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RESUMEN

El objetivo del trabajo fue evaluar el efecto de la dieta suplementada en la fertilidad de
alpacas machos y hembras por inseminacion artificial a los 21 dias, previa evaluacion de
la calidad de semen, la actividad ovarica (tamafio y numero de foliculos) y la
concentracion de nitrégeno ureico en suero sanguineo. Se utilizdé 4 machos y 60 hembras
al pastoreo en pastos naturales (PN), y 4 machos y 60 hembras alimentadas en PN + dieta
suplementada (DS) durante 45 dias. La fertilidad se analizd6 mediante X2, el tamafio y
namero de foliculos a través de un arreglo factorial de 2 x 2 bajo D.C.A. y para
comparacion de medias se utilizé Prueba Multiple de Significacion de Tukey (a = 0.05)
y “t” (student). Los resultados de la calidad de semen como volumen, motilidad, vitalidad,
concentracion espermatica y espermatozoides normales, no mostraron diferencias entre
PN y PN+DS. El tamafio folicular para PN+DS fue 9.12 + 3.53 mm y PN fue 6.30
1.99mm, mostrando diferencias (P<0.05). Sin embargo, el nimero de foliculos para
PN+DS y PN no mostraron diferencia. La fertilidad de alpacas pos inseminacion entre
machos y hembras en PN+ DS, y machos y hembras en PN fue 35.71 %; mientras para
machos PN y hembras en PN+ DS fue 36.0 %, y para machos en PN+DS y hembras en
PN fue 40.74 %, sin diferencia. Los niveles de nitrégeno ureico sanguineo para machos
PN fue de 32.7mg/dL/alpaca, y machos en PN+DS fue de 27.2mg/dL/alpaca. Asi mismo
para hembras PN fue de 23.1mg/dL/alpaca y hembras en PN+DS fue de
31.9mg/dL/alpaca, habiendo diferencia (P<0.05). Se concluye que la dieta suplementada
tiene efecto en la actividad ovéarica (tamafio folicular) y en nitrégeno ureico en suero
sanguineo.

Palabras clave: Alpaca, suplementacion alimenticia, fertilidad, foliculos, nitrégeno

ureico.
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ABSTRACT

The objective of the study was to evaluate the effect of the diet supplemented on the
fertility of male and female alpacas by artificial insemination at 21 days, after evaluation
of semen quality, ovarian activity (size and number of follicles) and concentration of Urea
nitrogen in blood serum. Four males and 60 females were fed to pasture in natural pastures
(NP), and 4 males and 60 females were fed NP + supplemented diet (SD) for 45 days.
Fertility was analyzed by X2, size and number of follicles through a factorial arrangement
of 2 x 2 under D.C.A. Tukey (o = 0.05) and "t" (student) were used for the comparison of
means. The results of semen quality such as volume, motility, vitality, sperm
concentration and normal spermatozoa did not show differences between NP and NP +
SD. The follicular size for NP + SD was 9.12 + 3.53 mm and NP was 6.30 + 1.99 mm,
showing differences (P<0.05). However, the number of follicles for NP + SD and NP
showed no difference. The fertility of alpacas pos insemination between males and
females in NP + SD, and males and females in NP was 35.71%; While for males NP and
females in NP + SD it was 36.0%, and for males in NP + SD and females in NP it was
40.74%, with no difference. Blood urea nitrogen levels for NP males were 32.7 mg / dL
/ alpaca, and males in NP + SD were 27.2 mg / dL / alpaca. Also for NP females was
23.1mg / dL / alpaca and females in NP + SD were 31.9mg / dL / alpaca, with difference
(P<0.05). The diet supplemented has an effect on ovarian activity (follicular size) and
blood ureic notrogen.

Key words: Alpaca, nutritional supplementation, fertility, follicles, ureic nitrogen.
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I INTRODUCCION

La ganaderia es un componente importante de los medios de subsistencia de los pequefios
productores para satisfacer sus necesidades alimenticias y econdmicas (Assan, 2014). En
el Per( se cuenta con 4.898.766,000 Alpacas teniendo el mayor porcentaje de alpacas en
la region Puno que es de 2.711.726,00 (INEI, 2012).

El conocimiento de la fisiologia reproductiva de los camélidos sudamericanos es aun
insuficiente, especialmente en lo referido a la fisiologia reproductiva del macho que
presentan una menor produccion de volumen de semen, baja concentracion de
espermatozoides/mL y menor tamafio testicular. La inseminacion artificial es una de las
tecnologias que ha contribuido al progreso genético en diversas especies de animales de
produccion. Sin embargo, existe muy poca informacion sobre la coleccion,
caracteristicas, evaluacion y conservacion del semen en la alpaca, debido a la falta de una
metodologia confiable y reproducible para la coleccidon de semen (Ferré y Werkmeister,
1996). Las principales limitaciones son la coleccion de semen, la falta de conocimiento
sobre su composicion, viscosidad y uso de dilutores.

Existe un déficit de consumo de nutrientes como son proteina, energia principalmente y
otros nutrientes esenciales necesarios en la etapa de reproduccién (Bustinza, 2001). Los
camélidos son considerados como especies de baja tasa de fertilidad en relacion a otros
mamiferos domésticos debido a que solo el 50% de los servicios entre machos y hembras
fértiles terminan en gestacion (Fernandez Baca et al., 1970%) las causas de esta baja
fertilidad son diversas tales como la alta tasa de mortalidad embrionaria. También la
debilidad de los tejidos fetales maternos. El estado reproductivo de las hembras,
manifestandose con un bajo rendimiento reproductivo (Olivera et al., 2003; Bravo et al.,
2010). La subnutricion de las hembras puede impedir la ovulacion o la fertilizacion,

incluso aumentar la incidencia de mortalidad embrionaria (Bondi, 1988). El rol de la
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nutricion en la reproduccion sugiere la posibilidad de lograr mejores resultados, si se
aplica alguna estrategia nutricional sobre los requerimientos proteicos y energéticos en
los sistemas de crianza de alpacas, donde las condiciones ambientales son adversas y
como consecuencia la poca disponibilidad de alimentos, razones que en el presente
trabajo se ha determinado el efecto de la suplementacion alimenticia en la fertilidad de
alpacas machos y hembras por inseminacion artificial, a fin de lograr un incremento en la
fertilidad en alpacas machos y hembras, con los siguientes objetivos:

Evaluar la calidad de semen (caracteristicas macro y microscopicas del semen),
determinar la actividad ovérica (tamafio y nimero de foliculos) de las alpacas hembras,
determinar la fertilidad de las alpacas hembras inseminadas a los 21 dias y determinar el

nitrégeno ureico en suero sanguineo, por efecto de la suplementacion alimenticia.
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. REVISION DE LITERATURA
2.1. MARCO TEORICO
2.1.1. Alimentoy requerimiento de nutrientes
El alimento es todo material comestible que aporta nutrientes para los
animales que son necesarios para el mantenimiento del organismo,
crecimiento, trabajo, reproduccion y produccion (Shimada, 2003). Los
requerimientos nutricionales de animales y el aporte de nutrientes del
alimento son: energia (glucidos y lipidos), proteinas (aminoéacidos),
vitaminas, minerales y agua. Los requerimientos de nutrientes dependen de
la edad, sexo, especie, estado fisiolégico - reproductivo, nivel de
produccion, crecimiento, desarrollo y manejo en cada sistema de crianza,
donde los requerimientos cambian a lo largo del afio (NRC, 2007).
2.1.2. Proteinay energia en la reproduccién

2.1.2.1. Proteinas

La nutricion proteica en camélidos es algo de un enigma. En primer lugar,
las percepciones sugieren que tienen un bajo requerimiento de proteina; sin
embargo, una cuidadosa evaluacion de las necesidades de energia y
proteinas muestra un mayor requerimiento sobre una base calorica (Van
Saun, 2006). Otro asunto no resuelto con los camélidos es la normalmente
méas alta concentracion de nitrdgeno de urea en sangre (BUN) en
comparacion con otros rumiantes (Simons et al., 1993). En los rumiantes, la
concentracion de BUN refleja el nivel de proteina de la dieta. Las dietas
bajas en proteinas resultan bajas en BUN, mientras estd asociado con dietas
altas en proteinas o la degradacion de proteinas en exceso. Concentraciones

mas altas de BUN en camélidos sugieren gque estan siendo sobrealimentados
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con proteina en relacion con los requerimientos (Van Saun, 2006). Se ha
planteado la hipétesis de que los camélidos metabolizan aminoacidos para
apoyar su estado glucosa en la sangre, lo que explica las concentraciones de
BUN son mas altas (Van Saun, 2006). En la reproduccién de ganado
lechero, las concentraciones de BUN elevadas se ha asociado negativamente
con las tasas de concepcion reducidas y aumento de la muerte embrionaria
temprana (Butler, 2000). Las teorias actuales sugieren un efecto negativo de
amoniaco directamente en el desarrollo embrionario (Sinclair et al., 2000).
O una alteracién del ambiente uterino mediante la escision de la urea (Elrod
y Butler, 1993). Estas observaciones pueden ayudar a explicar la mayor
prevalencia de muerte embrionaria temprana y repetir la reproduccion de
camelidos. Concentracion de BUN superior también puede exacerbar el
balance energético negativo (BEN), ya que se requiere energia para generar
urea en excretar el exceso de nitrégeno (Roche, 2006). Este efecto puede
resultar del BEN estando alterada la respuesta inmune, o un efecto directo
de urea promueve condiciones de crecimiento bacteriano en el lumen
uterino. Teniendo en cuenta estos problemas potenciales, en camélidos
pueden ser inherentemente mas susceptibles a infecciones uterinas como
resultado de sus adaptaciones fisiologicas para las concentraciones de BUN
mas altas. Alimentar con dietas altas en proteinas también aumentara las
concentraciones de BUN y pueden contribuir ain mas al problema. Es
evidente que se necesita mas informacion sobre las necesidades de proteinas
de los camélidos y sus posibles efectos sobre el medio ambiente uterino

