacas no estd definido los valores de las variables de los parametros
seminales, por presentar caracteristicas propias de la especie, que dificultan la
coleccion, evaluacion y dilucion del semen. Asi mismo, la evaluacion
microscopica de la calidad seminal se realiza mediante pruebas clésicas y los
valores reportados presentan muchas diferencias, que dificultan los trabajos de

biotecnologia reproductiva en alpacas.

- Existen pocos estudios de evaluacion bacterioldgica de la vagina, del prepucio y
del semen de camélidos sudamericanos y no se conoce especificamente las
bacterias residentes del aparato reproductor del macho y de la hembra en alpacas
huacaya. Asi mismo, en la dilucion del semen para la inseminacion artificial, no
se estan utilizando los antibioticos especificos que puedan estar afectando la
calidad del semen y para prevenir infecciones del aparato reproductor de la
hembra y del macho.

- Se han realizado varios estudios de inseminacion artificial en alpacas, con
resultados de fertilidad muy variables y ain no esta definido, ha cuantas horas
post induccion de ovulacion se debe inseminar artificialmente, puesto que las
alpacas son de ovulacion inducida y para ovular requiere de un estimulo por
parte del macho por el coito o por presencia de compuestos quimicos en el
plasma seminal o también se puede estimular la ovulacion artificialmente via la

aplicacion de hormonas como la GnRh comercial.
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2.2. Enunciados del problema

- En la mayoria de los estudios de reproduccion asistida en camélidos, la
evaluacion del semen se realizd mediante andlisis seminal clasico y que
desafortunadamente los valores reportados muestran mucha variabilidad y no es
posible utilizar en trabajos de biotecnologia reproductiva. Por ello, la utilizacién
del Sistema CASA SCA® que es un evaluacion automatica, objetiva y
estandarizada, para la evaluacion de parametros seminales como concentracion,
motilidad y vitalidad, incluso permite evaluar individualmente diferentes

parametros y su posible relacion con la fertilidad.

- Existe poca informacion de las bacterias que se encuentran como residentes a
nivel del prepucio, vagina y en semen colectado por los métodos poscépula,
vagina artificial y electroeyaculacion, de ahi la necesidad de aislar e identificar
dichas bacterias, para realizar un adecuado manejo sanitario del semen y evitar
la disminucidn de la capacidad fertilizante del macho e infecciones del aparato

reproductor de la hembra.

- No hay un adecuado protocolo para realizar la inseminacion artificial en alpacas,
aun presentan dificultades, una de ellas, no se conoce a cuantas horas post
induccidn de ovulacion se debe realizar la inseminacion artificial en alpacas para
alcanzar el mayor porcentaje de fertilidad, por ello, la necesidad de este estudio
de inseminar artificialmente con semen colectado por el método poscépula en
alpacas huacaya a las 24, 26, 28 y 30 horas post induccion de ovulacién y
determinar la tasa de fertilidad en cada una de estas 4 horas propuestas para el

estudio de investigacion.
2.3. Justificacion

Desde décadas atrés continua la dificultad en la coleccion de semen en camélidos
sudamericanos, se han intentado por varios métodos de coleccién, sin tener buenos
resultados esto también por la dificultad del manejo del semen asi mismo, hay mucha
variabilidad de los valores reportados de los parametros de la calidad seminal. Por ello,
la necesidad de evaluar el semen colectado por los métodos poscopula, vagina artificial y
electroeyaculacion con un equipo moderno a la actualidad, el Sistema CASA SCA®Yy los

valores encontrados, seran confiables y de utilidad en el manejo del semen.
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Existe poco conocimiento de las bacterias presentes en el aparato reproductor de las
alpacas, la presencia de microorganismos patégenos en alta carga puede provocar
alteraciones en la motilidad, viabilidad, integridad de la membrana plasmatica y
acrosomal, presencia de aglutinaciones y la consecuente disminucion de la capacidad
fertilizante, diseminacién de bacterias, con la consecuente endometritis y descargas
vaginales (Hernandez et al., 2017). En alpacas y Ilamas, se realizaron dos estudios de
evaluaciéon bacteriolégica de semen, reportando presencia de bacterias, que podria
influenciar en la viabilidad reproductiva de los espermatozoides (Pacheco et al., 2022;
Pezo et al., 2021). Por ello, se requiere de mas estudios que corroboren la presencia e
identificacion de bacterias residentes a nivel del prepucio, vagina y en semen de alpacas
colectados por tres métodos, con la finalidad de conocer las bacterias propias de estos
organos y del semen, para posteriormente realizar antibiogramas e identificar los
antibioticos especificos a utilizar durante la dilucion y manejo del semen en biotecnologia

reproductiva en alpacas.

El método de coleccion de semen poscdpula, necesita una hembra receptiva y un macho,
libres de enfermedades reproductivas, un proctoscopio y un tubo colector graduado;
después de terminada la monta natural entre el macho y la hembra, se procede a colectar
el semen sobrante, fluidos vaginales y uterinos a nivel vaginal (Alarcén et al., 2012). El
semen colectado por este método, es de baja viscosidad, manejable en términos de
evaluacion y adicion del dilutor y puede ser utilizado a nivel de campo mediante la
inseminacion artificial con semen fresco, pero aun falta conocer la hora post induccién

de ovulacion en que se debe inseminar y obtener una mayor tasa de fertilidad.

Se justifica la presente investigacion, de evaluar la calidad seminal reproductiva y
bacteriologica del semen colectado por los métodos poscopula, vagina artificial y
electroeyaculacion y la evaluacion de la fertilidad en alpacas huacaya inseminadas
artificialmente con semen fresco colectado por el método poscopula a diferentes horas
post induccion de ovulacién en alpacas huacaya. Por ende, los conocimientos obtenidos
contribuirdn en la elaboracion y ejecucion de programas de mejoramiento genético en

productores alpaqueros del pais y producir reproductores de alto valor genético.
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2.4. Objetivos
2.4.1. Objetivo general

Evaluar la calidad seminal y bacteriologica del semen colectado por el método
poscépula, vagina artificial, electroeyaculacién y determinar la tasa de fertilidad en
alpacas huacaya inseminadas con semen fresco colectado por el método poscépula a

diferentes horas post induccion de la ovulacion.

2.4.2. Objetivos especificos

- Evaluar el volumen, color, concentracion espermatica, motilidad,
viabilidad, integridad de membrana plasmatica e integridad acrosomal de
semen colectado por los metodos poscopula, vagina artificial vy

electroeyaculacion.

- Aislar e identificar las bacterias a nivel del prepucio, vagina y del semen

colectado de los métodos poscépula, vagina artificial y electroeyaculacion.

- Determinar la fertilidad en alpacas huacaya inseminadas con semen fresco
colectado por el método poscopula a 24, 26, 28 y 30 horas post induccion

de la ovulacion.
2.5. Hipdtesis
2.5.1. Hipotesis general

La calidad seminal y bacteriologica del semen es variable segun los métodos de
coleccion poscopula, vagina artificial y electroeyaculacion; y la tasa de fertilidad de
las alpacas inseminadas con semen fresco de poscopula, variara de acuerdo a la hora

de inseminacion post induccién de la ovulacion.

2.5.2. Hipotesis especificas

- La calidad seminal en alpacas varia en volumen, color, concentracion
espermatica, motilidad, viabilidad, integridad de membrana plasmética e
integridad acrosomal del semen colectado por los métodos poscopula,

vagina artificial y electroeyaculacion.
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- En alpacas, las bacterias que se encuentran en el aparato reproductor del
macho y de la hembra y en semen colectado por los métodos poscopula,

vagina artificial y electro eyaculacion, varian en especies y concentracion.

- Lasalpacas huacaya inseminadas con semen fresco colectado por el método
poscopula a las 24, 26, 28 y 30 horas post induccion de la ovulacién,

presentan diferentes tasas de fertilidad.
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de estudio

La investigacion se realizd en las instalaciones del Centro Experimental La Raya de la
Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco, ubicado en el distrito de
Marangani, provincia de Canchis, regién Cusco a una altitud de 4070 a 5489 metros, entre
las coordenadas latitud sur 14°30” y longitud oeste 71°30°, a la altura del nevado
Chimboya que es parte de la cordillera del Nudo del Vilcanota, con presencia de
temperaturas extremas, frio intenso por las noches y radiacion solar alta por el dia, propias
de los andes peruanos, cuenta con paraderas de pastos naturales, bofedales, manantiales,
riachuelos y otros que son propios de la crianza de camélidos sudamericanos y unas 12
Has de pastos cultivados de rye gras ingles cercados con mallas de alambre,

infraestructura de laboratorios, galpdn de esquila y canchas de manejo de ganado.
3.2. Poblacién

En el Centro Experimental La Raya de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del
Cusco, cuenta con una extension de terreno aproximado de 6500 Has donde se realiza una
crianza extensiva de alpacas y llamas en praderas de pastos naturales de estrato alto y
bajo con presencia de bofedales, manantiales, asi mismo cuenta con unas 12 Has de pastos
cultivados, donde cuenta con una poblacién de 3450 alpacas huacaya y suri de las cuales
unas 2100 alpacas son hembras en estado reproductivo y 280 llamas K’ara y Ch’acu,
poblacion de alpacas suficiente para seleccionar las alpacas para el estudio de

investigacion.
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3.3. Muestra

Para realizar el estudio de investigacion cientifica, se selecciond al azar el 5% de la
poblacion del total de alpacas huacaya hembra en estado reproductivo y machos de plantel

del Centro Experimental La Raya de la UNSAAC Cusco y se distribuyé por sexo:

- Alpacas huacaya hembra: Los animales para la investigacion, se obtuvo de una
punta de alpacas huacaya de paricion con cria en pie, de las cuales se seleccion6 al
azar 100 hembras huacaya de 3 a 8 afios de edad aproximadamente, de condicion
corporal 3, sin problemas reproductivos, clinicamente sanas, con cria en pie y con

descanso post parto mayor o igual a 20 dias.

