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II. Resumen del Proyecto (Debe ser suficientemente informativo, presentando -igual
gue un trabajo cientifico- una descripcion de los principales puntos que se abordaran,
objetivos, metodologia y resultados gque se esperan)

I. RESUMEN: El trabajo de investigacién se realizara con el objetivo de evaluar
las caracteristicas macroscopicas y microscopicas del semen por edad, tamario
testicular y fertilidad de la totalidad de alpacas reproductores suri del Centro
Experimental Chuquibambilla, propiedad de la UNA Puno, trabajo que se realizara
entre diciembre del 2020 a setiembre del 2021. Se registrard el peso vivo
mediante una balanza; se determinara la edad a través de registros y observacién
de la cronologia dentaria; el tamafio testicular mediante mediciones con el uso
de una regla vernier y fertilidad que se determinara después del empadre por el
numero de hembras gestantes para cada macho. Se obtendra el semen después
de la monta (post coépula) con evaluacion en laboratorio de caracteristicas
macroscopicas: volumen, color, pH y aspecto 6 viscosidad y caracteristicas
microscopicas como: motilidad, concentracion espermatica, vitalidad vy
anormalidades. Se utilizara el Disefio Completamente al Azar con igual o diferente
numero de unidades experimentales por tratamiento (a = 0.05).

Ill. Palabras claves (Keywords) (Colocadas en orden de importancia. Max. palabras:
cinco)

\ Alpaca, peso vivo, testiculo, fertilidad, semen.

IV. Justificacion del proyecto (Describa el problema y su relevancia como objeto de
investigacién. Es importante una clara definicion y delimitacion del problema que
abordara la investigacion, ya que temas cuya definicion es difusa o amplisima son
dificiles de evaluar y desarrollar)

La crianza de alpacas por su produccion de fibra de alta calidad y carne de
excelentes cualidades organolépticas, constituye una principal fuente de proteina
animal para la alimentacién humana y contribuye como un recurso para el
sustento econdmico de las familias alto andinas de nuestra regién, ademas de
ser una de las pocas especies animales capaces de vivir en condiciones climaticas
adversas de los altos andes donde no es viable la agricultura y la crianza exitosa
de otras especies domésticas. (Sumar, J. 1992).

La alpaca a la vez aprovecha los pastos duros y fibrosos de la vegetacién nativa
de estos ambientes para transformar en fibra de alta calidad, que benefician al
hombre constituyéndose como medio de sustento para la gran poblacién que
vive en las grandes alturas, finalmente es aprovechado la piel y estiércol siendo
utilizado esta ultima como combustible y abono en la actividad socioecondmica
del criador alto andino. (Bustinza, 2001).

Sin embargo, existen factores que afectan a la produccidn de esta especie, entre
los que se puede sefalar la baja eficiencia reproductiva como una limitante para
el crecimiento poblacional (Andrade, 2007), debido a la fisiologia reproductiva
especial y diferente a otras especies como tiempo de copula prolongado
estimandose desde 5 hasta 50 minutos, obteniéndose poco volumen de semen
desde 0.3 hasta 1.5 ml, por ahi que uno de los criterios de seleccidon para machos
reproductores debe ser un buen peso corporal con buen tamafo testicular, tal
como sucede en otras especies domésticas, Casas, H., (1982). La produccion
espermatica individual de cada macho esta relacionada proporcional-mente al
tamafio de los testiculos, Aman. R. (1980); Bravo, W. (2003) en un estudio de
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concentracion espermatica en los testiculos del lado derecho e izquierdo,
habiendo encontrado una produccion promedio de 92 millones de
espermatozoides por ml al momento del empadre. Caracteristicas de la fisiologia
reproductiva peculiares que deben ser manejados adecuadamente en crianzas
alpaqueras, orientadas a un mejor uso de machos reproductores que permitan
incrementar la produccién y productividad a favor del criador alpaquero.

V. Antecedentes del proyecto (Incluya el estado actual del conocimiento en el &mbito
nacional e internacional. La revisién bibliografica debe incluir en lo posible articulos
cientificos actuales, para evidenciar el conocimiento existente y el aporte de la Tesis
propuesta. Esto es importante para el futuro articulo que resultara como producto de este
trabajo)

5.1. Fisiologia reproductiva del macho.

En cuanto a la fisiologia reproductiva, el macho presenta algunas caracteristicas
diferentes al de otras especies, el macho no presenta el centro ciclico referido a
la descarga de GnRH del hipotalamo ocurre de forma intermitente durante el dia
y noche, esta descarga de GnRH tarda algunos minutos y causa la liberacion de
LH aproximadamente 30 minutos después del impulso de la GnRH, esta hormona
actla sobre las células de Leydig, las que inician su produccion de progesterona,
gran parte de la cual es trasformada en testosterona, la cual tiene vida corta y de
secrecion pulsatil, durando aproximadamente 20 a 60 minutos (Senger, 2003). El
factor de liberacién gonadotrépico del hipotalamo (GnRH), alcanza el sistema
porta hipotalamico hipofisiario donde estimula la liberacion de FSH y LH cuyo
organo es el testiculo. La FSH actua sobre las células de Sertoly y de esta forma
promueve la espermatogénesis, en tanto que la LH actda sobre las células de
Leydig estimulando la sintesis de Testosterona, a partir de aqui se establece una
retroalimentacién negativa testiculo — hip6fisis — hipotdlamo, que el incremento de
testosterona reprime la sintesis y liberacion de LH a nivel hipofisiario y de GhRH
en el hipotalamo, en este (ltimo caso la reduccion de la liberacion de GnRH
ademas determina una retroalimentacion negativa sobre la FSH. Por otro lado, la
FSH ademas se encuentra bajo otro mecanismo de retroalimentacién negativa, a
partir de la accion de las inhibinas sintetizadas en las propias células de Sertoly.
En algunos casos se plantea que la Prolactina (PRL), tiene una accién sinérgica
con la LH para la produccién de Testosterona (Hafez, 2000).