(Roche, 2006).
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2.1.2.2. Requerimiento proteico

El primer trabajo de requerimiento de proteina cruda digestible de
mantenimiento (PCDm) en alpaca fue realizado por (Huasasquiche, 1974),
mediante el balance de nitrogeno (BN), determind el requerimiento de
nitrégeno digerible y proteina digerible para mantenimiento fue de 0.38 y
2.38 g/PV" respectivamente. Posteriormente, (Robinson et al., 2005)
utilizando la misma técnica determind el requerimiento de nitrégeno (N) de
mantenimiento de 0.60 g N/PV®™. Recientemente, (Bautista, 2009)
determino los requerimientos de proteina cruda de mantenimiento (PCm) de
3.10 g/kg WOy el requerimiento de proteina cruda (PCg4) de ganancia o de
crecimiento de 0.40 g/g GW, para las alpacas de raza Huacaya de 1.5 afios
de edad, alimentadas con heno de avena y heno de alfalfa.

La relacion de energia y proteina serd constante, en consideracion a que el
requerimiento de proteina esta en relacion directa al requerimiento de
energia, a fin de mantener la estabilidad de los metabolitos sanguineos, tales
como los é&cidos grasos no esterificados (NEFA), B-hidroxibutirato,
nitrégeno ureico sanguineo (BUN) y glucosa (Robinson et al., 2005).
2.1.2.3. Requerimiento energético

El estado de la energia ha sido la entidad nutricional mas intensamente
estudiado en relacion con el desempefio reproductivo. Ambos extremos de
estado de energia, reconocida como la condicion corporal delgada u obesa,
afectan negativamente el ciclo de la fertilidad, de la pubertad a la ciclicidad
posparto. Un amplio sistema de alimentacion pastoral basada en forrajes

nativos es alimentacion tradicional (Sumar, 2007).
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La nutricién se vincula con la reproduccion, principalmente a través del
balance de energia (Boland et al., 2001). Aparte del efecto de los nutrientes
especificos que acttan independientemente del tal balance de energia (Lucy,
2003).

Por lo tanto, el requerimiento energético de la alpaca, debe atender el
crecimiento fetal, la produccién de leche y las altas demandas de la actividad
ovarica, dado que el transito de la gestacion, parto y reproduccion ocurre en
un periodo relativamente corto, lo cual dependera del estado nutricional y la
lactancia (Skidmore, 2011).

Después del parto, ocurre un répido incremento de los requerimientos
energeticos para atender las funciones productivas, resultado un balance
energéetico negativo, el cual estd asociado con la longitud del periodo
anovulatorio posparto a través de la atenuacion de la frecuencia del pulso
LH y los bajos niveles de glucosa sanguinea, insulina y IGF-1 que
colectivamente limitan la produccién de estrogenos por el foliculo
dominante (Butler, 2003). La concentracion intrafolicular de glucosa
disminuye alrededor del parto (Leroy et al., 2004).

Su capacidad para la alimentacion selectiva y utilizar forrajes de baja calidad
permite de manera mas eficiente en llamas y alpacas para sobrevivir y
prosperar en estas condiciones aparentemente duras. Potencialmente pueden
recibir forrajes de alta o de baja calidad durante todo el afio, con la
disponibilidad solamente limitado por esporadicas condiciones de sequia
regionales. En consecuencia, problemas de equilibrio energético van todo el
espectro de la malnutricion potencial para la obesidad, con una tendencia

hacia una mayor incidencia de la obesidad (Van Saun, 2006). Los

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




TESIS UNA - PUNO

2.1.3.

requerimientos energéticos de alpacas para mantenimiento es 75.2
Kcal/Wkq""® seglin (Roque, 2009).

Balance energético negativo (BEN)

Después del parto, la demanda de energia (glucosa) del animal supera el
consumo de energia en el alimento, resultando en balance energético
negativo (BEN). EI BEN desencadena un conjunto de cambios en el animal,
con efectos en la reproduccién. Uno de los efectos del BEN es el largo
periodo anovulatorio posparto a través de la atenuacion de la frecuencia de
pulso LH, la disminucién y los bajos niveles de glucosa sanguinea, insulina
y IGF-I que colectivamente limitan la produccién de estrégenos por el
foliculo dominante (Butler, 2003).

Los estudios en vacas lecheras indican que el periodo de transicion se
caracteriza por una deficiencia de glucosa que conduce al balance energético
negativo (BEN) y movilizacion de grasa corporal en forma de &cidos grasos
no esterificados (NEFA) y cuerpos cetdnicos, siendo el ovocito la estructura
que maés sufre las consecuencias de esos cambios (Butler et al., 2006). La
deficiencia de glucosa pone en peligro la competencia de desarrollo del
ovocito, reduce la escision y el desarrollo del embrion a blastocisto (Leroy
et al., 2006), poniendo en peligro la salud y el rendimiento de las crias
(Leroy et al., 2011).

El incremento de las concentraciones de NEFA ocasiona cambios en el
microambiente del foliculo ovarico, con efectos negativos y perjudiciales
sobre el ovocito, la granulosa y las celulas inmunoldgicas (Bisinotto et al.,

2012). Ademas, la exposicion de los ovocitos a elevadas concentraciones
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de NEFA durante la maduracién afecta la expresién genética y el fenotipo
de los subsecuentes embriones (Van Hoeck et al., 2013).

Los estudios en vacas lecheras han mostrado que la actividad ovérica
depende del balance de energia. El balance energético negativo (BEN)
influye en la ovulacion del foliculo dominante, suprime la secrecion pulsatil
de LH, disminuye la respuesta ovarica al estimulo LH, disminuye la
secrecién de estradiol por el foliculo dominante, incrementa la
concentracion plasmatica de NEFA y BHBA y ambos estan asociados con
la baja fertilidad (Garnsworthy et al., 2008).

Varios estudios han demostrado que el alto valor genético, el balance
energetico negativo, la movilizacion de la grasa corporal y bajo nivel de
insulina en el plasma estan asociados con retraso a la primera ovulacion pos
parto y una reduccién de las tasas de prefiez (Garnsworthy y Webb, 1999;
Butler, 2003; Pryce et al., 2004; Butler, 2005; Garnsworthy, 2007).
Fisiologia reproductiva en alpacas

2.1.4.1. Fisiologia reproductiva en el macho

2.1.4.1.1. Espermatogénesis

Es el proceso por el cual se forman los espermatozoides en los tubulos
seminiferos del testiculo. Estudiando cortes histoldgicos en alpacas machos
prepuberes, sefialan que, en promedio, los primeros espermatozoides se
observan a los 18 meses edad. Asi mismo indican que la espermatogénesis
en los adultos no muestra variaciones marcadas (Sorensen, 1982).

La espermatogénesis comprende tres fases: la espermatocitogenesis, fase en
la cual las células germinales primordiales se convierten en espermatides, la

espermiogénesis, fase en la cual las espermatides redondas se transforman
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en espermatozoides y la espermiacion, es la liberacion de las células
germinales al interior de los tibulos seminiferos (Sorensen, 1982; Hafez,
1989). La duracion de la espermatogenésis; un ciclo completo de
espermatogenésis es determinado por el tiempo de los estadios llamados
“ciclos del epitelio seminifero”, el tiempo necesario para completar un ciclo
del epitelio seminifero varia segln las diferentes especies domesticas: cerca
de 9 dias en el verraco, 10 dias en el carnero, 12 dias en el garafion y 14 dias
en el toro. Segun la especie, se requieren de cuatro a cinco ciclos del epitelio
seminifero antes de la espematogonia tipo A del primer ciclo haya
completado la metamorfosis de la espermiogénesis, aunque hay diferencias
de velocidad de espematogenésis el proceso es uniforme en cada especie
(Galina et al., 1995; Hafez, 1989). La duracion de la espermatogenésis se ha
estimado en 54 a 63 dias en los toros, 64 a 74 dias en el hombre, 40 a 49
dias en los carneros y 38 a 44 dias en el raton (Salisbury et al., 1982).
2.1.4.2. Fisiologia reproductiva de la hembra

2.1.4.2.1. Comportamiento sexual de la hembra

Los camélidos domésticos, al ser especies de owvulacion inducida no
presentan ciclos estrales definidos, no obstante, existen periodos de
receptividad sexual. Estos periodos son bastante prolongados durante la
época de apareamiento y en ausencia de machos pueden durar hasta los 36
dias presentando breves interrupciones que no sobrepasan de 2 dias (Novoa,
1989). Uno de los problemas més frecuentes se deberia a ondas foliculares
continuas de larga duracién con presencia aparente de un foliculo
estrogénico y su consiguiente secrecion de estrogenos, (Novoa, 1989;

Fernandez Baca, 1993).
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La receptividad sexual no siempre esta asociada con la presencia de un
foliculo dominante (Sumar, 1983), mientras que la no receptividad es una
caracteristica diferencial entre hembras prefiadas y vacias; puesto que se
considera que dentro de los 18 a 20 dias posteriores a la monta, cuando la
receptividad no esta presente es debido a la prefiez, por el efecto inhibitorio
de la progesterona (Fernandez Baca, 1971).