- Alpacas huacaya macho: Se selecciond al azar 20 alpacas huacaya machos de 4 a
8 afios de edad aproximadamente, del rebafio de la punta de alpacas y llamas
machos reproductores, previa evaluacion del aparato reproductor y sin signos de

enfermedades reproductivas.
3.4. Métodos de investigacion
- Toma de muestras y evaluacién de las variables macro y microscépicas del semen

El método utilizado fue de tipo experimental, se colectdé semen por los métodos
poscopula, electroeyaculacion y vagina artificial en alpacas huacaya y las variables
macroscopicas del semen colectado por los métodos de electroeyaculacion, vagina
artificial y poscopula se evaluaron en el Centro Experimental La Raya de la
Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco y las variables
microscopicas del semen colectados por los tres métodos mencionados
anteriormente, se evaluaron en el Laboratorio de Reproduccion Animal del Instituto
Veterinario de Investigaciones Tropicales y de Altura de la Estacion Marangani de
la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San

Marcos.
- Toma de muestras para analisis bacterioldgico

El método utilizado fue de tipo experimental, se tom6 muestras antes de realizar el
empadre con un hisopo estéril a nivel de las paredes del prepucio, vagina y del
semen colectado de los métodos poscépula, electroeyaculacién y vagina artificial y

se remitio las muestras en medios de transporte de Cary y Blair (Difco) para su
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aislamiento e identificacion de bacterias al Laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos.

- Inseminacion artificial con semen fresco

El método utilizado fue de tipo experimental, se insemino artificialmente a alpacas
huacaya hembras con semen fresco colectado por el método poscopula a las 24, 26,
28 y 30 horas post induccién de ovulacion con una hormona anéloga a la GnRh
(conceptase) en dosis de 1 ml, y la inseminacion artificial propiamente se realizd
mediante el método transcervical con una pipeta y con ayuda de un proctoscopio

con fuente de luz y el semen fresco diluido se deposito dentro del cuerpo del Utero.
3.5. Descripcién detallada de métodos por objetivos especificos

3.5.1. Métodos del objetivo de evaluar el volumen, color, concentracion
espermatica, motilidad, viabilidad, integridad de la membrana
plasmatica e integridad acrosomal de semen colectado por los métodos
poscopula, vagina artificial y electroeyaculacion.

a. Descripcion de variables analizadas
- Volumen de semen

Es la cantidad de semen colectado por eyaculado y es uno de los
parametros que se evalla y su medicion se realiza en mililitros del total
de semen colectado por diferentes métodos y no es un indicador del

numero de espermatozoides.
- Color del semen

Es la tonalidad del volumen del semen colectado, esto dependera del

método de coleccion, concentracion espermatica y del plasma seminal.
- Concentracion espermatica

Es el nimero de espermatozoides por mililitro de semen eyaculado o
colectado por diferentes métodos, el numero varia por especie,

frecuencia de monta y otros.
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- Motilidad espermatica

Es la velocidad en que se mueven los espermatozoides en el plasma

seminal o en un medio de dilucién en direccién recta.
- Viabilidad espermética

Este pardmetro mide el porcentaje de espermatozoides vivos en un

mililitro de semen.
- Integridad de la membrana plasmatica

Es uno de los pardmetros evaluados con mayor frecuencia durante el
analisis seminal de rutina y su determinacion es Util para predecir la
capacidad fecundante del espermatozoide, en términos de integridad

morfoldgica y funcional.
- Integridad acrosomal

Es un parametro que indica la capacidad fecundante de los

espermatozoides en el semen.
b. Descripcion de materiales
Instrumentos y materiales para la evaluacion del semen.
- Sistema CASA SCA®.
- Microscopio optico.
- Bafio maria en seco.
- Vortex.
- Calentador de cubre y porta objetos
- Portay cubre objetos.

- Tubos de ensayo de laboratorio.

Micropipetas.

Para el método de coleccion de semen por poscopula, se utilizo:
29
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Proctoscopios previamente esterilizados.

Tubo colector graduado.

Material de aseo.

10 alpacas hembras huacaya de 3 a 8 afios de edad aproximada.

10 alpacas machos huacaya de 4 a 8 afios de edad aproximada.

Para el método de coleccion de semen por vagina artificial, se utilizo:

02 maniquis de alpaca.

02 vaginas artificiales.

Fundas de latex recta y conica.

Tubo colector graduado.

Frazadilla eléctrica.

Hervidor de agua a electricidad.

Materiales de aseo.

10 alpacas machos huacaya de 4 a 8 afios de edad aproximada,

entrenados y acostumbrados a copular en vagina artificial.

Para el método de coleccion de semen por electroeyaculacion, se utilizo:

Equipo electroeyaculador con sus accesorios.

Ecografo portatil con transductor lineal de 7.5 MHz.

Tubo colector graduado.

Anestésico

Sedante.

Jeringas de 5y 10 ml.

Guantes quirdrgicos de latex.
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- Gel lubricador.

- Agua destilada.

- Materiales de aseo.

- 10 alpacas huacaya macho de 4 a 8 afios de edad aproximadamente.
c. Metodologia

Coleccion de semen por el método poscopula, las muestras de semen se
obtuvieron, de acuerdo a la técnica descrita por Alarcon et al. (2012), se
utilizo alpacas hembras adultas vacias clinicamente sanas y sexualmente
receptivas al macho. Cada hembra se empadrd naturalmente con un
macho, terminado la copula, se insertd un proctoscopio a nivel vaginal y
se colectd el semen sobrante, fluidos vaginales y uterinos que quedaron
dentro de la vagina y se depositd en un tubo colector de vidrio graduado y

se mantuvo a 37 °C hasta su evaluacion.

Coleccidn de semen por el método electroeyaculacién, para la coleccion

del semen, se realiz6 los siguientes pasos:

- Medicion de la distancia ano-prostata, se realizd con un ecografo
portatil con un transductor lineal de 7.5 MHz para determinar la
distancia ano-prostata de cada animal. Esta medicion es necesaria para
poder ubicar el vastago del electro eyaculador sobre la préstata

durante la extraccion del semen.

- Sedacion y anestesia general, se aplic a cada animal Ketamina 10%
(2.3 ml/100 kg/PV) y Xilazina 2% (1.4 ml/20 kg/PV) por via

endovenosa.

- Estimulacidn eléctrica, una vez anestesiado, el animal se colocé de
decubito lateral y previo lavado del prepucio con agua destilada a 37
°C. El vastago lubricado con gel, se introdujo cuidadosamente en el
recto, colocando los electrodos sobre la prdstata. Para realizar la
electro estimulacion, el voltaje se increment6 en 0.2 voltios desde 2

hasta los 14 voltios. El semen se colectd en tubos falcon, protegidos
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por una funda externa que mantuvo a una temperatura de 37 °C hasta

su evaluacion.

Coleccion de semen por el método vagina Artificial, se utiliz6 un maniqui
de alpaca en posicién de copula y se le colocé una vagina artificial adaptada
de ovino, que consta de un tubo de caucho de 21 cm de largo por 4 cm de
diametro, con una funda de latex recta y conica que termina adosada a un tubo
colector graduado. La vagina artificial contuvo aire a presion y agua a una
temperatura entre 38 a 40 °C cubierta con una frazadilla eléctrica a 40 °C de
temperatura, que permitié mantener a una temperatura constante la vagina
artificial. Terminada, la cdpula se retir6 cuidadosamente la vagina artificial
con el semen colectado y se mantuvo a una temperatura de 37 °C hasta su

evaluacion.
Evaluacion del semen

- Volumen. El volumen del semen colectado, se determiné a través de
la lectura visual, en tubos colectores esterilizados y medidos en

mililitros.

- Color. El color del semen colectado se determin0 paralelamente a la

evaluacioén del volumen, también a la lectura visual directa a trasluz.

- Concentracion espermatica. Se determind por el Sistema CASA
SCA®, se monté 10 ul de semen en una lamina portaobjetos

precalentada, cubriéndola con una laminilla de cubreobjetos.

- Motilidad. Se mont6 10 pl de semen en una lamina portaobjetos
precalentadas, cubriéndola con una laminilla cubreobjetos y se evalud
mediante el Sistema CASA SCA ®.

- Viabilidad. Se determind por el Sistema CASA SCA®.