5.2. Coleccién de semen en alpacas.

La coleccion de semen depende de una buena y constante produccién
espermética para que la calidad del semen sea buena. Las técnicas de coleccion
en otros animales domestico es un procedimiento de rutina, pero en camélidos,
por las caracteristicas reproductivas, anatdmicas y fisioldgicas es bastante
dificultosa y no existe un protocolo recomendado y técnica 6ptima, (Pacheco,
2008).

Los trabajos de coleccion de semen en camélidos (CSA), se hicieron con el uso
de fundas vaginales (Mogrovejo, 1952), actualmente se emplea la vagina artificial
con un cérvix simulada y dentro de un maniqui en posicién copulatoria (Sumar y
Leyva, 1981), técnicas que requieren entrenamiento de machos. (Bravo et al.,
2012) recomienda el método por Aspiracién Vaginal consiste en colectar semen
post cépula, aplicando un especulo vaginal que consta de un proctoscopio, se
introduce cuidadosamente a la vagina a temperatura corporal y a través del
especulo (proctoscopio), refluye el contenido o secrecién vaginal hacia el exterior
lo cual es colectado en un tubo de falcon de 15 ml, a temperatura corporal para su
evaluacion de semen
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El semen obtenido por aspiracion vaginal, hizo que la muestra sea mas manejable
en términos de evaluacion y adicion de dilutor por lo que no requiere adicionar
enzimas como la colagenasa entre otras, permitiendo un ahorro de tiempo en la
evaluacion del semen y proceder a la dilucién luego de la determinacion de la
concentracién espermatica (Bravo et al., 2000)

Las caracteristicas seminales del semen colectado por el método de aspiracion
vaginal fueron mejores a aquellas del semen colectado con vagina atrtificial
respecto a motilidad, el mayor porcentaje de espermatozoides vivos y menor
porcentaje de espermatozoides muertos hace nuevamente esta técnica mas
atractiva, 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 desean
utilizar 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).

5.3 Caracteristicas macroscopicas y microscOpicas del semen de alpacas.
5.3.1. Caracteristicas macroscoépicas del semen.

Se evallan considerando parametros, entre estos: volumen, color, aspecto y pH,
los que dependeran de la forma de coleccion y de su manipulacion, asi como de
las caracteristicas fisiol6gicas reproductivas de cada animal (Pacheco, 2011).
5.3.1.1 Volumen

Varia con la metodologia de coleccion influenciado por factores intrinsecos y
medio ambientales, los valores de volumen del eyaculado son bastante variable
en alpacas, se tiene reportado desde 0.4 a 12.5 ml. (Bravo, 2002; Sumar, 2000),
por el método de Aspiracion Vaginal se reporta valores de 3.6 £ 1.3 ml. (Alarcén
etal., 2012).

mediante vagina artificial con el método de maniqui de grupa en llamas a los 3
afios de edad fue de 3.74 + 0.39 ml. a los 6 afios se obtuvo 3. 43 + 0.49 ml.
obteniendo un promedio 3.58 + 0.84 ml. (Pérez-pe et al., 2000).

El factor mas importante en la variacion del volumen de semen es la frecuencia
de coleccion, pues el volumen disminuye a medida que se incrementa el uso del
macho, las Ultimas eyaculaciones tienen menos volumen y esta disminucion se
presenta notoriamente después de la tercera eyaculacion continua (Quispe, 1987,
Tibary y Vaughan, 2006).

5.3.1.2. Color

En la mayoria de las especies el semen tiene una coloraciéon blanquecina y su
opacidad se halla en funcion de la concentraciéon espermatica (Derivaux, 1982).
El semen de alpaca presenta un color que varia desde el blanco lechoso hasta el
blanco cristalino, siendo muy variable de acuerdo al método de coleccion a la
concentracion espermética y a la frecuencia de coleccion (Bravo, 2002; Sumar,
2000). El color predominante del semen durante la época reproductiva es el blanco
opaco, presente en el 76.9% de las observaciones, también de color blanco 5.1%;
blanco amarillento 5.1% y blanco traslucido 12.8%, se observa que a medida que
avanzan los dias seguidos de coleccion, el color fue variando de blanco opaco al
blanco traslucido evidenciando que la concentracion espermatica estaria
relacionado al color del semen en alpacas (Urquieta et al., 2005; Flores et al.,
2002) reportan el 84.2% de las muestras de semen obtenido por vagina artificial
de un color blanco opaco seguido de blanco 10.5% y blanco amarillento 5.3%. el
semen de llama colectado por vagina artificial se observé que el 69% de muestras
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fueron blanco cristalino, 29% blanco grisaceo y 2% blanco lechoso,
encontrandose relacion a la concentracion espermatica (Fernandez et al., 2003).