2.1.4.2.2. Foliculo ovarico

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

Los foliculos se clasifican en primordiales, primarios, secundarios y
terciarios de acuerdo a las caracteristicas histologicas de las células de la
granulosa que rodean al ovocito y al grado de maduracion del mismo.
Durante la vida fetal se produce la diferenciacion de los foliculos
primordiales. Algunos foliculos comienzan a diferenciarse en primarios y
secundarios debido a que la primera activacion folicular es en principio
gonadotrofica independiente. La activacion de los foliculos terciarios ocurre
en forma de ondas y es gonadotrofica dependiente. Varios foliculos
comienzan a crecer simultdneamente hasta que uno de ellos se diferencia en
dominante y otros se atresian (Gigle et al., 2006).

2.1.4.2.3. Dindmica folicular

En los camélidos, la hembra al no ser expuesta al macho desarrolla ondas
foliculares sucesivas en tres fases de desarrollo, para lo cual un grupo de

foliculos son reclutados, de ellos es seleccionado uno e inicia su
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crecimiento, diferencidndose y alcanzando el tamafio ovulatorio (igual o
mayor a 7 mm de didmetro); mientras que los demas regresionan (Bravo et
al., 1990; Fernandez Baca, 1993; Brown, 2000). Las tres fases o estadios
descritos son: crecimiento, estatica y regresion (Bravo et al., 1990; Novoa,
1991). En el estadio estatico o de maduracion el foliculo dominante inhibe
el desarrollo de los foliculos méas pequefios (Bravo et al., 1990). La
activacion y crecimiento simultanea de un grupo de foliculos terciarios que
en un punto divergen continuando uno de ellos su crecimiento y
diferenciacion (foliculo dominante) mientras que los otros (foliculos
subordinados) se atresian. A medida que los estudios moleculares fueron
avanzando, han permitido determinar que los foliculos secundarios ya
expresan receptores para FSH y requieren de su estimulacion para formar la
cavidad antral (Gigli et al., 2006).

La duracién de la onda folicular promedio fue de 11.1+1.2 dias, en donde la
duracion de la fase de crecimiento, estatica y regresion folicular promedio
fue de 4.9£0.9, 3.6+0.6 y 2.8+0.6 dias respectivamente (Hancco, 2014). En
estudios reportados por Vaughan et al. (2004) quienes refieren una duracion
de la onda folicular en promedio de 15.4+0.5 dias, siendo la fase de
crecimiento, estatica y regresion 7.0+1.0, 4.5+0.5 y 3.0+1.0 dias
respectivamente.

2.1.4.2.4. Ovulacion

Las alpacas presentan ovulacion inducida por la monta del macho y un
factor de induccion de ovulacion en el plasma seminal del macho (England
et al., 1968). La ruptura folicular (ovulacion), ocurre alrededor de las 26

horas despues de la monta, la falla en la respuesta ovulatoria pos monta,
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alcanza un valor de 20% en hembras multiparas, y un 74% en hembras
juveniles (35kg de peso) y un 33% no ovulan en periodos de lactacién
(Bravo y Sumar, 1989). En ausencia del macho, las alpacas hembras pueden
permanecer en estro hasta mas de 30 a 40 dias, con periodos ocasionales de
anestro que no suelen durar mas de 48 horas (Novoa, 1998).

También se sabe que algunas alpacas pueden ovular sin el estimulo coital,
cuando han estado inicialmente aisladas del macho y que, al ser expuestas a
un macho sin permitir la intromision del pene, se observo hasta un 5% de
ovulaciones llamadas esponténeas (Sumar, 1983).

Para la induccion de ovulacion en alpacas también se utiliz6 hormonas,
logrando inducir la ovulacién con 1 mg de LH y también con el uso de
GnRH en una dosis de 4 a 8 ug para provocar el estimulo adecuado para la
ovulacion (Hafez, 2002).

Se menciona que con la aplicacion de gonadotropina coriénica humana hCG
750 Ul provoca la ovulacidn, asi mismo el uso de GnRH en dosis de 4 a
1000 ug resultan ser tan efectivas para la ovulacion como el acto de la copula
(Bravo, 2002). Otros autores indican haber utilizado 0.006 mg o 12 pg de
GnRH para inducir la ovulacién (Cardenas, 2002).

Existen fallas ovulatorias pos cépula, que no han sido totalmente explicadas,
sefialandose que podria ser atribuida a una sensibilidad disminuida de los
foliculos a los niveles circulantes de LH debido a las variaciones en los
estadios de maduracion folicular (Novoa, 1989).

Ratto et al., (2005) al realizar la comparacion de métodos de induccion de
ovulacion con macho y el uso de 5 mg de LH, 50 ug de GnRH en llamas,

encontrd 80%, 91% y 80% de ovulacion en cada grupo respectivamente
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dicho autor indica que no existe diferencia entre los diferentes métodos de
induccién de ovulacion, asi mismo no hubo diferencia en el didmetro
méaximo de los cuerpos luteos posteriores a la induccion de ovulacion.
2.1.4.3. Ultrasonido o ecografia

La introduccion de tecnologias modernas en reproduccion animal, como la
ultrasonografia, ha permitido mejorar sustancialmente los indices de
eficiencia reproductiva en diversas especies domésticas. Los principales
avances introducidos por la ultrasonografia, que han tenido impacto sobre
la eficiencia reproductiva, son: reconocimiento de la calidad estructural y
funcional de las gbnadas y tracto reproductivo en muchas especies
domésticas con la ultrasonografia transrectal se ha estudiado en camélidos
sudamericanos eventos reproductivos tales como el desarrollo de los
foliculos ovéricos, la ovulacion, el desarrollo y regresion del CL, la prefiez
temprana y mortalidad embrionaria, entre otros (Bourke et al., 1992).

La ecografia es el mas fiable de los métodos de diagnostico de la prefiez. El
diagndstico precoz y exacto de la gestacion es importante para un manejo
efectivo de la reproduccion. Una ecografia devuelve una "imagen" de los
6rganos internos y cualquier feto que pueda estar presente. La ecografia
transrectal se puede realizar desde 15 a 20 dias después del servicio; sin
embargo, los operadores muy calificados pueden ser capaces de detectar
gestaciones desde los 7-9 dias utilizando esta técnica. La ecografia
transabdominal puede detectar la prefiez desde los 40 dias pos servicio
(Bustinza, 2001).

En alpacas el método del ultrasonido revela una seguridad del 89% a partir

de los 70 dias de gestacion hasta los 110 dias (Alarcén et al., 1989) y de
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92% a los 80 dias (Ampuero et al., 1989); por el método de la ecografia con
un transductor de 5 MHz se puede encontrar la vesicula embrionaria desde
el dia 17 y la presencia del embrién desde el dia 30 (Cardenas et al., 2003).
2.1.4.4. Fertilidad

La estimacion de la fertilidad se hace en base a los animales empadrados o
inseminados y los animales fecundados, datos que se puede expresar
porcentualmente. La fertilidad de un hato se evalla en términos de
porcentajes de hembras prefiadas y el tamafio de las camadas. Estos
parametros aumentan durante algunos afios después de la pubertad,
alcanzando un maximo y luego disminuye lentamente, (Hafez, 2005).
2.1.4.5. Fecundidad y fertilidad