- Integridad de membrana plasmatica. Se utilizo el test de endosmosis
(Hypo-Osmotic- Swelling test, HOST). Para esto, se incub6 25 pl de
la muestra en 500 ul de solucion hipoosmatica (100 mOsm) durante
60 minutos a 37 °C y luego se observd en 10 pl de la muestra al

microscopio. Un total de 200 espermatozoides fueron contados en
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varios campos del microscopio, donde los espermatozoides vivos con
colas dobladas e hinchadas fueron registrados como células positivas
a HOST.

- Integridad acrosomal. Se determin6 por medio de la tincion de
eosina-nigrosina en portaobjetos temperados a 37 °C y con la ayuda
de un microscopio Optico a 100x se evaluaron 200 espermatozoides

en varios campos del microscopio.
d. Analisis estadistico

Los datos de las variables como volumen, color, concentracion y
morfologia del eyaculado se analizaran mediante estadistica descriptiva de
tendencia central. Los porcentajes de motilidad, viabilidad, HOST+ e
integridad acrosomal; se analizaron empleando estadistica descriptiva para
verificar si existe diferencias estadisticas entre los promedios mediante
DCAy su respectivo andlisis de varianza, contrastado a través de la Prueba

multiple de significacion de duncan.

3.5.2. Métodos del objetivo de aislar e identificar las bacterias del prepucio,
vagina y del semen colectado de los métodos poscopula, vagina artificial
y electroeyaculacién

a. Descripcion de variables analizadas
- Bacterias

Son microorganismos que pueden tener diferentes formas, pueden ser
esféricas, alargadas o espirales. Son células procariotas sin nicleo

definido y células eucariotas con nucleo definido.
- Prepucio

Es el pliegue de piel que cubre el extremo del pene en camélidos es la
porcion que se separa a partir del afio de edad (adherencia pene-

prepucial).

- Vagina
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Es el drgano reproductor de la hembra, de forma de tubo muscular
revestido de membranas mucosa, que conecta el Utero con el exterior

del cuerpo, que recepcion el pene del macho durante la cépula.
- Semen

Fluido viscoso que contiene los espermatozoides y el plasma seminal
de las glandulas accesorias y del testiculo, que es expulsado durante la

cépula del macho.
- Meétodos de coleccion de semen

Son métodos que permiten colectar el semen del macho artificialmente,
pueden ser el método poscopula, electroeyaculacion, vagina artificial y

otros.
b. Descripcion de materiales

Se utilizd los mismos equipos y materiales de coleccion de semen del

experimento del objetivo 1y se incluyo:
- Hisopos estériles.
- Medios de transporte de Cary y Blair (Difco).
- Recipiente de espuma de poliestireno.
- Hielo seco.
- Material de aseo.
- Guantes quirurgicos.
- Bolsas de pléstico.
c. Metodologia

Toma de muestras, las muestras para la investigacion de aislamiento e
identificacién bacterioldgica se obtuvieron por contacto directo con un

hisopo estéril de las paredes de los 6rganos del prepucio y vagina e
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inmersion directa con el semen colectado en un tubo colector graduado de

vidrio y se detalla de la siguiente forma:

- Prepucio, se realizo el hisopado de la superficie del prepucio de 5
machos previos a la monta natural y se colocd en el medio de

transporte de Cary y Blair (Difco).

- Vagina, previa una adecuada asepsia de alrededores y labios
vaginales, se realiz6 el hisopado a nivel de la porcion media del
interior de la vagina de 5 alpacas hembras, esto previos al empadre,
para ello se utilizd un proctoscopio estéril para acceder a la porcion
media vaginal y se colocé en el medio de transporte de Cary y Blair
(Difco).

- Semen colectado de los métodos poscépula, vagina artificial y
electroeyaculacion, con un hisopo estéril, se tom6 por contacto
directo con el semen colectado de los tres métodos de coleccién y se

colocd en el medio de transporte de Cary y Blair (Difco).

Las muestras fueron remitidos al laboratorio dentro de un recipiente de

espuma de poliestireno con hielo.

Anélisis bacteriol6gico, las muestras obtenidas en campo, se enviaron en
un medio de transporte de Cary y Blair (Difco) en recipientes de espuma
de poliestireno con hielo, via aérea al Laboratorio de Microbiologia y
Parasitologia Veterinaria de la Facultad de Medicina Veterinaria de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos, donde el personal encargado
del laboratorio procedieron a realizar el cultivo de las muestras remitidas
en Agar sangre y Agar MacConkey, en aerobiosis y anaerobiosis con el
uso de generadores de anaerobiosis de Anaerocult®, por 24 a 72 horas a
37 °C, para la identificacion bacteriana del genero y especie se utilizo
pruebas bioquimicas y el Manual Bergey. Luego, se realiz6 el sembrado
de las colonias obtenidas en medios diferenciales bioquimicos y para el
recuento bacteriano se emplearon diluciones de 10 hasta 10°. Para el
recuento bacteriano de mesofilos se empled PCA (Plate count agar) y para

el recuento de coliformes el Agar VRB (Violeta cristal-rojo neutro-bilis-
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lactosa), en las cuales se inoculé tomando un volumen de un 1 ml, de cada

dilucion.
d. Analisis estadistico

El andlisis estadistico, se realizé aplicando un analisis de estadistica
descriptiva de tendencia central.

3.5.3. Métodos del objetivo de determinar la fertilidad en alpacas huacaya
inseminadas con semen fresco colectado por el método poscopula a 24,

26, 28 y 30 horas post induccién de la ovulacion
a. Descripcion de variables analizadas
- Fertilidad

Es la unidn de un 6vulo y un espermatozoide, que ocurre generalmente
en los oviductos uterinos, el resultado de esta unidon genera la
produccion de una célula llamada también huevo o cigoto a partir de
ello, inicia el desarrollo de un embrién. Asi mismo, la nominacién es

en porcentaje, cuando se requiere evaluar a un grupo de animales.
- Inseminacion artificial con semen fresco

Es el proceso de la inseminacion artificial a una alpaca hembra previa
induccién de ovulacion, con semen inmediatamente colectado y
diluido.

b. Descripcion de materiales

Se utiliz6 los mismos equipos y materiales de coleccion de semen del

experimento del objetivo 1y se incluyo:

Fuente de luz acoplable al proctoscopio.
- Pipetas para inseminacion.
- Fundas para cubrir las pipetas de inseminacion.

- Funda para cubrir de los rayos del sol y mantener la pipeta de
inseminacidn a una temperatura constante.
36
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Semen fresco diluido.

Hormona anéloga a la GnRH (Conceptase).

Jeringas de 10 ml.

Materiales de sujecién para alpacas
c. Metodologia

Coleccion de semen, se realizé mediante el método de coleccion de semen
poscépula; para lo cual, se seleccionaron alpacas hembras huacaya adultas
con cria en pie, con descanso de > 20 dias post parto, clinicamente sanas y
sexualmente receptivas al macho. Las alpacas hembra se empadraron con
machos también previamente seleccionados, por un tiempo minimo de 10
minutos, terminada la copula, se introdujo un proctoscopio via vaginal y
se levantd a la hembra por la parte anterior para crear una inclinacion y se
procedio a colectar por gradiente de inclinacién el semen que quedo a nivel
vaginal conjuntamente con fluidos vaginales y uterinos, presentes en el
interior de la vagina, a un tubo colector de vidrio graduado y fue mantenido

a una temperatura constante de 37 °C.

Andlisis de la calidad seminal, realizada la coleccién del semen, se
evalud el volumen, color, concentracién espermatica y motilidad, para
determinar la calidad del semen y determinar la cantidad de dilutor a

utilizar.

Dilucion del semen fresco, para determinar la utilizacion del semen, se
tomo en consideracion, que el volumen colectado sea > 1ml, motilidad >
65%, color (blanco lechoso o rojo claro) y procedié a la dilucion, en una
solucion compuesta por 0.3 M Tris, 27.75 mM glucosa, 94.7 mM &cido
citrico, tilosina 0.1 mg/ml, gentamicina 0.5 mg/ml y lincomicina 1.8
mg/ml (Garcia et al., 2017). Asimismo, se le afiadié yema de huevo fresco
de codorniz a una concentracion del 20% y fue mantenida en un bafio
maria seco a una temperatura constante de 37 °C hasta el momento de la

inseminacion artificial.
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Inseminacion artificial en alpacas, un dia antes de la inseminacion
artificial, las hembras seleccionadas fueron ecografiadas via transrectal,
para evaluar la funcionalidad del Utero, ovarios y la presencia de foliculos
pre-ovulatorios > 7 mm, a las hembras, que a la evaluacion mostraron un
buen estado reproductivo y con presencia de un foliculo pre-ovulatorio, se
las procedid a inducir la ovulacion via hormonal, con la administracion
intra muscular (IM) de 1 ml de un andlogo de GnRH (0.0042 mg de acetato
de buserelina), tomando nota de la hora y dia de la aplicacion hormonal

para su posterior inseminacion.

La inseminacion artificial con semen fresco propiamente se realizé en cada

uno de los siguientes tratamientos:

T1 (n = 20 alpacas hembra huacaya): Inseminacion artificial a las 24

horas post induccion de ovulacion.

- T2 (n = 20 alpacas hembra huacaya): Inseminacion artificial a las 26

horas post induccién de ovulacion.

- T3 (n = 20 alpacas hembra huacaya): Inseminacion artificial a las 28

horas post induccién de ovulacion.

