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RESUMEN

Semen de alpaca fue colectado por dos métodos: por aspiracion de la vagina de la hembra después de la mon-
ta natural y con vagina artificial. EI semen colectado fue evaluado y diluido con Tris tamponado, y luego usado en
inseminacion artificial. Se trabajé con 160 alpacas hembras adultas de capacidad reproductiva comprobada y 5
alpacas machos. Se colect6 semen post copula de los cinco machos en 10 hembras, y se hicieron 50 colecciones
de semen con vagina artificial de estos machos, dos veces por semana. Se determiné volumen, motilidad, concen-
tracion espermatica, porcentaje de espermatozoides vivos, viscosidad y color. Los resultados para semen colecta-
do por aspiracion de la vagina y con vaginal artificial fueron: volumen (3.6 y 1.5 mL), motilidad (73.4 y 69.0%),
concentracién espermatica (75.2 y 80.3 millones/mL), espermatozoides vivos (75.3 y 70.8%), respectivamente,
con diferencia entre métodos (p<0.05). El color fue mayormente rojo claro (80%) y la consistencia seminal semi-
viscosa (90%) en el semen colectado de la vagina natural, y blanco lechoso (60%) y viscoso (90%) en semen co-
lectado por vagina artificial. EI diagnostico de gestacion por ecografia a los 30 dias de la inseminacion indicé una
tasa de prefiez de 55% (55/100) con semen colectado por aspiracion vaginal y de 48% (24/50) con semen de la
vagina artificial (p<0.01). Se concluye que con la coleccién de semen por aspiracion se logra mayor volumen,
mejor calidad y menor viscosidad del semen y mayor porcentaje de prefiez que usando semen colectado con vagi-
na artificial.
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INTRODUCCION

Los primeros trabajos de coleccion de semen en camélidos sudamericanos (CSA) se hicieron con el uso de
fundas vaginales (Mogrovejo, 1952), posteriormente se empled la electroeyaculacion (Fernandez-Baca y Calde-
ron, 1965), y actualmente se emplea la vagina artificial con una cérvix simulada y dentro de un maniqui en posi-
cién copulatoria (Sumar y Leyva, 1981). La vagina artificial tiene que ser mantenida a la temperatura corporal de
la hembra con el apoyo de una frazadilla eléctrica (Bravo et al., 1997a) para permitir que el macho no interrumpa
la copula.

El uso de la vagina artificial ha facilitado el estudio del semen en CSA vy, actualmente, el nivel de conoci-
miento de la fisiologia del espermatozoide es comparable a otras especies de granja (Garnica et al., 1993; Lich-
tenwalner et al., 1996; Bravo et al., 2002); sin embargo, esta técnica tiene el inconveniente de que los machos
requieren ser entrenados y algunos no aceptan facilmente el maniqui. Por otro lado, en algunas oportunidades se
requiere colectar semen de machos que viven en lugares distantes a los centros de investigacion y no siempre se
dispone del tiempo, y facilidades necesarias para su entrenamiento.

La inseminacion artificial (I1A) es una técnica reproductiva ampliamente utilizada en diversas especies domés-
ticas, donde el semen previamente procesado es depositado en el aparato reproductor de la hembra en el momento
oportuno del ciclo estrual. El uso y ventajas de esta técnica se aprecian méas en el desarrollo de la industria vacuna
lechera, donde se han producido importantes mejoras genéticas para la produccién de leche, especialmente en
ganado Holstein. Los trabajos de IA en CSA son escasos, debido a que la coleccion de semen es laboriosa por el
tipo y duracion de la copula; no obstante, en los Gltimos afios se han dado avances importantes en el proceso de
congelacion de semen (Apaza et al., 2001; Bravo et al., 2008).

Los objetivos de este trabajo fueron comparar la calidad de semen colectado directamente de la vagina luego
de la monta con macho fértil y del semen colectado con vagina artificial, asi como su aplicacion en IA en la alpa-
ca.
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MATERIALES Y METODOS
Lugar de Estudio y Animales

El estudio se realizo entre enero a abril de 2009 en el Centro Experimental de Camélidos Sudamericanos “La
Raya” de la Universidad Nacional San Antonio Abad — UNSAAC, situado en el distrito de Marangani, region
Cusco, Perd, a una altitud de 4200 msnm.

Se utilizaron 160 alpacas hembras de 3 a 7 afios y 5 alpacas machos Huacaya de 4 a 8 afios de edad. Los ani-
males se mantuvieron en pasturas naturales de la estacién experimental y las hembras fueron parte de un rebafio y
se distinguieron por dos colores de cintas en el arete. Los machos se emplearon tanto para la cépula del grupo de
alpacas que se les realiz6 la aspiracion vaginal de semen como para la coleccidn se semen con vagina artificial.