Estudios hechos en alpacas por Bravo et al. (1996) han demostrado que
luego de la copula, los espermatozoides permanecen en los cuernos uterinos
las primeras 12 horas; luego, méas del 90% avanza hacia los oviductos,
especificamente a la unioén utero-tubal y el istmo, siendo la concentracién
méaxima a las 18 horas. Los mismos autores describieron el desarrollo del
embrion después de la fecundacion en alpacas, observando que el dia 4 pos
monta el dvulo fecundado aparece en estadio de morula con 4-8 blastémeros
en el oviducto, al dia 7 aparece como una moérula compacta todavia en el
oviducto y al dia 10 el embridn ya se encuentra en el cuerno uterino y de

mayor tamario.
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I1l.  MATERIALES Y METODOS
3.1. MEDIO EXPERIMENTAL
3.1.1. Ubicacion
El trabajo de investigacion fue realizado en el Centro de Investigacion y
Produccion “La Raya” de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,
de la Universidad Nacional del Altiplano ubicado en el distrito de Santa
Rosa, Provincia de Melgar, Region Puno a una altura entre 4136 a 5470
m.s.n.m.; localizado en las Coordenadas 14°30°33”* de Latitud Sur, y a
70°57°12”” Longitud Oeste; encontrandose en el km 205 de la carretera
Puno- Cusco. La temperatura anual promedio fue de 6.20°c (maxima de
14.16° y minima de -1.75°C) y una precipitacion pluvial de 525.7 mm
(SENAMHI 2016).
Las muestras de semen fueron evaluadas en el laboratorio de reproduccion
del Centro Experimental La Raya de la Universidad Nacional San Antonio
Abad de Cusco (UNSAAC).
El andlisis de la concentracién de proteina total y energia bruta de insumos
alimenticios para la suplementacion y andlisis de las muestras de suero
sanguineo, se realiz6 en el Laboratorio de Nutricion y Bioquimica de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional
del Altiplano.
3.1.2. Instalaciones
El Centro de Investigacion y Produccion “La Raya” cuenta con corrales
implementados (con paneles), comederos lineales (de seq'as) que se
adecuaron por corral y bebederos (lavadores) para la alimentacion de los

animales en tratamiento.
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3.2. MATERIAL EXPERIMENTAL

3.2.1. Animales

3.2.2.

Se seleccionaron 8 alpacas machos (reproductores) y 120 alpacas hembras
con crias recién nacidas, distribuidos al azar en dos grupos de tratamiento
(sin'y con dieta suplementada) tabla 1.

Tabla 1: Distribucion de los animales experimentales por sexoy

alimentacion
Pastos Pastos naturales (PN) +
TRATAMIENTO naturales (PN) Dieta suplementada (DS) TOTAL
T1 T2
MACHQOS 4 4 8
HEMBRAS 60 60 120
TOTAL 64 64 128

T1=(n=64) alpacas al pastoreo en pastos naturales.
T2=(n=64) alpacas al pastoreo + dieta suplementada.

Los animales tanto machos y hembras fueron identificados mediante una
numeracién de 1 a 8 para machos y de 1 a 60 para hembras marcadas en el
cuerpo (costillar medio) con pintura de diferentes colores (rojo y verde)
respectivamente por grupo experimental, identificacion que facilito la toma
de datos.

Alimentos

La dieta suplementada fue elaborada en base a forrajes como heno de avena
(Avena sativa) y heno de alfalfa (Medicago sativa), procesados
mecanicamente con un molino/picador forrajero Trapp TRF-800 a 12mm @&

de tamafio de particula.
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Los analisis quimicos del alimento, fueron a través de los métodos oficiales
de la AOAC (2005), obteniéndose los datos segun Tabla 2. El procedimiento
de la determinacion de EB y EM se encuentra (Anexo 1).

Tabla 2: Composicion quimica en los forrajes — insumos analizados

Materia Proteina EB EM*
Forrajes-insumos Seca total % Kcal/kg Kcal/kg
%
Alfalfa heno 95 19.0 4271 2334
Avena heno 96 6.9 4110 2246
Minerales-vitaminas 98 - - -

* EMkcal/kg=0.5465(EB), NRC (1984)

El célculo de la dieta suplementacion tanto para alpacas hembras y machos
fue realizado en base a las dietas planteadas y composicion quimica de los
forrajes — insumos (Tabla 2).

La dieta suplementaria ofrecida, estuvo conformada por una mezcla de heno

de avena, heno de alfalfa y minerales- vitaminas (Tabla 3).

Tabla 3: Formula alimenticia del suplemento para alpacas

Forrajes — Insumos Mezcla % PC% EM kcal/kg
Alfalfa heno 59 11.21 1377.06
Avena heno 40 2.76 898.40
Minerales-vitaminas 1 - -
Total 100 13.97 2275.46
Total/ kg 1 0.1397 22.7546

En la preparacion de la dieta suplementada, primeramente, se realizo el
pesado de las cantidades de forrajes - insumos calculados (Tabla 3), los
mismos  mezclados manualmente  (pala), luego almacenados
momentaneamente en sacos hasta el término de suministro y consumo por

las alpacas experimentales.
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3.2.2.1. Acostumbramiento de animales a la dieta suplementada

El periodo de acostumbramiento se realizd durante 14 dias, con la
proporcién de mezclas de forrajes (heno de alfalfa y avena).

Inicialmente los animales consumieron lo minimo debido a que mostraron
cierto estrés al cambio de ambiente (corrales, comederos y personal), es
decir a un manejo diferente donde a poco se fueron acostumbrando al
consumo de la dieta suplementada y al cabo de dos semanas todos los
animales se iban directamente hacia los corrales consumiendo a plenitud la
dieta suplementada.

3.2.2.2. Suministro de la dieta suplementada

Los animales del grupo control (T1) de 4 machos y 60 hembras fueron
pastoreados sobre pastos naturales y los animales del grupo (T2) igual de 4
machos y 60 hembras fueron pastoreados en pastos naturales después de
haber sido suplementados con 14% Proteina cruda (PC) y 2275.46 de
energia metabolizable (EM) en kilocalorias (Kcal)/Kg.

La dieta suplementada inicialmente fue suministrada en la cantidad de 3 Kg
(durante la primera semana) por corral para 15 alpacas, lo que es equivalente
a 200 g/alpaca, desde las 6.00 a 9.00 horas del dia, con la separacion previa
de las crias en la puerta de los corrales.

La dieta suplementada se incrementd hasta 5 Kg (hasta los 45 dias de
suministro) por corral, es decir 0.333 Kg/alpaca. El peso de la dieta residual
(no consumida o rechazada) fue registrado cada dia, para determinar la
cantidad de consumo de la dieta suplementaria en grupo o individual.

La dieta suplementada para machos fue suministrada en forma individual en

la cantidad de 300g/alpaca (durante la primera semana) y luego se
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increment6 a 500 g/alpaca (hasta los 45 dias de suministro) en lamisma hora
que para hembras.
Tanto para machos y hembras la suplementacion de la dieta fue suministrada

por 45 dias, luego se procedio con la inseminacion artificial.

14 dias
Acostumbramiento 45 dias de suplementacion |:> 1A

Dentro del manejo de animales después del consumo de la dieta
suplementada, a partir de las 9.00 horas del dia fueron llevadas al campo
para su pastoreo sobre pastizales naturales (Bautista et al., 1997) hasta las
17 horas hasta el momento del encierro (dormidero).

3.2.3. Materiales y equipos
3.2.3.1. Para picado de forraje
e Molino/picador forrajero Trapp TRF-800.
e Sacos
e Mantas
3.2.3.2. Para coleccion de semen
e Espéculo vaginal
o Fuente de luz adecuada
e Tubos colectores de semen de 15 ml
3.2.3.3. Para evaluacion de semen
e Laminas porta objetos
e Laminas cubre objetos
e Micro pipetas
e Jeringas de 5y 10 ml
e Camara Newbauer
e Papel toalla
e Tips
e Gradilla
e Tubos de ensayo

e Contador de hematocrito
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e Microscopio

e Bafio maria

3.2.3.4. Paradilucion de semen

e TRIS

e Fructosa

e Yema de huevo

3.2.3.5. Reactivos

e Colorante Eosina-Nigrosina

e Cloruro de sodio Cl Na 5%

e Coloracion de diff Quick

3.2.3.6. Paraecografia

e Mesa

e Jeringa 10 ml

e Vaso

o Gel

e Ecografo ALOKA SSD 500 de un transductor transrectal de 5 MHz.
3.2.3.7. Para induccion de la ovulacion
e Conceptase

3.2.3.8. Para muestreo de sangre

e Equipo vacutainer (tubos y agujas)
¢ Alcohol yodado

e Agujas hipodérmicas N° 18 x 1”°1/2
e Torundas de algodon

e Caja de tecnopor

e Hielo

e Gradillas

e Guantes quirdrgicos

e Cinta de papel

e Lapiz, lapicero indeleble

3.2.3.9. Para conservacion y andlisis de nitrégeno ureico en suero
sanguineo

e Centrifuga

e Viales de plastico
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e Tubos de prueba
e Pipetas de 0.5, 1.5y 10 ml.
e Congeladora
e Cinta de papel
e Lapiz, lapicero indeleble
e Jeringas de 1 ml
e Espectrofotometro
¢ Bafio Maria
e Homogeneizador
e Gradillas
e Pipetas automaticas
e Tubos de prueba de 5 y10 mL.
¢ Reloj
e Papel absorbente
3.2.3.10.Reactivos para determinacion de nitrogeno ureico
e Reactivo 1: Acido Salicilico y Nitroprusiato.
e Reactivo 2: Hipoclorito e hidroxido de sodio (NaOH).
e Standar: Solucién de urea 66 mg/dL.
e Agua destilada.
3.3. METODOLOGIA

3.3.1. Evaluacion de la calidad de semen
La evaluacion de la calidad de semen se realizo al inicio y final (45 dias) de
la suplementacidn alimenticia en ambos grupos experimentales.
3.3.1.1. Coleccion de semen por aspiracién vaginal pos cépula:
La metodologia seguida para la coleccion de semen segin Neely y Bravo
(1998) comprende los siguientes pasos:
e Para la coleccion de semen fue necesario que el macho realice la monta hasta

su culminacion.
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e Culminada la monta inmediatamente fue introducido via vaginal un
espéculo debiendo alcanzar hasta la cérvix, simultdneamente fue levantada
la parte anterior (tren anterior) del animal a una altura adecuada de tal manera
gue pueda bajar por gravedad el semen hacia el tubo colector previamente
calentado a temperatura adecuada de 25°C.

e Luego fue llevado hacia el microscopio para su evaluacion.