- T4 (n = 20 alpacas hembra huacaya): Inseminacion artificial a las 30

horas post induccion de ovulacion.

Las hembras fueron inseminadas artificialmente via intrauterina, la pipeta
de inseminacion se cargd con 1 ml de semen fresco diluido, con una
concentracion aproximada de 20 x 10%/ml de espermatozoides viables, por
alpaca hembra.

Posterior a la inseminacion artificial, las alpacas fueron mantenidas en
corrales con pastos naturales y cultivados por un periodo de 30 dias post
inseminacion artificial hasta la evaluacion del diagnéstico de fertilidad,
luego las alpacas retornaron a su majada anterior conjuntamente con sus

crias.

Diagnéstico de fertilidad, el diagndstico de fertilidad de las alpacas

huacaya inseminadas artificialmente, se las evalué a los 30 dias post
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inseminacion artificial mediante ecografia via transrectal y se realizo en
un ambiente adecuado con instalaciones para una adecuada sujecion, se

evaluo la presencia del embrion implantado para determinar la prefiez.

d. Andlisis estadistico

Se aplico un analisis de estadistica de tendencia central y para evaluar la

fertilidad se emple6 la prueba de Chi cuadrado.

2 2 (0; —e;)?
X = —_—
€

Donde:
0i representa a cada frecuencia observada.

ei representa a cada frecuencia esperada.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Calidad seminal

Se realizd los analisis para determinar las variables macroscépicas y microscopicas de los
pardmetros reproductivos del semen fresco colectados por los métodos de
electroeyaculacion, vagina artificial y poscopula, las variables macroscépicas del semen
se determinaron a través de métodos convencionales y los parametros seminales
microscopicas se determino por el Sistema CASA SCA®, los resultados se muestran en
la Tabla 4.

De las variables en estudio, del semen colectado por el método poscopula, presentan
mayor porcentaje en viabilidad, HOST+ e integridad acrosomal con diferencias
significativas (p < 0.05) en comparacion al semen colectado por vagina artificial y
electroeyaculacion y sin diferencias significativas en porcentaje de motilidad, esto debido
a que el semen obtenido por el método poscdpula es de menor viscosidad, semi diluido y
con presencia de fluidos vaginales y uterinos que posiblemente cumplan la funcion de
proteger al espermatozoide en el utero y los espermatozoides puedan llegar a la unién
Uterotubal en el momento oportuno de la ovulacién, y poder realizar una fecundacion
exitosa (Garcia y Alarcon, 2019; Hafez y Hafez, 2002). En cuanto, a la motilidad del
semen colectado por el método de vagina artificial resultdé ser menor en comparacion al
75.2% y 69% de motilidad reportados en dos investigaciones por Bravo et al., (1997) y
Bravo y Alarcon (2013) respectivamente, este menor porcentaje pueda deberse, porque
la evaluacion fue hecha manualmente con un microscopio optico a 40X y respecto a la
motilidad del semen colectado por el método poscopula es similar a los reportados en dos
estudios de investigacion realizados en alpacas (Bravo y Alarcon, 2013; Garciay Alarcon,

2019). En cuanto, a la vitalidad y HOST+, Bravo et al. (1997); Bravo y Alarcon, (2013)
40
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y Garcia y Alarcon, (2019) reportan valores menores a los resultados obtenidos.

Tabla 4

Caracteristicas de las variables macro y microscépicas del semen fresco colectados por

los métodos poscépula, vagina artificial y electroeyaculacion

Variables n Poscopula Va.g?n.a Electroeyaculacion
Artificial

Motilidad total (%) 5 69.12+2.3 62.5°+10.4 59.1°+1.0
Viabilidad (%) 5 828%+13 71.4°+35 62.0¢+1.2
HOST+ (%) 5 779%+13 67.00+1.7 59.7¢+1.2
Integridad acrosomal
%) 85.22+ 1.3 79.8°+3.0 84.22+2.3
Concentracion (10%ml) 5  78.5°+15.1 89.92+17.8 62.5°+20.5
Volumen (ml) 5 29+18 1.5+0.9 1.6+0.6
Consistencia (%)

Viscosa 10 85 30

Poco viscosa 90 15 70
Color (%)

Blanco lechoso 13.6 64.6 22.2

Blanco cristalino 4.6 354 77.8

Rojo claro 65.9

Rojo oscuro 15.9

a syperindices diferentes dentro de filas indican diferencia significativa (p<0.05)

Respecto a la concentracion (10%ml), existe diferencia significativa (p < 0.05) entre los

valores de las concentraciones del semen de los tres métodos de coleccion, donde el

semen colectado por vagina artificial presenta mayor concentracion de espermatozoides,

41

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesi
I



UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO TESIS EPG UNA - PUNO

Repositorio Institucional

seguido por las concentraciones de semen colectado por los métodos de poscépula y
electroeyaculacion; esto debido a que el semen de vagina artificial se encuentra en su
totalidad de un eyaculado sin contaminacion y el semen procedente de electroeyaculacién
es muy variable puesto que en algunos casos presenta mayor concentracion y en la
mayoria de las colecciones son de menor concentracion, mientras que el semen colectado
por el método de poscOpula también es de menor concentracion, puesto que es un semen
semi diluido con presencia de fluidos vaginales y uterinos, asi mismo, el semen colectado
es incompleto, porque solo se colecta pequefia cantidad de semen que eyaculo a nivel
vaginal (Alarcon et al., 2012; Garcia et al., 2017). Los valores de concentracion obtenidos
(10%ml) 78.5 en semen colectado de poscopula, es similar a los valores reportados de
(10%ml) 75.20 (Bravo y Alarcon, 2013) y (10%ml) 73.8 (Garcia y Alarcon, 2019).
Mientras, la concentracion del semen colectado por vagina artificial (10%/ml) 89.9 + 17.8
es mayor en comparacion a los reportados en otros estudios en alpacas (10%/ml) 17.6
(Flores et al., 2002), (108/ml) 56.2 (Bravo et al., 1997) y (10%ml) 80.34 (Bravo y Alarcon,
2013), esta diferencia pueda deberse a la frecuencia y método de coleccién de semen.

En la mayoria de las colectas, se obtuvo mayor volumen de semen colectado por el
método poscdpula, sequido por los métodos de electroeyaculacion y vagina artificial, esto
debido a que el semen colectado por el método poscépula presenta adicionalmente sangre,
fluidos vaginales y fluidos uterinos. Asi mismo, Garcia y Alarcon (2019) reportan en
semen obtenido por el método poscopula, valores similares de 2.8 £ 1.1 ml, mientras
Bravo y Alarcon (2013) reportan valores mayores de 3.6 £ 1.3 ml esto debido que es el
promedio de semen colectado de alpaca y llama. Mientras en semen colectado por vagina
artificial reportan valores de 1.4 a 1.8 ml (Bravo et al., 1997; Bravo y Alarcon, 2013;
Flores et al., 2002; Garnica et al., 1993) siendo similar al volumen de semen colectados
en la presente investigacion, puesto que se encuentra dentro de ese rango, este rango de
variacion pueda deberse a la frecuencia de uso de los machos en empadre natural, como

también a la frecuencia de colectas de semen realizados.

A la evaluacion, el semen colectado por el método de vagina artificial resulto ser muy
viscoso, debido a la presencia fluidos mucopolisacaridos de las glandulas anexas
bulbouretrales y prostata, que le confiere la alta viscosidad caracteristica del semen de
camélidos sudamericanos, seguido por el semen colectado por electroeyaculacion que fue
menos viscoso pero muy variable de un macho a otro y el semen colectado por el método

poscopula fue en todas las colectas de menor viscosidad en comparacion al semen
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colectado por los métodos de vagina artificial y electroeyaculacion. En otros estudios de
investigacion en camélidos sudamericanos, reportan, que el semen colectado por el
método de vagina artificial también resulto ser muy viscoso, similar al resultado obtenido
en la presente investigacion (Bravo et al., 1997; Bravo y Alarcon, 2013; Flores et al.,
2002; Garnica et al., 1993) y en dos estudios en alpacas, reportan que el semen colectado
por el método poscopula es ligeramente viscoso (Bravo y Alarcon, 2013; Sumar y Garcia,
1986), que es similar al resultado obtenido, que nos indica que el semen obtenido por el

método poscopula, es manejable para la evaluacién y dilucion correspondiente.

Respecto al color, el semen colectado por el método poscépula fue de una tonalidad de
color rojo claro a rojo oscuro esto por la presencia de globulos rojos de la sangre que esta
presente en el semen por la friccién constante del pene con las paredes endometriales de
la vagina y utero, mientras el semen colectado por el método de vagina artificial fue
mayormente de color blanco lechoso y el semen obtenido del método de
electroeyaculacion fue de un color blanco cristalino, esto debido a la menor cantidad de
fluidos de las glandulas accesorias. Los reportes de color de semen colectados por el
método de vagina artificial van desde blanco cristalino a blanco lechoso (Bravo et al.,
1997; Bravo y Alarcon, 2013; Flores etal., 2002 y Garnica et al., 1993) igual a los
resultados de esta investigacion, esto debido a la mayor concentracion de
espermatozoides presentes en el colectado de semen. Asi mismo, el color del semen
colectado por el método poscépula reportan que es de un color rojizo (Bravo y Alarcon,
2013) y rojo claro (Garcia y Alarcén, 2019) y en la presente investigacion, el semen
colectado por el método poscdpula se observo que el 65.9% fue de color rojo oscuro, que
indica que es por la alta presencia de glébulos rojos de la sangre contaminante en el semen
y en menor porcentaje de color rojo claro y blanco lechoso, esto debido a que hay poca
presencia de sangre en las colectas de semen, que nos indica que no siempre se presenta

sangrado de las paredes vaginales o uterinos de las hembras durante la cépula.