Coleccion de Semen por Aspiracion Vaginal

Se seleccionaron 10 alpacas vacias adultas, con tres semanas postparto, sin infecciones uterinas, y sexualmen-
te receptivas al macho. Cada hembra fue empadrada con un macho entero. La frecuencia de coleccién de semen
fue dos veces por semana y el tiempo de cépula fue 17 + 6 minutos. Luego de la monta, se le sujet6 y se limpio la
zona perineal con agua jabonosa. Se insertd un espéculo vaginal y la os externa de la cérvix fue localizada con la
ayuda de una fuente de luz adosada al espéculo vaginal. EI semen que se encontraba en la vecindad de la os exter-
na (Neely y Bravo, 1998) fue colectado con el espéculo y depositado en un tubo de vidrio graduado y mantenido a
37°C.

Coleccion de Semen por Vagina Artificial

Se utilizo el método de la vagina artificial modificada (Bravo et al., 1997a), que consta de un tubo de PVC de
20 cm de largo por 4 cm de didmetro. La vagina artificial contiene aire a presién y agua caliente que debe mante-
nerse entre 38 a 40 °C. La vagina artificial se cubri6 con una frazadilla eléctrica para mantener una temperatura
constante y se colocd dentro de un maniqui. Los machos fueron adiestrados por 15 dias para la recoleccion de
semen y luego de un descanso de una semana se procedid a la colecta del semen del estudio. La frecuencia de
coleccidn de semen fue dos veces por semana y el tiempo de copula fue 18 + 5 minutos.

Evaluacion del Semen

El semen fue conservado a 37 °C en bafio maria entre su coleccién y la evaluacion. La evaluacion del semen
se llev6 a cabo 1 a 2 minutos después de su coleccion. EI volumen del eyaculado fue determinado comparando
con la escala del tubo colector. El color fue clasificado como blanco cristalino, blanco lechoso, rojizo claro y roji-
zo oscuro. La motilidad espermatica fue determinada tomando 10 puLL de semen en una lamina portaobjetos preca-
lentada, cubriéndola con una laminilla y observada a 400X en un microscopio de contraste de fase. La motilidad
se califico como porcentaje de espermatozoides con movimiento oscilatorio en un campo microscépico.

El porcentaje de espermatozoides vivos se determind en una muestra de semen coloreada con colorante vital
de Hancock, proporcionado por la Sociedad de Teriogenologia. Se conté un minimo de 100 espermatozoides,
considerandose espermatozoides vivos aquellos donde el colorante no penetré en la cabeza. La concentracién
espermatica fue evaluada usando el método del hemocitémetro en una camara de Newbauer. Una muestra de se-
men se diluy6 1:50 o 1:100 de acuerdo a la evaluacion previa de la motilidad en solucion de NaCl al 3%. La con-
centracion espermatica se expreso en millones de espermatozoides por mililitro.

Inseminacion Artificial

El semen fue diluido en Tris tamponado de acuerdo a Bravo et al. (1999), hasta una concentracién final de 10
x 106/mL y se mantuvo a 37 °C hasta el momento de la IA. El servicio se realiz6 aproximadamente a los 15 minu-
tos de la coleccion del semen.

Las hembras que tomaban la posicidn copulatoria frente a un macho vasectomizado fueron inducidas a ovular
con la administracion endovenosa de 750 Ul de gonadotropina coridénica humana (hCG) por animal (San Martin et
al., 1968).

La 1A se realizo a las 26 horas de la induccion de la ovulacién. La regién vulvar fue limpiada con una toalla
himeda y se introdujo el espéculo vaginal para identificar la os externa de la cérvix. El semen diluido fue cargado
en una pipeta de inseminacion de vacunos y se introdujo dentro del cuerpo del Gtero. Primero se inseminaron 100
alpacas con semen colectado por aspiracion vaginal, y luego 50 alpacas con semen colectado con vagina artificial.
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La diferencia en el numero de alpacas inseminadas se debio a la disponibilidad de animales en el centro experi-
mental. El diagnostico de prefiez se hizo por ecografia a los 30 dias del servicio. La presencia de la vesicula em-
brionaria dentro del Utero fue considerada como prefiez.

Diseiio Experimental

Las caracteristicas seminales de los dos métodos de coleccidn de semen fueron comparados usando la prueba
de “t” Student. La transformacion arcsen V(x= porcentaje) fue aplicada a las variables que no presentaron distri-
bucion normal y luego se realizo el andlisis de varianza. El porcentaje de prefiez se analiz6 con la prueba de Chi
cuadrado.

RESULTADOS

Se obtuvo semen de 50 cdpulas, pero se descartaron cuatro por contaminacion con orina (color amarillento) y
cinco por presentar un color rojo oscuro. Asi mismo, de las 50 colectas de semen con vagina artificial, siete fueron
inconclusas debido al desinterés sexual del macho por el maniqui, y cinco fueron descartadas por contaminacién
con orina.