3.3.1.2. Evaluacién macroscopica

3.3.1.2.1. Volumen

e La cantidad de volumen de semen colectado de cada animal (6 machos),
se determind a la lectura del tubo colector graduado. Cabe indicar que el
volumen de semen es variable entre colecciones en el mismo animal ya
que el semen contiene flujo vaginal en gran proporcion considerado como
un volumen relativo.

3.3.1.3. Evaluacion microscopica

3.3.1.3.1. Motilidad individual

La determinacion de la motilidad espermatica de cada animal (6 machos), se

realizé inmediata a la coleccion del semen, con el procedimiento siguiente:

e Se coloc6 una gota de semen en una lamina portaobjetos, luego se cubri6 con
una ldmina cubreobjetos (ambas precalentadas a 37 °C).

e Se examino primero a un aumento de 100X y luego a 400X en tres campos
como minimo y se contabilizaron los espermatozoides motiles y a los que no
presentaron movimiento hasta un ndmero de 100 espermatozoides.

e Una vez concluida la lectura, se determiné el porcentaje de motilidad

individual a través de la formula siguiente:

MI =2 %100
"N
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MI = % motilidad individual.
n = NUmero de espermatozoides motiles.

N = NUmero total de espermatozoides.

3.3.1.3.2. Concentracion

La concentracion espermatica de cada animal (6 machos), fue determinada por

la técnica del hemocitdmetro de la siguiente manera:

e Con la utilizacion de micro pipeta automatica, se aspird 990ul CINa al 5%,
colocéndose a los tubos de ensayo.

e De la misma forma, se aspir6 10ul de semen, para colocar en tubos de
ensayo con CINa al 5%.

e Se dejo en reposo durante 5 minutos.

e Posteriormente fue homogenizado y se aspird 10ul de mezcla.

e Luego se dejo caer una gota en cada extremo de la camara de Newbauer,
estas gotas por capilaridad cubrieron el area determinada de la cAmara.

e Se dej6 reposar de 3 a 4 minutos antes de proceder con el recuento, en 5
de los 25 cuadrantes. ElI nimero de espermatozoides contadas fue
multiplicado por el factor 10 000 para denotar el numero de

espermatozoides por mma3, aplicando la siguiente formula:

_cr+c

X 10,
> 0,000

C = Concentracion
Cl =Total de la camara 1

Cll = Total de la camara 2
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3.3.1.3.3. Vitalidad

La vitalidad espermatica de cada animal (6 machos), se determind por la

técnica de coloracion Eosina — Nigrosina aplicando los siguientes pasos:

eUna gota de semen fue mezclada con una gota de colorante sobre una
lamina portaobjetos precalentada a 37 °C y luego se dejé reposar por 10
segundos.

e Pasado ese tiempo se realizé el frotis utilizando una ldmina portaobjetos
limpio colocando a un angulo de 45 ° y se arrastré hacia adelante.

e Luego del secado se procedié a realizar la lectura de la ldmina contando
100 espermatozoides para determinar el porcentaje de espermatozoides

Vivos y muertos a través de la siguiente formula:
%V = — x 100
7N

%V = % de espermatozoides vivos
n = NUmero de espermatozoides vivos

N = Numero total de espermatozoides

3.3.1.3.4. Anormalidades

Para determinar las anormalidades espermaticas de cada animal (6 machos),

se utiliz6 la coloracion Diff Quick, siendo el procedimiento de la siguiente

manera:

e Se utiliz6 la misma lamina lecturada para la caracteristica de motilidad (se
realizo el frotis sin coloracion inmediata a la evaluacion).

e La lamina fue colocada en el fijador 1, durante 1 minuto.

e Seguidamente fue colocada en la coloracién Eosina, durante 1 minuto.
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e Luego fue sometida a la coloracion Nigrosina, durante 1 minuto.
e Finalmente se dejé secar durante 5 a 10 minutos y se realiz6 el conteo de
los espermatozoides con anormalidades y segun la siguiente formula:

n x 100
N

X =% de anormalidades
n = Ndmero de espermatozoides anormales

N = Numero total de espermatozoides

3.3.2. Determinacion de la actividad ovérica (tamafio y numero de foliculos)
Después del descanso pos parto de 15 dias se inicio con la evaluacion por
ecografia para ver la actividad ovarica, tamafio y nimero de foliculos al
mismo tiempo se diagnostico si presencia 0 no metritis para su tratamiento.
El tamafio y nimero de foliculos fueron evaluados en 30 alpacas hembras
de PN y 30 alpacas de PN + DS una vez por semana desde el inicio de la
dieta suplementada hasta los 45 dias, (momento de la inseminacion
artificial). La evaluacion de la actividad ovarica se realizo de la siguiente
forma:

e Se identifico a los animales previos a la ecografia.

¢ Se coloco Gel a la entrada del recto de la alpaca mediante una jeringa
(aoml).

e Se introdujo el transductor lineal rigido por el recto de la alpaca

e Ambos ovarios de cada alpaca fueron explorados ultrasonograficamente
para la medicién del tamafio y numero folicular.

e Las imagenes fueron tomadas con una cdmara fotogréfica.
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3.3.3. Determinacion de la tasa de fertilidad
3.3.3.1. Distribucion de animales por tipo de alimentacion para la
inseminacion artificial
Los animales fueron distribuidos segun la tabla 4 siguiente:

Tabla 4: Distribucion de machos y hembras por tipo de alimentacion

N° de machos PN N° de machos PN+DS
4 4
N° de hembras N° de hembras N° de hembras N° de hembras
PN PN+DS PN PN+DS
28 25 27 28

PN= pasto natural, PN+DS= pasto natural + dieta suplementada

3.3.3.2.  Induccion de la ovulacion

A los 45 dias de suplementacion alimenticia, se procedido con la

inseminacion artificial previa induccién de la ovulacion de las 30 hembras

(24 horas) mediante GnRH (conceptase) a dosis de 1mL via intramuscular

(Bravo, 2002).

3.3.3.3. Inseminacién artificial

Segun la metodologia utilizada por Bravo et al., (2008):

e Se colectd semen de machos pos copula, seguidamente se evalud la
motilidad y luego se realiz6 la dilucion (TRIS, fructosa, yema de huevo).
e Para la inseminacion artificial se armo la pipeta de pléastico adosados a una

jeringa de 3 ml.

e Con la ayuda de 3 personas se realizo la sujecion para luego separar los
labios vulvares e introducir el espéculo adaptado con fuente de luz lo que
facilitd la observacion de la cérvix introduciendo la pipeta hasta llegar a la
parte craneal de la vagina préximo a la cérvix en el cual la pipeta fue

dirigida hasta la cérvix donde se depositd la dosis de espermatozoides,
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luego fue retirada la pipeta, procediéndose a realizar un ligero masaje a
nivel de la zona del clitoris.
elas hembras inseminadas fueron identificadas y registradas para la
posterior determinacion de la fertilidad por ecografia y seguimiento de la
misma.
3.3.3.4. Evaluacion de la fertilidad pos inseminacion artificial
La fertilidad fue evaluada en ambos grupos de animales (con y sin dieta
suplementada), a los 21 dias pos inseminacion artificial, para esta actividad
las alpacas hembras fueron llevadas a un corral para su evaluacion de la
fertilidad con el uso de un ecégrafo (transductor lineal de 5SMHZ).
A la ecografia se determing la presencia de vesicula embrionaria con lo cual
se confirm¢ la fertilidad de la hembra y en las hembras que no se observo la
presencia de vesicula embrionaria se consideré como vacia.
Luego se determind la tasa de fertilidad con la siguiente férmula:

Numero de hembras fertilizadas

TF X 100%

Numero de hembras inseminadas

3.3.4. Determinacién de nitrégeno ureico en suero sanguineo

3.3.4.1. Muestreo de Sangre

La toma de muestras, se realizd antes y después de los 45 dias de la dieta
suplementada, estando los animales en ayunas, por diferentes grupos
experimentales, con utilizacion del equipo vacutainer; para lo que fue
necesario la sujecion de los animales previa desinfeccion a nivel de la vena
yugular, luego por venipuncién yugular se recogié la muestra en tubos
vacutainer en la cantidad suficiente de 5 ml, las mismas debidamente
identificadas fueron acondicionados y colocados en una caja de tecnopor

con hielo para su envio al laboratorio.
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3.3.4.2. Obtencion de Suero sanguineo
Las muestras obtenidas de 9 machos y 28 hembras de PN, 9 machos y 28

hembras en PN+DS, fueron centrifugadas a 3000 r.p.m., por un tiempo de

15 min. El suero obtenido se depositd en viales de plastico debidamente

identificados que fueron conservados a -20 °C, siendo enviados

posteriormente al laboratorio de Bioquimica de la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia.