4.2. Aislamiento e identificacion bacteriana a nivel del prepucio, vagina y semen

colectado por los métodos electroeyaculacion, vagina artificial y poscopula

Se realizo el aislamiento e identificacion de las bacterias residentes a nivel del prepucio,
vagina y del semen colectados de los métodos de electroeyaculacion, vagina artificial y
poscépula, se evalud las muestras en medios de cultivo en laboratorio de microbiologia y

bacteriologia, los resultados obtenidos se presentan en las tablas 5, 6 y 7.
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A nivel del prepucio, se aislaron 07 bacterias: Escherichia coli, Enterobacter sp,
Staphylococcus sp y Corynebacterium sp, Klebsiella oxitoca, Citrobacter sp vy
Streptoccus sp; en vagina se aislaron 07 bacterias Escherichia coli, Enterobacter sp,
Staphylococcus sp, Streptococcus sp, Corynebacterium sp, Bacillus sp y Providencia sp
y bacterias en comun al prepucio y vagina se aislaron 05 bacterias Escherichia coli,
Enterobacter sp. y Staphylococcus sp, Streptococcus sp y Corynebacterium sp. que se
podrian considerar como bacterias residentes comunes de estos dos 6rganos; ademas, se
aislaron en vagina 02 bacterias Bacillus sp y Providencia sp. Esto, nos indica que en
ambos Organos hay presencia de bacterias residentes, que se debe tener en cuenta durante
la coleccion de semen y época de empadre, para controlar o bajar la carga bacteriana y

evitar transmision de enfermedades reproductivas.

Tabla 5
Bacterias identificadas a nivel del prepucio y vagina de alpacas
Bacterias prepucio vagina

Escherichia coli ++ +++
Enterobacter sp. ++ ++
Staphylococcus sp. ++ +
Klebsiella oxitoca + -
Citrobacter sp. + -
Streptococcus sp. + +
Corynebacterium sp. ++ +
Bacillus sp. - +
Providencia sp. - +

+++: Severo

++ : Moderado

+ Leve

Pacheco et al. (2022) en un estudio en alpacas, reportan las mismas bacterias encontradas
a nivel del prepucio y con mayor carga bacteriana, en comparacion al presente estudio;

también reportan la presencia del hongo Aspergillus fumigatus, esta similitud permite
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deducir que estas 07 bacterias son residentes del prepucio de alpacas.

De las 07 bacterias aisladas de la vagina de alpaca en la presente investigacion, 06
bacterias son iguales a los reportados y descritos en alpacas por, Pacheco et al. (2022) y
solo el Streptococcus sp. no reportan dichos autores, tal similitud permite deducir que son
bacterias residentes de la vagina en alpacas. También, en llamas Jimenez (2016) reporta
la presencia de 13 bacterias de los cuales 06 bacterias son similares a lo reportado por
dicho autor y solo el Corynebacterium sp. no es reportado; se deduce, que las bacterias

residentes de vagina de alpacas también estan presentes en llamas.

En llamas, las bacterias encontradas a nivel vaginal a excepcion de la bacteria Citrobacter
sp, se identificaron solo 03 bacterias, de los 4 descritos por Jimenez (2016) y 3 bacterias,
de los 10 descritos por Jarvinen y Kinyon (2010), estos autores reportan mayor ndmero
de bacterias a los obtenidos en la presente investigacion, esta diferencia se deberia a la
especie animal y a la menor altitud en que se crian las llamas y al tipo de pastura que

comen en comparacion a las alpacas que se crian a mayor altitud.

Tabla 6
Bacterias identificadas en semen de alpaca colectados por los métodos

electroeyaculacion, poscopula y vagina artificial

Bacterias Electroeyaculacion  Poscépula Vagina Artificial
Streptococcus sp. + ++ +
Staphylococcus sp. ++ + +
Escherichia coli + ++ -
Nocardia sp. + - -
Bacillus Sp. + + +
Micrococcus sp. - - +

+++: Severo
++ : Moderado

+ :Leve

En las muestras de semen obtenidos por el método de electoeyaculacion, se aislaron 05
bacterias, a pesar que se dice, que es una técnica limpia donde previo a la coleccion se

lava y desinfecta los alrededores del pene y prepucio y la carga bacteriana fue similar a
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los del semen colectados por los métodos de poscépula y vagina artificial. La carga
bacteriana del semen colectado por vagina artificial, puede contaminarse adicionalmente,
porque el macho entra en contacto con el maniqui que se encuentra en posicion de copula
de alpaca, en contacto con el suelo y pasto. En el semen colectado por el método de
poscopula se esperaba encontrar mayor carga bacteriana, porque el semen se colecta
después de terminado la copula, donde la muestra obtenida es la suma del semen, fluidos
vaginales, fluidos uterinos y contaminantes externos, arrastrados por el pene, puesto que
la cdpula en camélidos tiene una duracion de varios minutos y durante el proceso, el pene
del macho busca la entrada de la vagina y se expone al suelo y a la fibra sucia de la alpaca

hembra.

En un estudio en llamas, aislaron bacterias del semen obtenidos por los métodos de
electroeyaculacion y vagina artificial ademas de las bacterias Staphylococcus sp,
Escherichia coli, Streptococcus sp y Bacillus sp, encontrados en la presente investigacion
aislaron bacterias como Proteus sp, Enterococcus sp, Gardnerella sp, Klebsiella sp,
Enterobacter sp, Morganella sp, Serratia sp (Pezo et al., 2021), esta mayor cantidad de
bacterias reportadas pueda deberse a la especie animal. Asi mismo, en un estudio en
alpacas huacaya, en semen colectados por los métodos de electroeyaculacion, vagina
artificial y poscopula, reportan similares bacterias a los encontrados en la presente
investigacion (Pacheco et al., 2022), esto permite concluir que las bacterias encontradas
en presente estudio, son bacterias residentes de las alpacas y debe tomarse en

consideracién en los trabajos de biotecnologia reproductiva.

En el semen obtenido por el método de poscopula, donde las bacterias presentes
provienen tanto del macho como de la hembra, se aislaron las bacterias Streptococcus sp.,
Staphylococcus sp., Escherichia coli y Bacillus sp., que son comunes en tractos
reproductivos de machos y hembras en ovinos y vacunos (Swartz et al., 2014), en equinos
(Clément et al., 1995) y en camélidos (Jimenez, 2016; Mshelia et al., 2014; Pacheco
et al., 2022; Pezo et al., 2021), se deduce que hay presencia de varias bacterias residentes

comunes en diferentes especies domesticas.

En semen de alpacas colectados por el método de vagina artificial se aislaron las bacterias
Streptococcus, Staphylococcus, Bacillus y Micrococcus, y en otro estudio en alpacas se
aislaron las mismas bacterias, pero con diferente carga bacteriana (Pacheco et al., 2022)

y en un estudio en llamas, ademas de estas cuatro bacterias aislaron Proteus sp,
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Enterococcus sp, Gardnerella sp, Klebsiella sp, Enterobacter sp y Morganella sp. (Pezo
et al., 2021), esta mayor carga bacteriana se deberia a la especie animal y que su habitad
natural se encuentra a menores altitudes en comparacion a la alpaca. En ovinos también,
reportan presencia de carga bacteriana en semen colectados por el método de vagina
artificial (Ahmed et al., 2017; Yéniz et al., 2010) y en vacunos (Meena et al., 2015), Por
ello, es necesario realizar una adecuada asepsia de los alrededores del pene y prepucio
para casos de coleccién de semen en programas de inseminacion artificial, fertilizacion
in vitro y otros, por que reduciria significativamente la carga bacteria en semen colectado
(Rasool et al., 2018). Asi mismo, alta carga bacteriana afecta la viabilidad espermatica y
por lo tanto, la calidad seminal (Yaniz et al., 2010). Se deduce, que el semen colectado
por los tres métodos en estudio, siempre habré presencia de carga bacteriana y que se
debe tomar en consideracion para utilizar los antibioticos especificos durante la dilucion

del semen de alpaca.