El semen colectado por aspiracién vaginal (post copula) es de poca viscosidad y
de color rojo claro lo que se debe a la presencia de fluidos uterinos y de sangre
de la hembra, en este sentido el semen colectado se podria catalogar como
hematico, la coleccion por este método de aspiracion vaginal hay presencia de
sangre en la muestra de semen, se debe entender que es parte de la fisiologia
normal de alpacas y llamas, la sangre se debe al dafio ocasionado por el proceso
peneano del macho en el endometrio uterino asi presenta coloraciones; rojo claro,
rojo oscuro, morado (Vélez, 1997).

Color de semen obtenido por Aspiracidon Vaginal en alpacas; rojo claro 80%; rojo
oscuro 10%; blanco lechoso 5%,; blanco cristalino 5%. (Alarcon

5.3.1.3 Aspecto (viscosidad o filancia)

El aspecto del semen de camélidos sudamericanos (CSA), alpaca y llama es de caracter
gelatinoso y viscoso, particularidad que dificulta la dilucion con diluyentes comunes utilizados
para otras especies (Sumar Y Leiva, 1981; Sumar, 2003; Bravo et al., 1992; Pérez Y Quispe,
1994).

El semen de alpacas es altamente viscoso, siendo muy dificil separar los espermatozoides del
plasma seminal por centrifugacion, asi como la estimacion de la concentracién espermatica por
medios convencionales, ademas que esta viscosidad confiere al espermatozoide un movimiento
lento diferente a lo observado en otras especies domésticas, por estar aprisionado por el gel del
plasma seminal (Sumar, 1985).

En un estudio realizado en semen de llamas, se describen al semen como un fluido no
newtoniano pseudoplastico desde el punto de vista de la fisica, concluyendo que la viscosidad
del eyaculado de llama no estd influida por la concentraciéon espermatica ni por el volumen del
eyaculado, por lo que la medicién de la viscosidad del semen mediante el uso de un viscosimetro
es esencial y por lo tanto los reportes de viscosidad mediante la capacidad de producir hilo
(Filancia) no estaria adecuado para este tipo de fluido (Caseretto et al., 2008), esta viscosidad
es atribuida a la presencia de mucopolisacéaridos de secreciones de las glandulas bulbouretrales
o de la préstata (Garnica et al., 1993), en llamas se describe que la fraccion viscosa del semen
tendria su origen en las secreciones de las glandulas bulbouretrales (Vino et al., 2003),
eyaculados de llamas obtenidos por vagina artificial presentaron 21% de viscosidad alta, 35% de
viscosidad media y 44% de viscosidad baja (Fernandez et al.,2003).

Mediante el método de Aspiracion Vaginal, fue de poca viscosidad y de un color rojo claro, lo que
se debid a la presencia de fluidos uterinos y de sangre de la hembra; mostrando una consistencia
viscosa 10% Yy poco viscosa 90%, en comparacion con Vagina Atrtificial viscosa 90% y poco
viscosa 10% (Alarcon, 2012).

5.3.1.4. pH.

El pH. es la concentracion de iones hidrogeno, se expresa por medio de un nimero que va desde
el 4 al 14, un pH con valor de 7 indica que estan presentes igual nUmero de iones hidrogeno o
iones hidroxilo, un pH inferior a 7 indican que existen mas iones hidrogeno (acidez) y un pH
superior a 7 indica que existen menos iones hidrogeno (alcalinidad) (Murray et al., 2001), en
camélidos la coleccion de espermatozoides del conducto deferente sin la presencia de plasma
seminal dio un pH de 6.5 por su alta concentracion espermética (80 — 120 millones en 0.02 ml)
lo cual indicaria que en su composicién el plasma seminal contiene sustancias amortiguadoras
(Deza, 2004).
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Aungque con mucha antigiedad sin embargo es valioso el aporte de Mogrovejo (1952),
empleandose un potencidmetro Beckman indica un promedio de 8.32 con rango de 7.15 a la
neutralidad, con ligera tendencia a la alcalinidad con un promedio de 7.5 (7.0 — 8.8) (Fernandez-
Baca Y Calderdn, 1966).

5.3.2. Caracteristicas microscépicas del semen
5.3.2.1. Concentracion

La concentracion expresa el nimero de espermatozoides por milimetro cibico, este valor tiene
gran importancia y es necesario conocerlo para juzgar la calidad de un esperma (Derivaux, 1982).
La concentracién es un indicador muy importante, pues de ella depende la relacién de dilucion
(Evans Y Maxwell, 1990).

Las amplias variaciones de la concentracion de espermatozoides se deberia el método de
coleccién principalmente, asi mismo entre otros factores como frecuencia de eyaculado, edad
del animal, tamafio de los testiculos, nUmero de eyaculados en el dia de coleccién, asi como
sucede en otras especies domésticas (Waltén, 1984).