3.3.4.3. Analisis de suero sanguineo

Se determiné la concentracion de urea en las muestras de suero sanguineo,

mediante el método enzimatico.

3.3.4.3.1. Método enzimatico especifico para la determinacién

cuantitativa de urea en suero sanguineo

La ureasa descompone especificamente a la urea produciendo dioxido de

carbono y amoniaco, esta reaccion con el salicilato e hipoclorito en medio

alcalino, formandose un complejo de color verde. La intensidad del color
producido es directamente proporcional a la cantidad de urea presente en la
muestra, y su absorbancia.

3.3.4.3.2. Uso de Reactivos.

Segun las instrucciones del protocolo indicado (Wiener lab., 2000).

e Reactivo 1: Disolver el contenido del frasco con agua destilada de acuerdo
con las indicaciones del rotulo. Mezclar por inversion hasta la disolucion
completa.

e Reactivo 2: Diluir el contenido del frasco con agua destilada de acuerdo
con las indicaciones del rotulo y mezclar por inversion.

e Estandar: Listo para usar.
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e Muestra: Suero sanguineo.
3.3.4.3.3. Condiciones de reaccion
e Longitud de onda: 540 nm

e Temperatura de reaccion: 37°C

e Tiempo de reaccion: 20 min.

¢ \Volumen de reaccion: 12 mL.

e Volumen de muestra. 20uL.

El procedimiento del método enzimatico es segun la siguiente Tabla 5.

Tabla 5: Procedimiento para la determinacion de nitrégeno ureico

Blanco (B) Estandar (S) Muestra (M)

Estandar - 20 uL -

Suero - - 20uL
Ureasa 1 gota 1 gota 1 gota
Mezclar por agitacion suave e incubar 5 minutos a 37°C luego agregar:
Reactivo 1 1mL 1mL 1mL
Reactivo 2 1mL 1mL 1mL
Mezclar por agitacion suave e incubar 5 minutos a 37°C luego agregar:
Agua destilada 10 mL 10 mL 10 mL

Mezclar por inversion y retirar del bafio. Despues de 10 minutos leer en

espectrofotémetro a 540 nm, llevando a cero con el blanco

Wiener lab., (2000).

Medir la absorbancia de blanco (reactivos).
Medir la absorbancia neta de estandar (ANE):
ANE = Absorbancia de estandar — absorbancia de blanco.
Medir la Absorbancia neta de muestras de suero sanguineo (ANM):

ANM = Absorbancia muestras — absorbancia de blanco.
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3.3.4.3.4. Célculo de resultados

La concentracion de urea en las diferentes muestras de suero sanguineo, se

determinaron utilizando las siguientes formulas:

Calculo de Factores:
Factor BUN = (30 mg/dL) /ANE
Calculo de concentracion:
Nitrégeno Ureico (BUN) mg/dL = Factor BUN * ANM
3.4. VARIABLES DE MEDICION
e Caracteristicas seminales (volumen, motilidad, concentracién espermatica,
vitalidad espermatica, y anormalidades espermaticas,).
¢ Actividad ovarica (tamafio y nimero de foliculos).
e Tasa de fertilidad a los 21 dias pos inseminacion artificial.
e Concentracion de nitrégeno ureico mg/100 mL en suero sanguineo de alpacas
machos y hembras.
3.5. ANALISIS ESTADISTICO.
3.5.1. Calidad de semen
3.5.1.1. Volumen, Motilidad, concentracion espermatica, vitalidad y
morfologia espermatica
Los datos porcentuales para su comparacion a traves de las pruebas de
comparacion de medias, fueron primeramente transformados a valores
angulares, para luego ser analizado a través de la prueba estadistica de “t”

(Student); mediante la formula siguiente:
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Donde:

t :Valor de la pruebat

X, : Promedio del grupo N° 1

X, :Promedio del grupo N° 2

n, : NUmero de repeticiones del grupo N° 1
n, : Numero de repeticiones del grupo N° 2
Sc : Varianza comudn

ta,n — 2gl : Valor tabular de t con n-2 grados de libertad

3.5.2. Actividad ovérica

El tamafio y numero folicular fue determinado bajo un arreglo factorial de 2
x 2 conducido bajo Disefio Completamente al Azar utilizando el programa

estadistico SAS, cuyo modelo aditivo lineal es el siguiente:

Xijk = ﬂ+Al+ B]+ ABl] +Eijk

i = 2 tipos de alimentos (Pasto natural y pasto natural + suplementada)
J = 2 lados de ovario (derecho e izquierdo)

k=1, 2, 3... 30 repeticiones

Donde:

Xijx = Variable respuesta (Tamafio folicular y namero folicular)

u = Promedio general del experimento

A; = Efecto de las dietas (pasto natural y pasto natural + suplementada)
B; = Efecto de los lados de ovario (Derecho e izquierdo)
AB;; = Efecto de interaccion tipo de alimentacion y lado de ovario
E;jx = Efecto del error experimental

Para contrastar las diferencias estadisticas entre promedios se utilizd la

Prueba de Significancia de Tukey a un nivel de significancia de a = 0,05.
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3.5.3. Tasa de fertilidad en alpacas hembras

Los datos de la variable de tasa de fertilidad se procesaron mediante la
prueba estadistica de “Ji — cuadrado”, cuya férmula fue el siguiente:
2 (oij _eij)2
=22
i
Do6nde:
X2 = Ji — Cuadrado calculado.
Oi = Valores observados de la i-ésima clase

Ei = Valores esperados en la i-ésima clase

>¥ = Sumatoria

3.5.4. Nitrdgeno ureico en suero sanguineo

La determinacion de nitrégeno ureico fue analizada mediante el arreglo
factorial de 2 x 2 conducido bajo Disefio Completamente al Azar utilizando

el programa estadistico SAS, cuyo modelo aditivo lineal es el siguiente:

Xijk = M+Al+ B]‘l‘ ABl] +Ei]'k

I = 2 tipos de alimentos (pasto natural y pasto natural + suplementada)
J = 2 sexo (machos y hembras)

k=1, 2,3... 30 repeticiones

Donde:

Xijx = variable respuesta
1 = Promedio general del experimento

A; = Efecto de las dietas (Pasto natural y pasto natural + suplementada)
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B; = Efecto sexo (Macho y hembra)
AB;; = Efecto de interaccion tipo de alimento y sexo

Eijx = Efecto del error experimental

Para contrastar las diferencias estadisticas entre promedios se utilizé la

Prueba de Significancia de Tukey a un nivel de significancia de o = 0,05.
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IV. RESULTADOSY DISCUSION
4.1. CALIDAD DE SEMEN

4.1.1. Evaluacion macroscopica
4.1.1.1. Volumen
El volumen de semen (Tabla 6) por efecto de tipo de alimentacion, al final
del trabajo a los 45dias en alpacas con alimentacion en pastos naturales fue
de 3.67+1.89 mL y en animales en pastos naturales + dieta suplementada

fuel.83+1.26 mL, no habiendo diferencia, entre grupos de animales.

Tabla 6: Volumen de semen por tipo de alimentacion, mm3.

Tipo de alimentacion n Inicio 45 dias
X S X S
Pastos naturales 3 0.87+0.55 3.67+1.89

Pastos naturales +Dieta suplementada 3 1.37£0.32 1.83+1.26

(P>0.05)
El método con la que fue colectada el semen (Aspiracion vaginal pos coital)
no permitio obtener un volumen real, considerando que el semen fue diluido
con secreciones del tracto genital de la hembra, observandose de un color
rosado a rojizo por efecto de la monta.
4.1.2. Evaluacion microscépica
41.2.1. Motilidad
La motilidad espermatica por efecto de tipo de alimentacion, a los 45 dias en
alpacas pastoreados en pastos naturales fue 80.0% y en pastos naturales +
dieta suplementada fue 83.3%, resultados sin diferencia estadistica. Por tanto,
concluimos que la suplementacién alimenticia no tuvo influencia en los

valores de motilidad espermatica.
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Tabla 7: Motilidad por tipo de alimentacion, %.