Los resultados de la evaluacion espermética se encuentran en el Cuadro 1. El volumen, motilidad, y el nume-
ro de espermatozoides vivos fueron superiores en el semen colectado por aspiracion vaginal (p<0.05), en tanto
gue la concentracion espermatica fue superior (p<0.05) en el semen obtenido con vagina artificial. Asimismo, el
90% de los eyaculados colectados con vagina artificial presentaron alta viscosidad en comparacién con el 10% de
los eyaculados recuperados por aspiracion vaginal.

La tasa de prefiez obtenida con semen colectado por aspiracion vaginal fue de 55% (55/100), estadisticamente
superior (p<0.01) al 48% obtenido con vagina artificial (24/50).

DISCUSION

Se compard dos métodos de coleccion de semen de alpaca. El primero fue el método de la vagina artificial,
introducido en 1981 (Sumar y Leyva, 1981), mejorado en 1997 (Bravo et al., 1997a) y utilizado ampliamente
como herramienta de apoyo en estudios de fisiologia del semen. El segundo método, la recuperacion del semen
por aspiracion vaginal después de la monta natural, Ilamado simplemente método post copula, e introducido con
fines clinicos en 1998 (Neely y Bravo, 1998).

Los dos métodos fueron viables y aplicables; sin embargo, el método de aspiracion vaginal mostré mayores
ventajas. Es un método que no necesit6 el entrenamiento de machos a la vagina artificial, no alter6 la conducta
sexual del macho, y no requirié de un maniqui en posicion copulatoria ni de una vagina artificial con todos sus
accesorios, ya que solo requiere de una hembra receptiva al macho y el espéculo vaginal. Aproximadamente, solo
un 60% de los machos responden al entrenamiento con el maniqui, dado la naturaleza nerviosa propia de la espe-
cie (Aller et al., 2003).

El semen colectado por aspiracion vaginal fue de poca viscosidad y de un color rojo claro, lo que se debié a la
presencia de fluidos uterinos y de sangre de la hembra. En este sentido, el semen colectado se podria catalogar
como hemadtico e hizo que la muestra sea mas manejable en términos de evaluacion y adicion del dilutor. Muestras
de semen colectadas con vagina artificial fueron viscosas y se necesita de la adicion de una enzima, colagenasa
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(Bravo et al., 2000) para reducir la viscosidad y poder proceder a la evaluacion correspondiente. Esto no sucede
con muestras colectadas post copula permitiendo un ahorro de tiempo en la evaluacion del semen y proceder a la
dilucion luego de la determinacion de la concentracién espermaética. La presencia de sangre en la muestra de se-
men podria ser de preocupacion para una persona experimentada en evaluacion de semen de otras especies de
granja, pero se debe entender que es parte de la fisiologia normal de alpacas. La sangre se debe al dafio que hace
el proceso peneano del macho en el endometrio uterino (Velez, 1997); no obstante, el efecto del suero sanguineo
de la hembra y en contacto al semen del macho dentro del Gtero queda por elucidar.

Las caracteristicas seminales encontradas en este estudio por ambos métodos de coleccion son similares a re-
portes en alpacas (Garnica et al., 1993; De la Vega, 1996; Bravo et al., 1997a, 1997b, 2000; Bravo, 2008) y Ilamas
(Aller et al., 2003); sin embargo, las caracteristicas seminales del semen colectado por el método de aspiracion
vaginal fueron mejores a aquellas del semen colectado con vagina artificial. En este respecto, la motilidad, el por-
centaje de espermatozoides vivos y menor porcentaje de espermatozoides muertos hace nuevamente esta técnica
mas atractiva. La menor proporcion de espermatozoides vivos por el método de vagina artificial podria indicar un
efecto adverso de las fundas de latex usadas en la vagina artificial. Este efecto negativo ha sido sugerido en alpa-
cas (Urquieta et al., 2005), llamas (Giuliano et al., 2008), y camellos (Sieme et al., 1990).

El mejor porcentaje de prefiez (55%) con semen colectado por aspiracion vaginal es promisorio y necesita ser
validado en condiciones de campo, especialmente a nivel de comunidades alpaqueras donde los propietarios de
alpacas desean usar el semen de sus machos. La tasa de prefiez fue similar a otros reportes con semen obtenido
con vagina artificial en alpacas (Bravo et al., 1997a, 2008; Apaza et al., 2001; Ponce, 2003) y Ilamas (Aller et al.,
1999).

CONCLUSIONES

La coleccion de semen de la vagina de la hembra después de la copula es una técnica facil de realizar.

+ Se obtuvo un mayor volumen del eyaculado y de mejor calidad en términos de motilidad y porcentaje de es-
permatozoides vivos, y tiene poca viscosidad en comparacién al semen colectado con vagina artificial.

+ Se obtuvo mayor porcentaje de prefiez usando semen obtenido por aspiracién vaginal en comparacion con el

método de la vagina artificial.
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