La determinacion de la concentracion del semen de llamas y alpacas se hace un poco dificil
debido a la viscosidad del plasma seminal de esta especie, por lo que no facilita la expansién del
semen en el hemocitometro asi mismo, en la coloracién y extension del semen en la lamina
portaobjetos, sin embargo, una modificacién a la técnica del hemocitbmetro es realizada
diluyendo previamente el semen en solucion salina en 1:100; 1:50; 1:200 y tomando 10 pl. de
semen diluido para cargar la camara de Newbauer o hemocitdmetro, luego se realizan las
lecturas de manera similar que el semen de otras especies, este método es utilizado por todos
los investigadores de semen en alpacas por lo que los datos reportados en concentracion
espermatica en alpacas fueron obtenidos con esta técnica (Bravo, 2002).

Concentracién de espermatozoides en llamas obtenidos por Vagina Artificial reportan un
promedio de: 1.48 Esp. X 106 /ml. (Giuliano et al., 2014).

La concentracién de espermatozoides obtenidos por el método de Aspiracion Vaginal en alpacas
reporto 75.3 £ 20.3 X106/ml (Alarcon et al., 2012).

La concentracion espermatica promedio para llamas de 3, 4 y 5 afios de edad es de 46 562,500
Esp/ml (Fernandez, 2001).

5.3.2.2. Motilidad

Estudios realizados por Sumar y Leyva (1981), reportan que no existe la “motilidad masal” por la
baja concentracion relativa de espermatozoides y por una motilidad progresiva individual poco
vigorosa, por lo que el movimiento de los espermatozoides es lento.

Los diferentes autores indican una calificacion de pobre a regular asi la mas alta se estima en
“grado 3” dentro de una escala subjetiva de 1 a 5, resumiéndose que la motilidad de los
espermatozoides de la alpaca y llama es individual o progresiva lenta lineal y rotatoria (Quispe,
1987). La motilidad parametro importante en la evaluacion del semen de animales domésticos,
asi para el caso de la alpaca también se adecua a la cuantificacién de acuerdo a la siguiente
escala:

0 = Sin movimiento.

1 = Ligera ondulacion con vibracion de la cola sin progresion

2 = Progresion lenta incluyendo detencién y comienzo de movimiento
3 = Movimiento progresivo continuo y moderada velocidad

4 = Movimiento progresivo rapido
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Quispe 1994).

La motilidad total o masal en camélidos no esta presente como en el caso de los carneros, en
camélidos es mejor referirse como motilidad individual y oscilatoria, con movimiento lento que en
parte es debido a la viscosidad del semen (Bravo, 1995), la motilidad lograda a través de la
desviacién del conducto deferente fue 64.81% a 67.36% (Quintano, 2002), se report6 71.89% de
motilidad individual con la técnica de desviacion de conducto deferente (Deza, 2004).

La motilidad del espermatozoide en medio de la masa gelatinosa y viscosa es oscilatoria con
tipicos movimientos individuales con una cuantificacién de 85%, con variaciones que van desde
69-91% (Bravo et al., 1997).

Los espermatozoides de camélidos exhiben motilidad individual por la contraccion del flagelo en
el mismo lugar de manera oscilatoria, la evaluacién de la motilidad se realiza inmediatamente a
la coleccion y sobre una platina atemperada realizandose el conteo de los espermatozoides con
movimiento en un campo y expresandole en porcentaje (Bravo, 2002).

La motilidad individual es muy baja en semen no diluido, es descrita como oscilatoria y solo un
5-10% de los espermatozoides motiles tienen movimiento de avance lineal, siendo necesario
licuefactar el semen para observar mejor la motilidad, pues es muy dificultoso observar en semen
entero por su naturaleza viscosa (Tibary Y Vaughan, 2006).

Usando dos llamas se obtuvo una motilidad de 75 a 95% en llamas con semen diluido con yema
de huevo 20%, el movimiento fue de tipo oscilatorio inicialmente, entes de someter a congelacion
la motilidad fue hacia delante (Bravo, et al., 1997).

5.3.2.3. Vitalidad

Es el parametro que evalla a los espermatozoides si estan vivos o muertos, el porcentaje de
espermatozoides vivos se puede determinar por varios métodos, siendo la coloracion eosina los
espermatozoides vivos tienen su membrana intacta que impide la penetracion del colorante, en
tanto que los muertos adquieren la coloracién rosada, el resultado se expresa en porcentaje
(Toro Montoya, 2009).

Las tinciones permiten diferenciar los espermatozoides vivos de los muertos asi en lo referente
a colorantes la cabeza tiene la particularidad de dejar pasar los colorantes por perturbacion de
la membrana cefalica, mientras que los vivos no (Lubos, 1983).

Para la determinacién del porcentaje de espermatozoides vivos 0 muertos se requiere de la
utilizacion de coloraciones supravitales, el colorante mas utilizado es el Hancook
(eosina/nigrosina), que permite visualizar los espermatozoides vivos de un color blanco brillante
y los muertos de un color rosado, todos sobre una superficie oscura (Bravo, 2002; Aller et al.,
2003).

5.3.2.4. Anormalidades espermaticas (Morfologia)

Estudios realizados indican un 11.65% de anormalidades, siendo las mas frecuentes en orden
decreciente; cabezas solas, colas torcidas, colas enroladas, colas quebradas, cabezas
alargadas, micro cabezas, gota citoplasmatica (Sumar, 2003), sefiala haber encontrado un 13.
9% reportes corroborados por (Merlian et al., 1982).