Tipo de alimentacion n Inicio 45 dias
Pastos naturales 3 80.0 80.0
Pastos naturales + Dieta suplementada 3 63.3 83.3
(P>0.05)

Los resultados encontrados en el presente estudio (Tabla 7) son superiores al
estudio de Bravo y Alarcon (2015), quienes proporcionaron suplementos
nutritivos obteniendo una motilidad de 50% en machos suplementados con
Prefiatec, 33% en machos suplementados con Catosal y 24.4% en machos
control. Los mismos alimentados en pasturas naturales y la suplementacion
nutritiva fue via intramuscular con 4 mL de suplemento cada semana por 6
semanas, antes del empadre. Diferencias que se deberian al tipo del
suplemento que recibieron.

4.1.2.2. Concentracion espermatica

La concentracion espermatica (Tabla 8) en alpacas por efecto del tipo de
alimentacion, al final del trabajo a los 45 dias en alpacas pastoreados en pastos
naturales fue 13°333,333 esp/mm?3 Yy en pastos naturales + dieta suplementada
fue 54°000,000 esp/mm3, resultados sin diferencia estadistica.

Tabla 8: Concentracion espermatica por tipo de alimentacion esp/mm3

Tipo de alimentacion n Inicio 45 dias

Pastos naturales 3 15°000,000 13°333,333
Pastos naturales + Dieta suplementada 3 7°333,333  54°000,000

(P>0.05)

Los resultados obtenidos en el estudio son inferiores a los estudios realizados

con suplementos nutritivos (Bravo y Alarcon, 2015) quienes obtuvieron una
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concentracion de 192 millones en machos suplementados con Prefiatec, 82
millones en machos suplementados con Catosal y 60 millones en machos
control, mantenidas sobre pastos naturales y la suplementacion nutritiva antes
del empadre; diferencia expectante a los resultados del presente estudio que
se deberian al tipo del suplemento que recibieron.

4.1.2.3. Vitalidad espermatica

La vitalidad espermatica en alpacas por efecto del tipo de alimentacién, a los
45 dias de alimentacion en pastos naturales fue de 89% y en pastos naturales
+ dieta suplementada fue de 96%, no habiendo diferencia.

Tabla 9: Vitalidad espermatica por tipo de alimentacion, %.

Tipo de alimentacion n Inicio 45 dias
Pastos naturales 3 95 89
Pastos naturales + Dieta suplementada 3 86 96
(P>0.05)

Los resultados del trabajo de investigacion (Tabla 9) son similares al estudio
realizado (Bravo y Alarcon, 2015) con suplementos nutritivos donde
obtuvieron una vitalidad de 86% en machos suplementados con Prefatec,
80% en machos suplementados con Catosal y 88.8% en machos control,
siendo mantenidas sobre pastos naturales y la suplementacion nutritiva antes
del empadre. Similitud que seria debido a la suplementacion alimenticia.
4.1.2.4. Morfologia espermatica

La morfologia espermatica observada fue referido a espermatozoides
normales y anormales en alpacas por efecto del tipo de alimentacion, a los 45
dias de alimentacion en alpacas en pastos naturales fue de 81% y en pastos

naturales + dieta suplementada fue de 86%, no habiendo diferencia.
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Tabla 10: Morfologia espermatica por tipo de alimentacion, %.

Tipo de alimentacion Variables n Inicio 45 dias
Pastos naturales Normales 3 88 81
Pastos naturales + Dieta Suplementada Normales 3 88 86
(P>0.05)

Los resultados del estudio (Tabla 10) son similares al estudio de Bravo y
Alarcén, (2015) realizado con suplementos nutritivos donde obtuvieron
espermatozoides normales de 72 % en machos suplementados con Prefiatec,
70.2 % en machos suplementados con Catosal y 69.1% en machos control,
mantenidas en pastura natural y la suplementacién nutritiva antes del

empadre.

4.2. ACTIVIDAD OVARICA (TAMANO Y NUMERO FOLICULAR)
4.2.1. Tamaiio folicular
En alpacas al pastoreo en pastos naturales + dieta suplementada (Tabla 11) se
encontré mayor tamafio folicular de 9.12+3.53 mm de didametro comparado
con las alpacas alimentadas en pastos naturales que mostraron 6.30£1.99 mm,
existiendo diferencia (P<0.05).

Tabla 11: Tamafio folicular (mm) y namero folicular por efecto del tipo

alimentacion.
Variable de medicion n  Pastos naturales + Pastos
dieta suplementada  naturales
X %S X S
Tamafio de foliculos por ovario 60 9.122+3.53 6.30°+1.99
Numero de foliculos por ovario 60 1.19%+0.28 1.112+0.27

Los resultados encontrados en el estudio son similares a los resultados

obtenidos por Llacsa, (2012), quien realizé estudios en alpacas alimentadas
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4.3.

con suplementacion energética donde tuvieron un mayor tamafio folicular de
9.14+1.95 y las que no tuvieron suplementacion 8.14+1.59mm de didmetro
(P=0.0123). Sin embargo, los resultados del estudio son superiores al reporte
de Machaca et al. (2015), quienes evalué mediante ecografo registrando el
tamafio maximo del foliculo dominante de 7.3 + 0.67 y 7.1 £ 0.4 mm en
animales con y sin suplementacion respectivamente. En estudios recientes
indican que el diametro del foliculo dominante en alpacas es de 10.3£1.6 mm
con una alimentacién sobre pastos naturales y suplementados con heno de
avena y alfalfa durante 60 dias (Hancco, 2014). Diferencias que se deberian
a diversos factores, como la misma dieta suplementaria, tiempo de la
suplementacion, lugar de estudio y la metodologia empleada.

4.2.2.Numero folicular.
Se evidencia que las alpacas (Tabla 11) al pastoreo en pastos naturales + dieta
suplementada mostraron 1.19+0.28 foliculos comparado a la de alpacas
alimentadas a base de pastos naturales que lograron desarrollar 1.11+0.27
foliculos, no habiendo diferencia.
Los resultados encontrados en el estudio (Tabla 11) son inferiores a los
encontrados por Llacsa, (2012) con valores de 1.52+0.43 y 1.31+0.29
foliculos dominantes para alpacas con y sin suplemento energético (P=0.021)
respectivamente, diferencias que se deberian a la dieta suplementada, tiempo
de la suplementacion, lugar de estudio y metodologia empleada.

TASA DE FERTILIDAD POR INSEMINACION ARTIFICIAL (21 DIAS)

La fertilidad de alpacas pos inseminacion artificial (Tabla 13), donde los grupos

machos y hembras al pastoreo en pastos naturales + dieta suplementada, asimismo

machos y hembras al pastoreo en pastos naturales fueron similares,
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coincidentemente ambos grupos con 35.71%; mientras el grupo de machos en
pastos naturales y hembras al pastoreo en pastos naturales+ dieta suplementada
alcanzaron un 36.0%, y los machos en pastos naturales + dieta suplementada y
hembras sobre pastos naturales mostraron 40.74%; los mismos a un analisis
estadistico no mostraron diferencias.

Tabla 12: Tasa de fertilidad de alpacas por inseminacion artificial, por efecto

de tipo de alimentacion, %o.

Tratamientos (alimentacion) N° de hembras % de hembras
inseminadas fertilizadas
Machos y hembras PN 28 35.71
Machos PN y hembras PN+ SD 25 36.00
Machos PN + DS y hembras PN 27 40.74
Machos y hembras DS 28 35.71

X2.=022  X%o0ms=7.81 (P>0.05)

En la actualidad no existe informacion disponible sobre el efecto de la
suplementacion alimenticia en la fertilidad de alpacas por inseminacion artificial.
Los resultados obtenidos (tabla 13) en el estudio son similares al estudio realizado
por Pérez et al., (2008) quienes en 11 alpacas inseminadas con semen colectado de
los conductos deferentes y diluido, obtuvieron 36.36 % de gestacién a los 30 dias
pos inseminacion.

Aller et al., (2003) en un estudio con 38 Illamas, tratadas con un analogo de GnRH
para inducir la ovulacion, las mismas inseminadas artificialmente a las 24 horas con
semen fresco diluido en yema de huevo citrato glucosa glicerol DMSO a una dosis
de 25 millones de espermatozoides por pajilla; realizado el diagndstico de gestacion
mediante palpacion transrectal a los 60 dias post inseminacion artificial, encontro

21.70% de gestacion.
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4.4, NITROGENO UREICO EN SUERO SANGUINEO

En la Tabla 14, se observa los niveles de nitrégeno ureico en suero sanguineo por
tipo de alimento y sexo, donde los machos alimentados sobre pastos naturales el
nivel de nitr6geno ureico en suero sanguineo fue de 32.7mg/dL/alpaca, siendo
diferente a los resultados de machos en pastos naturales + dieta suplementada de
27.2mg/dL/alpaca. Asi mismo las hembras alimentadas sobre pastos naturales
mostraron 23.1mg/dL/alpaca y las hembras en pastos naturales + dieta
suplementada mostraron un 31.9mg/dL/alpaca, resultados superiores a las hembras
alimentadas sobre pastos naturales, mostrando diferencias (P<0.05).