Tabla 7
Determinacion cuantitativa de la presencia de unidades formadoras de colonias
(UFC/ul) en semen de alpaca colectadas por los métodos electroeyaculacion, poscopula

y vagina artificial

Bacterias mesofilas Bacterias coliformes
Método de coleccidn (UFC/ul) (UFC/ul)
Promedio Rango Promedio Rango
Electroeyaculacion 13.7x10*  2x10°-3x10° 2.37x10* 1x10% — 8x10*
Poscopula 2.93x10*  6x10°-5x10* 2.83x10° 1x10%- 6x10°
Vagina artificial 2.41x10*  7x102-6x10* 2.59x10* 4x10?— 2x10*

La cantidad de bacterias mesofilas, es mayor en las muestras de semen colectados por el
método de electroeyaculacion, seguido por poscopula y vagina artificial, este resultado
pueda deberse a la mayor manipulacion del pene y prepucio antes y durante la coleccion
de semen; pero en las bacterias coliformes, la carga bacteriana fue similar en los tres
métodos de coleccion. Se esperaba, menor carga bacteriana en semen colectado por el
método electroeyaculacion, porque antes de la coleccion se realiza la asepsia de
alrededores del pene y prepucio, ademéas el macho no entra en contacto con la hembra; en

comparacién a los otros dos métodos, donde el macho realiza la copula, en vagina
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artificial con un maniqui y en poscépula con una hembra receptiva y que previa a la
monta, el pene entra en contacto con la fibra, alrededores de la vulva y vagina donde
pueda arrastrar bacterias durante el proceso de la copula.

En ovinos, las cantidades reportadas en bacterias meséfilas y coliformes son mayores a
los reportados en el presente estudio (Yaniz et al., 2010), esto pueda deberse a la especie
animal y al lugar de pastoreo o crianza. En semen de porcinos se reportd cantidades
inferiores, con un rango de 1x10! a 3x10° UFC/mL™? (Bennemann et al., 2018). En
alpacas, Pacheco et al. (2022) reportan mayor cantidad de bacterias en comparacion a la

presente investigacion.

Los resultados demuestran, la presencia de bacterias mesoéfilas y coliformes en el semen
colectado en los tres métodos, con variacion en la carga bacteriana y se deduce que hay
presencia de bacterias residentes en el aparato reproductor del macho y de la hembra en

alpacas.
4.3. Tasa de fertilidad en alpacas

La determinacion de la fertilidad en alpacas huacaya inseminadas artificialmente con
semen fresco colectados por el método poscépula a 24, 26, 28 y 30 horas post induccién

de la ovulacién, se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8
Tasa de fertilidad en alpacas huacaya por inseminacién artificial con semen fresco

colectado por el método poscopula

Inseminacion artificial post induccidn de ovulacion

Condicion
24 h 26 h 28 h 30h
de Prenez
n % n % n % n %
P 9 452 10 502 7 35P 6 30P
V 11 552 10 50? 13 65° 14 70P
Total 20 100 20 100 20 100 20 100
P = Prefiada
V = Vacia
h = hora
n = néimero

Los resultados de fertilidad, es independiente de la hora de inseminacién artificial post
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induccion de ovulacion, la mayor tasa de fertilidad se alcanzd a las 26 horas post
induccion de ovulacién, 50% seguido de 45, 35 y 30% a las 24, 28 y 30 horas post
induccion de ovulacion respectivamente, existiendo diferencia significativa (p < 0.05) de
los resultados a las 28 y 30 horas post induccidon, siendo la hora mas adecuada para

realizar la inseminacion artificial a las 26 horas post induccién de ovulacion.

En un estudio de inseminacion artificial en alpacas con semen congelado procedente de
los conductos deferentes, reportan tasas de fertilidad de 0, 15.78 y 25% inseminadas a las
24, 26 y 30 horas post induccion de ovulacion respectivamente, en comparacion con los
resultados del presente estudio, son porcentajes menores, esto pueda deberse a que
utilizaron semen descongelado que aun no esta definido la técnica de congelacion y
descongelacion, como también se utilizé solo espermatozoides mas el dilutor sin la
presencia de fluidos de las glandulas anexas y el porcentaje mas alto se dio a las 30 horas
post induccion (Pacheco et al., 2009). En otro estudio, de inseminacién artificial en
alpacas con semen refrigerado colectados por el método de vagina artificial, reportan
resultados de 16.6, 38.8 y 27.7% de prefiez, inseminadas a las 26, 28 y 30 horas post
induccidn de ovulacion respectivamente, donde los porcentajes de fertilidad son menores
a los obtenidos en la presente investigacion y el porcentaje de prefiez mas alto se dio a las
28 horas post induccion de ovulacion y que es similar al resultado obtenido también a
dicha hora de inseminacién (Gonzales et al., 2011), este menor porcentaje de fertilidad
pueda deberse a que se insemind con semen refrigerado colectado en vagina artificial que

presenta dificultades durante la dilucion por su alta viscosidad.

En Ilamas, en un estudio de inseminacion artificial con semen fresco colectado por el
método de vagina artificial, se obtuvo el 40% de fertilidad cuando se insemino a las 24
horas post induccion de la ovulacion (Aller et al., 2003), dicho resultado es similar al
obtenido en el presente estudio de 45% de fertilidad en alpacas inseminadas a las 24 horas

post induccion de ovulacion.

Murillo (2018) en un estudio de inseminacion artificial en alpacas, con semen fresco
colectado por el método poscopula reporta 53.33% de fertilidad a las 28 horas post
induccion de ovulacion, es mayor a lo obtenido en el presente estudio. Bravo y Alarcon
(2013) reportan resultados de 25, 68.75 y 81.25% de fertilidad inseminadas a las 26, 28,
y 36 horas post induccion de ovulacion respectivamente, siendo las tasas de fertilidad

superiores a los obtenidos en el estudio, crea duda dichos resultados en alpacas, porque
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aun hay dificultades en el manejo del semen y la inseminacion artificial, pueda que no
hayan realizado un buen diagndstico de prefiez. Garcia et al, (2017); Garcia y Alarcon,
(2019) reportaron en dos estudios de inseminacion artificial en alpacas, con semen
colectado por el método poscdpula e inseminadas entre las 26 a 30 horas post induccion
de ovulacion y obtuvieron una tasa de fertilidad de 50% y 50.5% en ambos articulos,
resultados similares obtenidos a las 26 horas de inseminacidn post induccion de ovulacion
en el presente estudio, que no es posible comparar la hora de inseminacion, porque los

realizaron dentro un rango de dichas horas.
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CONCLUSIONES

El semen colectado por los métodos de poscdpula, vagina artificial y electroeyaculacién
se encontraron diferencias en cuanto a las variables de motilidad, viabilidad, HOST+,

integridad acrosomal, concentracion, volumen, viscosidad y color.

En el prepucio, vagina y en el semen colectado de los tres métodos, se aislaron bacterias
mesofilas y coliformes, no existiendo igualdad de bacterias ni carga bacteriana y se

consideran como bacterias residentes.

La hora 6ptima para inseminar artificialmente con semen fresco de postcépula y alcanzar

tasas de fertilidad superiores al 50% es a las 26 horas post induccién de ovulacion.
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RECOMENDACIONES

Utilizar los protocolos de la presente investigacion en la evaluacidn del semen de alpacas

para evaluar parametros seminales.

Realizar mas estudios, con mayor nimero de animales para conocer y estandarizar los
valores normales de residenciay probar antibi6ticos especificos para las bacterias aisladas
y utilizarlos en el proceso de la dilucion del semen vy si es factible llegar a congelar y

descongelar semen.

Validar la técnica de inseminacion artificial en alpacas con semen fresco colectados por
el método poscopula e inseminar a las 26 horas post induccién de ovulacién, en
comunidades alpaqueras y en hatos de pequefios, medianos y grandes productores de

camélidos sudamericanos, en condiciones propias de la crianza de alpacas.
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ANEXOS

Anexo 1

Identificacion de bacterias aerobias del prepucio de alpacas huacaya

“Afio de la universalizacion de la salud”
UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Universidad del Peri, Decana de América
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA VETERINARIA

SECCION DE BACTERIOLOGIA Y MICOLOGIA

N° CASO 319-20
REMITENTE/ PROCEDENCIA Wilber Garcia / IVITA Marangani
MUESTRA Hisopado prepucial
ESPECIE Alpacas
N° MUESTRAS/ANIMALES 06/06
ANALISIS SOLICITADO Cultivo e identificacién de bacterias aerobias
FECHA DE RECEPCION 20/02/20
RESULTADOS
Bacterias:
MUESTRA INTERPRETACION
Klebsiella oxytoca
Alpaca macho N° 1 Enterobacter sp.

Corynebacterium sp.
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@ Bacterias:
S MUESTRA INTERPRETACION
% Staphylococcus sp.
= Alpaca macho N° 2 Enterobacter sp.
E— Escherichia coli
=
Py
2 Bacterias:
E MUESTRA INTERPRETACION
§ Staphylococcus sp.
g Alpaca macho N° 3 Corynebacterium sp.
Bacterias:
MUESTRA INTERPRETACION
B Escherichia coli
Alpaca macho N* 4 Staphylococcus sp.

*Se observo también crecimiento de levaduras inespecificas.

Bacterias:
MUESTRA INTERPRETACION
Alpaca macho N° 5 Citrobacter sp.
Streptococcus sp.

San Borja, 11 de agosto del 2020.