Quintano (2002), indica para semen obtenido por desviacion de conducto deferente un 25.98%
de espermatozoides anormales de los cuales 15.76% corresponden a anormalidades primarias
y un 10.22% a anormalidades secundarias, posteriormente Deza (2004), en semen obtenido por
el mismo método de desviacion de conducto deferente un 61.72% de espermatozoides fueron
normales, el resto 7.03% de anormalidades primarias y 31.25% de anormalidades secundarias
finalmente, Quintanilla (2009), junto a los dos autores anteriores también para semen obtenido
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anormalidades secundarias.

La proporcion de espermatozoides normales se encuentra entre 60 y 90%, observandose alto
porcentaje de espermatozoides anormales en relacién a otras especies, siendo entre todas la
mas importante las anormalidades en la cabeza, seguida por gota citoplasmatica y luego
problemas de cola (Bravo, 2002), el porcentaje de espermatozoides anormales es de 23.6%,
este porcentaje se ve aumentado de acuerdo al incremento de la frecuencia de coleccion, siendo
las anormalidades en la cola la que mas se incrementa (Bravo, et al., 1997). En llamas se
describe una alta variabilidad que va desde 20.9 hasta 96.1% de espermatozoides de anormales
en eyaculados de varios machos evaluados y colectados por vagina artificial durante
(Lichtenwainer et al., 1996). Otros reportes hechos en semen de alpacas colectados por vagina
artificial durante la época reproductiva indica que las anormalidades se encuentran en un 49% y
la anormalidad mas frecuente son los problemas de pieza intermedia seguido por problemas de
la cabeza luego en la cola, se indica que las cabezas solas no se consideran como
anormalidades pues se deben a un manejo brusco del semen y no se cuenta como
anormalidades (Flores et al., 2002).

Estudios sobre la morfometria de espermatozoides de llama y guanaco indican una gran
variabilidad entre e intra individuos, similar a los reportes en alpacas sugiriendo que existe un
polimorfismo natural en las cabezas espermaticas de camélidos sudamericanos, siendo esta una
evidencia aun no concluyente indica que una mejora y un ajuste en la forma tradicional de
evaluacion de camélidos es urgente (Casaretto et al., 2008;).

5.4. Peso vivo.

Calderén y Fernandez (1980) en trabajo realizado en el Centro Experimental La Raya de la
Universidad Nacional San Antonio Abad del Cusco, con 130 alpacas de saca determinaron un
peso promedio de 58.3 kg.

Fernandez Baca (1980). Indica para alpacas huacaya que las crias nacen con 6 a 10 kg, de peso
vivo, llegando al destete de 20 a 38 kg. Al ano de edad alcanzan hasta 40 kg, a los 2 anos de
edad 50 kg y animales adultos mayores a 3 anos alcanzan pesos que varian entre 62 hasta 87
kg con un promedio de 69.8 kg.

5.5. Tamainio testicular.

Los testiculos de la alpaca estan localizados en un escroto no pendulado es decir sin cuello
definido, formando una protuberancia subanal similar a los cerdos; el escroto que protege y
soporta a los testiculos regulando la temperatura interna de los mismos mediante la contraccién
y relajacion de los musculos dartos y cremaster. Los testiculos estan recubiertos por dos capas
serosas, la tlnica vaginalis y otra capa de tejido conectivo denso e irregular que constituye la
tdnica albuginea. (Sumar, J. 1983).

Uno de los criterios para la seleccion de alpacas reproductores debe ser el buen tamafio
testicular, tal como sucede en otras especies domeésticas, Casas H. (1992), Asi Johnson, LR.W.
(1989) para 17 llamas de 3.5 afios de edad indica un peso vivo promedio de 24.0 gramos con
dimensiones de 5.0 a 7.0 cm de largo y 2.5 a 3.5 cm de ancho.

La produccién individual espermatica individual de cada macho esta relacionado
proporcionalmente al tamafio de los testiculos, asi un solo testiculo del toro con un peso de 350
gr, producird aproximadamente 5,250 millones de espermatozoides diariamente, Aman R.P.
(1980) mientras que la alpaca asumiendo la misma tasa diaria de producciéon de
espermatozoides por gramo de testiculo que en el toro, producird solamente 270 millones de
espermatozoides diarios, aspecto que se debe considerar al programarse los seleccién de los




diferencias en la concentracién espermatica en los testiculos del lado derecho e izquierdo,
habiendo encontrado una produccién promedio de 92 millones de espermatozoides por ml al
momento del empadre.