Tabla 13: Niveles de nitrégeno ureico en suero sanguineo por doble

interaccion en alpacas machos y hembras

Factores n  Pastos naturales + dieta suplementada  Pastos naturales

Macho 9 27.2° 32.7°
Hembra 28 31.92 23.1"

(P<0.05)

Los resultados obtenidos en el estudio (machos y hembras) se encuentran dentro los
resultados obtenidos por Fowler, (1998) con valores que varian desde 9 a 34 mg/dL
de concentracion de urea en plasma sanguineo de llamas y alpacas adultas.

Los resultados obtenidos en el estudio para hembras (pastos naturales y pastos
naturales + dieta suplementada) son superiores a los valores obtenidos por Rodrigo
(2016) donde los niveles de nitrogeno ureico sanguineo (BUN) para alpacas madres
fue de 9.33+0.38 mg/dL, con una variacién desde 8.50 a 10.16mg/dL. La diferencia
entre dieta suplementada y pasto natural seria influenciada por el tipo de alimento.
En un estudio realizado por Sanchez, (2007) demuestra que no son influenciados

por el factor sexo, los resultados obtenidos de BUN para hembras en promedio fue
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de 8.87mg/dL con valores que varian desde 5.69 a 11.05mg/dL, y en machos un
promedio de 8.79mg/dL con valores desde 5.69 a 11.05mg/dL.

Siguas et al., (2007) indican que la estacion seca conduce a la obtencion de bajos
niveles de nitrégeno ureico sérico (de 3.5-30.9 y promedio 18.3+58 mg/dL)
originados por la reducida disponibilidad y baja de ingestion de proteina. La
estacion humeda muestra niveles de BUN elevados (de 15.0 a 42.1 y promedio
29.0+6.4 mg/dL) atribuible a la alta solubilidad de los componentes proteicos y a la

mayor disponibilidad de proteina en la dieta.
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V. CONCLUSIONES

e Bajo las condiciones en las que se realizo el trabajo, se determiné que la
suplementacién con la dieta suplementada (heno de alfalfa + heno de avena +
vitaminas) no tiene efecto sobre la calidad de semen: con respecto al volumen,
motilidad, concentracion, vitalidad y morfologia espermaética en alpacas.

e La actividad ovarica fue mayor en alpacas con suplementacién con la dieta
suplementada, el tamafio folicular fue de 9.12 mm y en pastos naturales 6.30 mm
(P<0.05). Sin embargo, en el ndmero de foliculos no tuvo efecto la dieta
suplementada.

o El efecto de la dieta suplementada no influyé en la tasa de fertilidad a los 21 dias
pos inseminacion artificial de las alpacas.

e El efecto de la dieta suplementada sobre el nitrdgeno ureico en suero sanguineo
para machos y hembras fue de 27.2 y 31.9mg/dL/alpaca, respectivamente

(P<0.05).
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VI. RECOMENDACIONES

e Paratener mejores resultados se recomienda la evaluacion de la actividad ovarica
(tamafio y nimero folicular) se realice de acuerdo a onda folicular en alpacas.

e Los resultados bajos de la tasa de fertilidad pos inseminacion artificial sugieren
la utilizacion de otras técnicas como la transferencia de embriones.

¢ Realizar trabajos de investigacion con suplementacion proteica durante la época

Seca.
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ANEXO 1
Procedimiento de Calorimetria de bomba:

1. Preparacion de la muestra: pesar aproximadamente 1.2g

2. Colocar la muestra (pellets) dentro de la bomba, conectar alambre fusible
10cm entre los polos de la bomba al cerrar la bomba, cargar con oxigeno.

3. Pesar 2 kg de agua destilada 15-16°C en Bucket, medir la T° debe haber una
diferencia de 1°C entre el Bucket y T° ambiente. Colocar la bomba en Bucket
dentro de agua de calorimetro, cerrar Bucket, colocar polea y conectar
corriente eléctrica.

4. Encendido de pantalla: registrar nombre de la muestra y empezar el quemado
de la muestra. Esperar 15’aproximadamente luego registrar el reporte de
resultado (quemado de la muestra): elevacion de T°.

5. Titulacion de las disoluciones residuales de la bomba, con carbonato de sodio
(Na2CO3) y registrar el gasto (mL) de Na2CO3.

6. Registro de alambre fusible residual, cm.

7. Formula de la determinacion de la energia bruta (EB)

EBcal/g = (AT°C) (2430)—(Na2C03)+(cm alambre fusible) x (2.3 cal/cm)

muestra gramos

Donde:

Cal/g = caloria por gramo de forraje — alimento.

AT°C = elevacién de T°C en la pantalla de calorimetro.
Energia estandarizada de calorimetro = 2430 calorias.
Na2CO3 = Carbonato de Sodio para titulacion.
Alambre fusible = longitud de alambre residual, cm.

2.3 cal/cm = es la energia de alambre fusible por cada cm.

EM = Energia metabolizable
EB = Energia bruta de forrajes

EM = 0.5465 EB (NRC, 1984)
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ANEXO 2

Tabla 14: Datos para calidad de semen de alpacas machos pasto natural.

PASTO NATURAL

Macroscopicos Microscépicos
n° Volumen Motilidad Concentracion Vitalidad  Morfologia
Inicio Final Inicio  Final Inicio Final Inicio Final  Inicio  Final

1 15 5 80 80 16000000 7000000 95 93 89 77
2 0.6 4.5 80 80 4000000 26000000 93 89 88 81
3 0.5 1.5 80 80 25000000 7000000 97 86 88 84

ANEXO 3

Tabla 15: Datos para calidad de semen de alpacas machos suplementados.

CON DIETA SUPLEMENTADA

Macroscopicos Microscépicos
n° Volumen motilidad Concentracion Vitalidad  Morfologia
Inicio Final Inicio Final Inicio Final Inicio  Final Inicio Final
1 1 2 70 90 3000000 82000000 91 95 87 91

2 1.6 0.5 70 80 15000000 62000000 86 97 88 86
3 15 3 50 80 4000000 18000000 81 97 89 81

ANEXO 4

Tabla 16: ANOVA para el tamafio folicular de ovarios de alpacas

FV GL SC CM Fc Pr>F Ft(a=0.05)
Tipo de alimento 1 238 238 72.8**  <0.0001 351

Lado de ovario 1 178,6 178,6  54.62** <0.0001 3,51
Alim* Lado ovarica 1 410,49 410,49 1255** <0.0001 3,51

Error aleatorio 116 379,69 3,27

Total 119 1206,78

CV=2348%
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ANEXO 5

Tabla 17: ANDEVA para numero folicular de ovarios de alpacas

FV GL SC CM Fc Pr>F Ft(0=0.05)
Tipo — Alimento 1 0,2 0,2 25 01201 3,51
Lado — Ovario 1 0,001 0,001 0,013 0,4625 3,51
Int. Alimen/Lado 1 0,052 0,052 0,65 0,6322 3,51
Error aleatorio 116 8,727 0,08000
Total 119 3,5
CV =2459%
ANEXO 6

Tabla 18: ANOVA para niveles de nitrégeno ureico en suero sanguineo de machos

y hembras
FV GL SC CM Fc Pr>F  Ft(a=0.05)
Alimento 1 529.7838 529.7838 15.73**  0.0002 3.99
Sexo 1 80.2085 80.2085 2.38 0.1273 3.99

Alimento*Sexo 1 693.0515 693.0515 20.57** <0.0001 3.99
Error aleatorio 70 2358.0913 33.6870
Total 73 3661.1351

CV =20.65% R?=10.36

NUS = Nitrégeno ureico en sangre (espafiol) y BUN (Ingles).
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ANEXO 7

Imégenes sobre el procedimiento y elaboracion de la suplementacion, evaluacion de
calidad de semen, actividad ovérica, determinacién de la fertilidad y nitrégeno
ureico en la sangre en el presente trabajo de investigacion.

Imagen 1. Preparacion de suplemento Imagen 2. Suministro de la Dieta S.

Imagen 5. Empadre de monta Imagen 6. Coleccidn de semen pos copula
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Imagen 7. Evaluacion del volumen de semen Imagen 8. Evaluacion de la motilidad

Imagen 9. Evaluacion de la Imagen 10. Evaluacion de la vitalidad
concentracion espermatica - camara espermatica
Newbauer

Imagen 11. Evaluacion de la Imagen 12. Evaluacion de la actividad
morfologia espermatica ovérica
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Imagen 13. Tamafio folicular a la ecografia Imagen 14. Sincronizacion de ovulacién

Imagen 15. Ubicacion de la cérvix Imagen 16. Inseminacion artificial

Imagen 18. Observacion de la Vesicula

Imagen 17. Diagndstico de fertilidad oo
embrionaria
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Imagen 21. Suero sanguineo en viales Imagen 22. Analisis de muestras
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