E-mail: bacteri

Av. Circunvalacion 2800 — S

Dra. Sonia Calle Espinoza
Responsable de la Seccion
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Anexo 2

Identificacion de bacterias aerobias de vagina de alpacas huacaya

“Afo de la universalizacion de la salud”
UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS

Universidad del Perti, Decana de América
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA VETERINARIA

SECCION DE BACTERIOLOGIA Y MICOLOGIA

N° CASO 319-20
REMITENTE/ PROCEDENCIA | Wilber Garcia / IVITA Marangani
MUESTRA Hisopado de conducto vaginal
ESPECIE Alpacas
N°® MUESTRAS/ANIMALES 06/06
o ANALISIS SOLICITADO Cultivo e identificacion de bacterias aerobias
§ FECHA DE RECEPCION 20/02/20
it
§ RESULTADOS
<T
§ §- Bacterias:
% 8 MUESTRA INTERPRETACION
v E
X £ Alpaca hembra N° 1 Escherichia coli
s
8
IS Bacterias:
= -
§ 3:3 MUESTRA INTERPRETACION
(1]
E = Alpaca hembra N° 2 Escherichia coli
§ ;S_ Bacterias:
gf < MUESTRA INTERPRETACION
M8 Staphylococcus sp
L 3 Alpaca hembra N° 3 Py oo
@3 Corynebacterium sp.
% §
& E Bacterias:
ok @?, MUESTRA INTERPRETACION
o =
@ E o Escherichia coli
§ o Alpaca hembra N° 4 Enterobacter sp.
| 3
% 3 Bacterias:
5 E MUESTRA INTERPRETACION
§ i Enterobacter sp.
2 Alpaca hembra N° 5 Providencia sp.
5 Streptococcus sp.
=]
> =
=4 Bacterias:
MUESTRA INTERPRETACION
Alpaca hembra N° 6 Es d?er tchia coli
Bacillus sp.

San Borja, 11 de agosto del 2020.

Dra./Sonia Calle Espinoza
Responsable de la Seccidn

repo
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Anexo 3

Recuento de bacterias del semen colectado por el método poscépula en alpacas huacaya

“Afio de la lucha contra la corrupcion y la impunidad”

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS

Universidad del Pert, Decana de América
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA VETERINARIA
SECCION DE BACTERIOLOGIA Y MICOLOGIA

Dra. Sonia Calle Espinoza

Responsable de la seccidon

N° CASO 319-20

= Profesional a cargo Wilber Garcia
§ MUESTRA Semen recolectado pos cépula (vagina)
g ESPECIE Camélido sudamericano
< ° N° DE MUESTRAS/ANIMALES 06/06
g 5 ANALISIS SOLICITADO Recuento de bacterias y hongos

= n
E g FECHA DE RECEPCION 19/02/2020
-
§ 8 RESULTADOS
g £
5 ¢
=2
& E BACT MESOFILAS | BACT COLIFORMES HONGOS
%; MUESTRA N°1 | 3 x 10°UFC/uL de 2 x 10°UFC/uL de 0 UFC/uL de
-8 (0.8mL) muestra muestra muestra
a = 4 3
a 3 MUESTRA N°2 5x 10° UFC/uL de 6 x 10° UFC/uL de 0 UFC/uL de
] muestra muestra muestra
Y a 4 3
i £ MUESTRA N°3 2 x 10° UFC/uL de 1x 10° UFC/uL de 0 UFC/uL de
e g muestra muestra muestra
© 2 4 3
£¢ MUESTRA N°4 3x 10° UFC/uL de 5x 10° UFC/uL de 0 UFC/uL de
B muestra muestra muestra
= 9 4 3
X MUESTRA N°5 4x 10*UFC/uL de 2 x 10° UFC/uL de 0 UFC/uL de
§ G muestra muestra muestra
o = MUESTRA N°6 | 6x 10°UFC/uL de 1x 10°UFC/uL de 0 UFC/uL de
§ E (0.4mL) muestra muestra muestra
= San Borja, 10 de junio de 2020.
=
<<

“Hagamos uso adecuado de los antibidticos, evitemos la resistencia antimicrobiana

"OMS-0PS”
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Anexo 4
Recuento de bacterias del semen colectado por el método vagina artificial en alpacas
huacaya

“Afio de la lucha contra la corrupcidn y la impunidad”

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS

Universidad del Perd, Decana de América
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA VETERINARIA
SECCION DE BACTERIOLOGIA Y MICOLOGIA

Dra. Sonia Calle Espinoza

Responsable de la seccion

N° CASO 319-20

o Profesional a cargo Wilber Garcia
§ MUESTRA Semen recolectado de vagina artificial
2 ESPECIE Camélido sudamericano
& " N° DE MUESTRAS/ANIMALES 05/05
% 3 ANALISIS SOLICITADO Recuento de bacterias y hongos

= r
% g FECHA DE RECEPCION 28/02/2020
% E
“ 5
§ & RESULTADOS
N
=2 =4
5 ¢
==
N E BACT MESOFILAS | BACT COLIFORMES HONGOS
g3 8 x 10°UFC/uL d 2 x 10° UFC/uL d 3 x 10'UFC/uL
53 MUESTRAN°1 | /ul de X /ul de X u
< g muestra muestra de muestra
%ﬁ;; MUESTRA N°2 | 7 x 10>UFC/ulL de 4 x 10 UFC/uL de 1 x 10?2 UFC/uL
§ g (0.35mL) muestra muestra de muestra
¥ 9 a 3 1
i€ MUESTRA N°3 6 x 10°UFC/uL de 3x10°UFC/uLde 1x 10" UFC/uL
@ g muestra muestra de muestra
o 2 4 4 1
'E@ MUESTRA N°4 5x 10°UFC/uL de 2 x10* UFC/uL de 2 x 10" UFC/ulL
= muestra muestra de muestra
&8 MUESTRA N°5 | 2 x 10°UFC/uL de 5x 102 UFC/uL de 4 x 10* UFC/uL
I @
§ 8 (0.5mL) muestra muestra de muestra
N2
ST
§ o San Borja, 10 de junio de 2020.
g
3
5
>
<<

“Hagamos uso adecuado de los antibiéticos, evitemos la resistencia antimicrobiana
"OMS-0PS”
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Anexo 5
Recuento de bacterias del semen colectado por el método electroeyaculacion en alpacas

huacaya

“Afio de la lucha contra la corrupcidn y la impunidad”

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS

Universidad del Per(i, Decana de América
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA VETERINARIA
SECCION DE BACTERIOLOGIA Y MICOLOGIA

Dra. Sonia Calle Espinoza

Responsable de la seccion

N° CASO 319-20

o Profesional a cargo Wilber Garcia
iy MUESTRA Semen recolectado por electro eyaculacion
g ESPECIE Camélido sudamericano

3 ° N° DE MUESTRAS/ANIMALES 06/06
g = ANALISIS SOLICITADO Recuento de bacterias y hongos

b= =

% g FECHA DE RECEPCION 05/03/2020

% £

-
§ 8 RESULTADOS
g £
g ¢
>z
N § BACT MESOFILAS | BACT COLIFORMES HONGOS

% =2 MUESTRA N°1 | 2 x 103UFC/uL de 1 x 102UFC/uL de 1 x 10 UFC/uL
3 £ (0.5mL) muestra muestra de muestra
=
g > MUESTRAN°2 | 2x 10*UFC/uL de 3 x 102 UFC/uL de 3 x 10 UFC/uL
m O
o 3 (0.9mL) muestra muestra de muestra
< a a 3 2
§ € MUESTRA N°3 2 x 10* UFC/uL de 2 x 10° UFC/uL de 1 x 10° UFC/uL
e E muestra muestra de muestra
@ o 5 4 2
£¢ MUESTRA N°4 3x 10°UFC/uL de 4 x 10* UFC/uL de 2 x 10°UFC/uL
@ E muestra muestra de muestra
& 8 5 a4 1

A2 MUESTRA N°G 2 x 10°UFC/uL de 2 x 10°UFC/uL de 4 x 10 UFC/uL
§ = muestra muestra de muestra
= = MUESTRAN®6 | 3 x 10°UFC/uL de 8 x 10* UFC/uL de 1 x 10 UFC/uL
§ E (0.8mL) muestra muestra de muestra
z San Borja, 10 de junio de 2020.

=

<<

“Hagamos uso adecuado de los antibioticos, evitemos la resistencia antimicrobiana
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Anexo 6

Inseminacion artificial en alpacas a 24 horas post induccion de ovulacion

Arete/Hembra Edad Foliculo (mm) Dia/Hora Dia/Hora Horas post  Diagndstico

—N°  Fecha (Afos) D I Induccion Inseminacion induccion Prefiez
HO0743  1-06 15 8.3 12-01-21/7:55 13-01-21/7:55 24 P
S0051 12-06 14 7.5 12-01-21/8:20 13-01-21/8:20 24 P
H3343 1-10 11 13 12-01-21/8:23 13-01-21/8:23 24 \Y
H3488 1-10 11 11 12-01-21/8:09 13-01-21/8:09 24 P
H4023 1-11 10 7 12-01-21/7:56 13-01-21/7:56 24 \Y
H4832  1-12 9 10.2 12-01-21/8:25 13-01-21/8:25 24 \Y
H6187 1-14 7 7.1 12-01-21/8:12 13-01-21/8:12 24 P
H6318 1-14 7 9.2 12-01-21/8:02 13-01-21/8:02 24 \Y%
H7274  2-15 6 11 12-01-21/8:10 13-01-21/8:10 24 \Y%
H8040 2-16 5 7.1 12-01-21/8:05 13-01-21/8:05 24 P
H8168  2-16 5 7 12-01-21/9:05  13-01-21/9:05 24 \%
H8713  1-17 4 9.3 12-01-21/7:47 13-01-21/7:47 24 P
H9112 12-17 3 8 12-01-21/8:07  13-01-21/8:07 24 \%
H9105 12-17 3 8.4 12-01-21/8:03  13-01-21/8:03 24 \%
H9146  12-17 3 10 12-01-21/7:51 13-01-21/7:51 24 V
H9196 12-17 3 6 12-01-21/7:46 13-01-21/7:46 24 V
H9271  1-18 3 8.3 12-01-21/7:43 13-01-21/7:43 24 P
H9314  1-18 3 104 12-01-21/7:49 13-01-21/7:49 24 \Y
H9688  2-18 3 8 12-01-21/7:58 13-01-21/7:58 24 P
H9690  2-18 3 7 12-01-21/8:00 13-01-21/8:00 24 P