El tamafio testicular asi como sus dimensiones en alpacas machos adultos, aumentan cada vez
con la edad, alcanzando sus valores maximos a los 5 afios de edad, alcanzando sus valores
maximos a los 5 afios de edad, con promedios de 3.98+0.40 cm de largo con valores que varian
entre 3,3 a 4,8 cm, y un ancho de 2.59+ 0.31 cm con variaciones desde 1.9 a 3,2 cm. En
animales jovenes son de tamafio pequefio y consistencia flacidos , asi al afio de nacimiento o
poco después (tuis) tienen un tamafio de 0.5 cm, asi también a la misma edad los testiculos ya
debe encontrarse en la bolsa escrotal y cuando se realiza la primera seleccion para reproduccion
ambos testiculos se encuentra en la bolsa escrotal de un tamafio promedio de 1.5 de largo por
0.40 cm de ancho Sumar, J, (1983), el mismo autor indica para alpacas pre-puberes es frecuente
observar que uno de los testiculos descienden primero que en el otro a la bolsa escrotal con
ligeras diferencias en el tamafo de estos, diferencias que desaparecen al llegar a la madures
sexual aproximadamente a los 3 afios de edad

Bravo W. et al (1992) indican que los testiculos aumentan paulatinamente de tamafio hasta los
30 meses de edad, existiendo una relacién positiva entre la edad y tamafio testicular (R= 0.88)

Resultados de estudios realizados por Cardozo A. (1984), reporta que los testiculos son
relativamente pequefios, miden entre 4.0 a5.0 cm, en el animal adulto con variaciones
individuales, son de forma oval y aplanados lateralmente con insercién al epididimo en su
extremidad posterior. Alanoca, F. (1978) indica que los testiculos se encuentran localizados en
el tercio antero inferior de la regiéon perineal a 10 cm, debajo del ano, sujetados por escroto y el
cordon espermatico, de consistencia turgente y elastico de forma ovoide con 2 caras, 2
extremidades y 2 bordes con la ubicacion de testiculos derecho e izquierdo que no siempre estan
a la misma altura con un descenso ligeramente mayor del testiculo derecho, Fuentes, E. (1983).

El desarrollo de los testiculos es creciente hasta los 3 afios de edad, seguido de una
estandarizacion cuyos resultados por edad para el largo testicular de 3.04, 4.65, 5.35, 5.25, 5.44
cm, y un grosor de 1.07, 1.58, 2.19, 2.06 y 2.20 cm, para 1, 2, 3, 4 y 5 afios de edad
respectivamente. Alanoca, F. (1978) con la localizacion del testiculo que varia segun la edad,
ya que, en la migracién testicular, tienden a deslizarse hasta la zona posterior, asi en crias adn
permanecen en la regiéon inguinal, aproximadamente hasta el afio de edad cuando alcanzan su
ubicacion en la regién perineal, Obando, A. (1992).

Estudios sefialan algunas anormalidades testiculares para alpaca entre estos el caso de
Hipoplasia testicular o denominados como testiculos pequefios, anormalidad mas frecuente
(3.33%) seguido de quistes (1.96) ubicados principalmente a nivel de la cabeza del epididimo
y demés alteraciones en menor cuantia como ectopias testiculares (0.8%) que son
localizaciones del testiculo fuera de su ubicacién normal y finalmente la anormalidad de
criptoorquidismo (0.5%ncon ausencia d uno de los testiculos, Panuera, M.A. (1989).

5.6. 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). Estudios hechos en alpacas por (Bravo et al., 1996)
han demostrado que luego de la copula, los espermatozoides permanecen en los cuernos
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uterinos
a la unién atero-tubal y el istmo, siendo la concentracion maxima a las 18 horas. Los mismos
autores describieron el desarrollo del embrion después de la fecundacién en alpacas,
observando que el dia 4 pos monta el 6vulo fecundado aparece en estadio de moérula con 4-8
blastémeros en el oviducto, al dia 7 aparece como una moérula compacta todavia en el oviducto
y al dia 10 el embrién ya se encuentra en el cuerno uterino y de mayor tamario.

VI. Hipotesis del trabajo (Es el aporte proyectado de la investigacion en la solucién del
problema)

En alpacas machos reproductores suri, se lograra obtener una mejor calidad de
semen, consecuentemente una mayor fertilidad en animales con buen peso vivo y
buen tamafio testicular.

VII. Objetivo general

Evaluar la calidad de semen vy fertilidad de alpacas reproductores suri del Centro
Experimental Chuquibambilla UNA Puno.

VIIl. Objetivos especificos

a) Evaluar la calidad de semen en relacién a peso vivo y tamafio testicular.
b) Evaluar la fertilidad de alpacas machos reproductores suri.

IX. Metodologia de investigacion (Describir el(los) método(s) cientifico(s) que se
empleara(n) para alcanzar los objetivos especificos, en forma coherente a la hipotesis
de la investigacién. Sustentar, con base bibliogréafica, la pertinencia del(los) método(s)
en términos de la representatividad de la muestra y de los resultados que se esperan
alcanzar. Incluir los andlisis estadisticos a utilizar)

9.1. lugar de estudio. El presente trabajo de investigacion se realizara en el Centro
Experimental “Chuquibambilla” UNA- Puno, ubicado en el distrito de Santa Rosa provincia
de Melgar - Puno, a una altitud de 4100m (zona baja) y 5400 m (zona alta) con una superficie
de 5.905,87 hectareas, proximo a las coordenadas 14° 30’ 33” de longitud sur y 70° 57’ 12”
de longitud oeste encontrandose en el kildmetro 205 de la carretera Puno — Cusco. La
temperatura anual promedio es de 6.20 °C. (- 4. 0 °C minimo y 9.5 °C maximo) y una
precipitacion pluvial de 525.7 mm (SENAMI 2020).

9.2. Alpacas reproductores suri. Por la caracteristica del trabajo, se utilizara el 100% de
reproductores suri del Centro Experimental Chuquibambilla, debiendo agruparse por
edades, identificados mediante aretes metalicos, complementado con aretes de plastico. de
diferentes colores.

9.3. Sanidad. Se evaluara desde el punto de vista sanitario para detectar la presencia de
ectoparasitos (Sarna, piojera, garrapatosis) asi mismo se realizara un examen
coproparasitologico para evaluar la presencia de endoparasitos con el fin de realizar los
tratamientos necesarios.

9.4. Alimentaciéon de los animales. Se adecuara sobre pasturas naturales en forma
extensiva, siendo un manejo ganadero de rutina del Centro Experimental. Chuquibambilla.
9.5. METODOLOGIA

9.5.1. Coleccién de Semen. Se realizara mediante la técnica de “Aspiracion Vaginal post
Copula”, (Bravo, 2012), en el cual previa limpieza de la vulva se colocara el proctoscopio a
temperatura de 37 °C, luego mediante movimientos suaves y rotatorios en el tracto genital
de la hembra, seguidamente con ayuda de dos personas se levantara la parte anterior del
cuerpo, de tal manera que quede la hembra en posicién declive, para facilitar el descenso
del semen por gravedad, recibiendo en tubos falcon debidamente atemperado, luego sera
trasladado hasta el laboratorio.




9.5.2. EVALUACION MACROSCOPICA DEL SEMEN

9.5.2.1. Volumen. Una vez colectado el semen, sera decepcionado en un tubo colector

graduado y se dara lectura directa del volumen obtenido.

9.5.2.2. Color. Se realizara bajo una apreciacion visual directa al tubo falcon trasparente.

9.5.2.3. Aspecto. Se determinara mediante la utilizacion de una micropipeta, aspirando el

semen para observar la extension del alargamiento viscoso, confirmando al colocar semen

en la lamina portaobjetos para observar por segunda oportunidad la dimension de

alargamiento del semen a manera de hilo denominado como “filancia”.

9.5.2.4. pH. Esta determinacion se realizara inmediato a la coleccion, colocando la parte

sensible del pH peachimétro digital por el tiempo necesario hasta su estabilizacion de la

lectura.

9.6. EVALUACION MICROSCOPICA DEL SEMEN.

9.6.1. Concentracioén. Se realizara mediante el método del hemocitometro “Neubauer” de

la siguiente manera;

a) Con ayuda de una micropipeta milimetrada , se aspirara una muestra de semen desde

el tubo colector mantenida en bafio maria en seco a una temperatura de 37°C, el volumen

de semen sera vertida a un tubo de ensayo con contenido de 100 ul. de NaCl. al 5%, como

espermicida de manera que facilite el conteo en la camara neubauer.

b) Se homogenizara el tubo (semen vy dilucién), con movimiento rotatorio circular

seguidamente se aspirara utilizando micropipeta de 20 ul, para diluir y seguidamente

colocar en la camara Neubauer, de tal manera que la muestra ingrese por capilaridad a

ambos lados de la camara, se dejara en reposo de 4 a 5 min. con la finalidad de que se fijen

las células espermaticas en la camara.

c) Se localizara el area de conteo de la camara en un microscopio a un aumento de 10X,

luego a 40X para el conteo de espermatozoides en 5 cuadrados (cuatro extremos y uno del

centro), de ambos lados de la camara neubauer.

d) Una vez obtenido el conteo de espermatozoides, el nimero promedio contado por mm3

se multiplicara: Ne de Esp. X 50 X 100 X 1000 = Numero de Espermatozoides por mililitro.

9.6.2. Vitalidad. Se determinara mediante la técnica de coloracién supra vital, tincién
Eosina Nigrosina, (Eosina al 1%, Nigrosina al 5%) con procedimiento siguiente:

a) Se colocara una lamina portaobjetos sobre una platina térmica a 37°C, con la finalidad

de atemperarlo.

b) Se pipeteara del tubo colector falcon 30 ul. de semen y lo aspirado se vertera sobre una

lamina portaobjetos, luego colocar a su lado 20 pl. de colorante eosina nigrosina a 37°C,

seguidamente se mezclard homogenizando el semen con el colorante dejando en una

platina térmica unos 20 segundos, con la finalidad del tefido de las células espermaticas.

c) Se realizara un frotis con otra lamina portaobjetos, extendiendo la mezcla sobre la [amina

de un extremo a otro y se procedera al secado del frotis sobre una platina atemperada a

37°C.

d) La evaluacion de la vitalidad espermética se realizara con la ayuda de un microscopio a

40X, para el conteo de 100 células espermaticas en diferentes campos del frotis.

e) Se considerara espermatozoides vivos a aquellos que presenten coloracién blanco

grisaceo y espermatozoides muertos los tefiidos de color rosado.

f) Los resultados se expresaran en porcentajes segun la siguiente ecuacion:

Ne de Espermatozoides sin tincion
Vitalidad % = x 100
Ne total de espermatozoides observados