D = Derecho

| = lzquierdo

P = Prefiada

\% = Vacia
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Anexo 7

Inseminacion artificial en alpacas a 26 horas post induccién de ovulacion

Arete/Hembra Edad Foliculo (mm) Dia/Hora Dia/Hora Horas post  Diagndstico

—N°  Fecha (Afos) D I Induccion Inseminacion induccion Prefiez
H1057 12-06 14 6 12-01-21/8:13  13-01-21/10:13 26 P
H1195 12-06 14 10 12-01-21/8:07  13-01-21/10:07 26 V
H2839  1-09 12 10.1 12-02-21/7:37  13-02-21/9:37 26 P
H3506 1-10 11 7 12-02-21/7:33  13-02-21/9:33 26 \Y
H3657 2-10 11 7 12-01-21/8:05 13-01-21/10:05 26 P
H5248  2-12 9 7 12-01-21/8:00  13-01-21/10:00 26 \Y
H6298 1-14 7 6 12-01-21/8:06  13-01-21/10:06 26 P
H6353 1-14 7 7 12-01-21/8:02  13-01-21/10:02 26 \Y%
H6160 1-14 7 7 12-02-21/7:27  13-02-21/9:27 26 \Y%
H7562 12-15 5 6 12-01-21/8:01  13-01-21/10:01 26 P
H8029  2-16 5 7 12-01-21/7:59  13-01-21/9:59 26 \%
H8336 12-16 4 7 12-02-21/7:36  13-02-21/11:36 26 P
H8798  2-17 4 6 12-01-21/8:09  13-01-21/10:09 26 \%
H8677  1-17 4 8 12-02-21/7:05 13-02-21/11:05 26 P
H9174 12-17 3 7 12-02-21/7:22  13-02-21/9:22 26 V
H9253  1-18 3 7 12-02-21/7:39  13-02-21/9:39 26 V
H9302 1-18 3 10 12-02-21/7:24  13-02-21/9:24 26 P
H9895  3-18 3 8 12-02-21/7:30  13-02-21/9:30 26 P
H9792  2-18 3 8 12-02-21/7:31  13-02-21/9:31 26 \Y
H9541  2-18 3 8 12-02-21/7:40  13-02-21/9:40 26 P

D = Derecho

| = lzquierdo

P = Prefiada

\% = Vacia
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Anexo 8

Inseminacion artificial en alpacas a 28 horas post induccion de ovulacion

Arete/Hembra Edad Foliculo (mm) Dia/Hora Dia/Hora Horas post  Diagndstico
—N°  Fecha (Afos) D I Induccion Inseminacion induccidn Prefiez
HO055 12-04 17 8 12-01-21/7:38 13-01-21/11:38 28 \Y%
H3669 2-10 11 7 12-01-21/7:09 13-01-21/11:09 28 P
H3501 1-10 11 6 12-01-21/7:22 13-01-21/11:22 28 V
H4558  3-11 10 6 12-01-21/7:37 13-01-21/11:37 28 P
H4492  2-11 10 6 12-01-21/7:20 13-01-21/11:20 28 V
H4289  2-11 10 8 12-01-21/7:13 13-01-21/11:13 28 V
H4159 1-11 10 8 12-01-21/7:43 13-01-21/11:43 28 P
H4991  1-12 9 8 12-01-21/7:26 13-01-21/11:26 28 Vv
H6004  3-13 8 7 12-01-21/7:06 13-01-21/11:06 28 Vv
H5641  1-13 8 12 12-01-21/7:28 13-01-21/11:28 28 V
H5535 12-12 8 8 12-01-21/7:35 13-01-21/11:35 28 P
H6555  3-14 7 6 12-01-21/7:31 13-01-21/11:31 28 P
H6536  2-14 7 12 12-01-21/7:05 13-01-21/11:05 28 \Y%
H6673 12-14 6 6 12-01-21/7:25 13-01-21/11:25 28 \Y%
H6656 12-14 6 6 12-01-21/7:41 13-01-21/11:41 28 \Y%
H6874  1-15 6 7 12-01-21/7:10 13-01-21/11:10 28 P
H7728 1-16 5 6 12-01-21/7:33 13-01-21/11:33 28 \Y%
H7716  1-16 5 6 12-01-21/7:41 13-01-21/11:41 28 \Y%
H8485  1-17 4 6 12-01-21/7:12 13-01-21/11:12 28 \Y%
H8773  2-17 4 6 12-01-21/7:36 13-01-21/11:36 28 P

D = Derecho
| = lzquierdo
P = Prefiada
\% = Vacia
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Anexo 9

TESIS EPG UNA - PUNO

Inseminacion artificial en alpacas a 30 horas post induccion de ovulacién

Arete/Hembra Edad Foliculo (mm) Dia/Hora Dia/Hora Horas post ~ Diagndstico
N° Focha (Afios) 5 I Induccién Inseminacion induccién Prefiez

H2386  2-08 13 7 12-01-21/7:01 13-01-21/13:01 30 \Y
H2333  2-08 13 6 12-01-21/6:45 13-01-21/12:45 30 V
H2895  1-09 12 8 12-01-21/6:43 13-01-21/12:43 30 \Y
H3123  3-09 12 7 12-01-21/7:04 13-01-21/13:04 30 \Y
H3903 12-10 10 7.5 12-02-21/6:08 13-02-21/12:08 30 \Y
H4413  2-11 10 7 12-01-21/6:55 13-01-21/12:55 30 \Y
H4484  2-11 10 6 12-01-21/7:00 13-01-21/13:00 30 P
H4335 3-11 10 7 12-01-21/7:03 13-01-21/13:03 30 P
H5421  3-12 9 8 12-02-21/6:14 13-02-21/12:14 30 \Y%
H5869  2-13 8 7 12-01-21/6:33 13-01-21/12:33 30 P
H6270 1-14 7 11.8 12-02-21/6:28 13-02-21/12:28 30 \%
H6690 12-14 6 6 12-01-21/6:43 13-01-21/12:43 30 \%
H7155  2-15 6 7 12-02-21/6:29 13-02-21/12:29 30 \%
H8258  3-15 6 7 12-01-21/6:37 13-01-21/12:37 30 \%
H7799  1-16 5 12 12-01-21/6:50 13-01-21/12:50 30 P
H8225  3-16 5 7 12-01-21/6:16 13-01-21/12:16 30 V
H7734  1-16 5 7 12-02-21/6:19 13-02-21/12:19 30 P
H8437  1-17 4 8 12-02-21/6:24 13-02-21/12:24 30 \Y
H8406 12-16 4 7 12-02-21/6:11 13-02-21/12:11 30 V
H9820  2-18 3 9.9 12-02-21/6:26 13-02-21/12:26 30 P

D = Derecho

| = lzquierdo

P = Prefiada

\% = Vacia
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Anexo 10

Materiales de coleccién de semen para el método electroeyaculacion

1. Electroeyaculador portétil, 2. Papel toalla, 3. Gel para lubricar el recto, 4. Tubo colector graduado, 5. Guantes
quirdrgicos de latex, 6. Algodon, 7. Tranquilizantes, 8. Jeringas.

Anexo 11

Materiales de coleccion de semen para el método vagina artificial

AL 2 7 =

G4 P T

1. Maniqui de alpaca, 2. Frazadilla eléctrica, 3. Vagina artificial, 4. Funda de ltex, 5. Tubo colector graduado
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Anexo 12

Materiales de coleccién de semen para el método poscopula

W =,

1. Tubo colector graduado, 2. Proctoscopio, 3. Toalla de papel
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Anexo 13

Evaluacion ecogréfica del Gtero, ovarios y tamafio folicular
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Anexo 14

Evaluacién ecografica del tamafio y ubicacion del foliculo preovulatorio

[HBG49
A I I R
GHR s 4%50) 9!

B8Nz

W
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Anexo 15
Limpieza y desinfeccion del prepucio para la coleccion de semen del método

electroeyaculacion
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Anexo 16

Coleccion de semen por el método electroeyaculacion.

b

a. Desenvaine del pene con guantes de quirdrgicos, b. Aplicacién con gel del transductor, c. Introduccion del transductor
por el recto has la altura de la préstata y aplicacion de golpes eléctricos que estimula la eyaculacion de espermatozoides
y la coleccién en un tubo colector.
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Anexo 17

Evaluacién de los pardmetros reproductivos del semen con el Sis. CASA CA®
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Anexo 18
Inseminacion artificial en alpacas con semen fresco
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