9.6.3. Morfologia (anormalidades espermaticas). Para anormalidades se procedera de la
siguiente forma:

a) Con utilizaciéon de una micropipeta se absorbera 30 pl de semen puro del tubo colectado,
para luego extenderlo en una lamina portaobjetos mediante frotis en un area adecuado, se
dejara secar por 3 minutos, en seguida colorear con tincion Dip Kuig, para ello sumergir en
alcohol fijador por 1 minuto luego se retirard y dejara secar a medio ambiente durante 3
minutos.

b) Se sumergira la lamina con frotis en eosina por 1 minuto en seguida retirar dejando
escurrir el colorante por unos segundos, luego se procedera a enjuagar el revés de la ldmina
con agua, dejando a intemperie para su secado por 10 minutos, el mismo procedimiento se
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realizarad confa-mismatamina-sumergiendo-en-azul-de-metileno:
c) Finalmente se procedera a evaluar las laminas en microscopio a 100X para observar
porcentajes de anormalidades espermaticas, mediante la férmula:

Ne de espermatozoides anormales
Morfologia % = X 100
Ne de espermatozoides observados

9.7. Peso vivo. Se tomara con utilizacién de una balanza con el animal debidamente
identificado, actividad que se realizara a la mitad de la campafia de empadre.
9.8. Medidas testiculares. Se utilizara una regla vernier (caliper) para realizar las
mediciones tanto del derecho como izquierdo en sus medidas de diametro mayor y diametro
menor.
9.9 Fertilidad. Para esta actividad sera importante identificar tanto machos y hembras con
seguimiento a diario de los empadres, de tal manera que, al finalizar la campanfa, se tendra
el numero de hembras gestantes correspondientes a cada macho reproductor verificado
mediante ecografia, complementado por la conducta de aceptacién al macho.
9.7. ANALISIS ESTADISTICO. Se utilizara el Disefio Completamente al Azar, con igual o
diferente numero de unidades experimentales por tratamiento (a = 0.05).
Xij=U Ti Eijj
Donde:
U = Promedio
Ti = Tratamiento edad animal (3 a 7 afos de edad)
Eij = Error experimental.
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Xl. Uso de los resultados y contribuciones del proyecto (Sefalar el posible uso de los
resultados y la contribucién de los mismos)

Los resultados contribuiran en la mejor utilizacion de alpacas machos reproductores suri en

el CE. Chuquibambilla, como centro de produccién de reproductores y difundir hacia
productores alpaqueros de la region y del pais con una mayor produccion y productividad
de esta especie.

XIl. Impactos esperados

i. Impactos en Cienciay Tecnologia

Contribuira en el desarrollo de la ciencia y tecnologia reproductiva de alpacas con
la generacion de conocimientos, bajo el entendido que en esta especie la fisiologia
reproductiva es completamente diferente. b) Impactos Sociales. Un manejo
adecuado de machos comprobados, implica mayor niimero de crias nacidas, lo que
se traduce en mayores ingresos econémicos para el criador de esta especie.

ii. Impactos econémicos

Los resultados del estudio encaminan hacia una crianza orientada de alpacas, con
generacion de mayor poblacion animal que permite una seleccién ajustada y lo mas
importante un mayor porcentaje de saca al mercado lo que significa mayores
ingresos econémicos para el criador.

iii. Impactos sociales

Un manejo adecuado de machos comprobados, implica mayor numero de crias
nacidas, lo que se traduce en mayores ingresos econémicos para el criador de esta
especie.

@®



iv. Impactos ambientales

Los resultados de la investigacion no tendran ningun efecto negativo ambiental, ya
gue al conservar los mejores animales se tendra en cuenta una implementacion
adecuada con el cuidado necesario de la vegetacion para el pastoreo

XIll. Recursos necesarios (Infraestructura, equipos y principales tecnologias en uso
relacionadas con la tematica del proyecto, sefiale medios y recursos para realizar el
proyecto)

- Infraestructura: campos de pastoreo, corrales de aparto,

- Animales: alpacas reproductores suri.

- Personal: 05 ayudantes.

- Equipos: Microscopio, proctoscopio, bafio maria, y otros.,

- Reactivos: Xilol, Eosina nigrosina, Solucion PBS, Hematoxilina, Orceina,
colorante Vanguieson, Balsamo de Canada, Eosina y otros.

XIV. Localizacion del proyecto (indicar donde se llevara a cabo el proyecto)
El trabajo de investigacion se realizara en el Centro Experimental “Chuquibambilla”
dependencia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
Nacional del Altiplano, ubicado a 4237 metros de altitud y temperatura fluctuante de — 4
°C a 9.5° C y una precipitacién pluvial de 525.7 mm (SENAMHI 2018), ubicado en el distrito
de Santa Rosa — provincia de Melgar y departamento de Puno.

XV. Cronograma de actividades

. 2021
Actividad E[F|MA[MJ[J][A[S[O][N
Presentacion y aprobacion del proyecto X | x| X
Coleccion de muestras de semen X | x| X
Analisis en laboratorio X | x| x|x
Interpretacion de resultados X | X|X
Presentacion del informe X
XVI. Presupuesto
Descripcion Unidad de medida | Costo Unitario | Cantidad Costo total (S/.)
(S1.)
Viaticos Personas 500 04 2000.00
Reactivos 1000.00
Materiales campo
2500.00
Materiales
laboratorio 3000.00
TOTAL 8500.00
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