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Efecto de la inseminacidn artificial con semen fresco, con uno
y dos servicios, en la fertilidad y natalidad de las alpacas

Effect of artificial insemination with fresh semen, with one and two services, on the
fertility and natality of alpacas

Wilber Garcia V.'3, Virgilio Alarcon B.2

RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar los porcentajes de prefiez y natalidad de la insemi-
nacion artificial en alpacas con semen fresco, con uno y dos servicios, en Cusco, Peru. Se
colecto semen de 10 alpacas mediante el método poscopula entre enero y marzo, utilizan-
do los eyaculados que tenian volumen >1 ml, motilidad >60% y color rojo claro o blanco
cremoso. Los eyaculados fueron diluidos en Tris-glucosa y yema de huevo a una con-
centracion de 20%. Para la inseminacion, se seleccionaron alpacas con historia de partos
previos, descanso de >20 dias posparto y condicion corporal >3, receptivas al macho y
con foliculo preovulatorio >7 mm. Se hizo la induccion de la ovulacion con la administra-
cion de 80 pg buserelina/animal. Las alpacas fueron inseminadas a las 26-30 h de la
induccién de la ovulacion, con semen fresco diluido (1 ml con 25 x 10°espermatozoides),
depositado dentro del cuerpo del utero. El diagndstico de prefiez se determind a los 30
dias del servicio y la natalidad a la paricién. De 200 alpacas inseminadas con un servicio
se obtuvo 50.5% de prefiez y 46% de natalidad. De igual manera, las 99 alpacas que
quedaron vacias al primer servicio fueron inseminadas por segunda vez obteniéndose
45.5% de prefiezy 38.4 de natalidad. Al término de la campafia, con 1 o 2 servicios se logré
obtener 73% de prefiez y 65% de natalidad. Las altas tasas de prefiez y natalidad obteni-
das al inseminar con semen fresco, con uno y dos servicios hacen elegible esta técnica
para su empleo en rebafios de productores.
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Inseminacion artificial con semen fresco en alpacas

The aim of this study was to evaluate the pregnancy and natality rate of artificial
insemination (Al) in alpacas, using fresh semen, with one and two services, in Cusco,
Peru. Semen from 10 alpacas was collected by the post-copula method between January
and March, using ejaculates that had volume >1 ml, motility >60% and light red or creamy
white color. The ejaculates were diluted in Tris-glucose and egg yolk at a concentration
0f 20%. For Al, alpacas with history of previous births, >20-day post-partum and body
condition >3, receptive to the male and with a preovulatory follicle >7 mm were selected.
The induction of ovulation was done with the administration of 80 Lg buserelin/animal.
The females were inseminated 26-30 h after the induction of ovulation, with diluted fresh
semen (1 ml with 25x10° spermatozoa), deposited inside the body of the uterus. The
diagnosis of pregnancy was determined at 30 days of service and natality at parturition.
Of200 alpacas inseminated with one service, 50.5% of pregnancy and 46% natality rate
were obtained. Likewise, the 99 alpacas that did not conceive at the first service were
inseminated for the second time, obtaining 45.5% of pregnancy and 38.4 natality. At the
end of the campaign, with 1 or 2 services, 73% of pregnancies and 65% of births were
obtained. The high pregnancy and birth rates obtained when inseminating with fresh
semen, with one and two services make this technique eligible for use in commercial

herds.
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INTRODUCCION

La crianza de camélidos domésticos es
una de las actividades de mayor importancia
e impacto en el desarrollo socio econémico
de la poblacidn altoandina del Pert, no solo
por su capacidad de adaptacion a las dificiles
condiciones medioambientales, con pisos
altitudinales sobre los 4000 m, sino por su uti-
lizacion como fuente de alimentos de alto
contenido proteico, como medio de transpor-
te y, en caso de la alpaca, como un recurso
para la produccion de fibra de buena calidad
(Huanca et al., 2007).

La aplicaciéon de biotecnologias
reproductivas como la inseminacion artificial
(IA) ha contribuido enormemente al progre-
so genético en los bovinos lecheros. El desa-
rrollo de esta tecnologia en los camélidos sud-
americanos empezod en el Pert en 1960
(Fernandez-Baca y Novoa, 1968) y mas re-
cientemente en Australia (Vaughan ef al.,
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2003), Europa (McEvoy et al., 1992; Burgel
et al., 2000) y América del Sur (De la Vega
1996; Bravo et al., 1997; Aller et al., 1999;
Ratto et al., 1999; Apaza et al., 2001; To-
rres, 2006; Alarcon et al., 2012), en peque-
fios grupos de animales y con resultados muy
variados, debido a problemas en la coleccion
de semen, baja concentraciéon de
espermatozoides, naturaleza viscosa del se-
men y métodos de inseminacion, que han im-
pedido el desarrollo masivo de la IA en estas
especies (Fowler, 1989; Huanca et al., 2007).

En este contexto, se han desarrollado
diversos métodos para la coleccion de semen
en alpacas y llamas. Al principio se reporto el
uso de condones, luego la electroeyaculacion,
la fistula uretral y la vagina artificial. Mas
recientemente, se ha desarrollado una técni-
ca de coleccion en la vecindad de la os ex-
terna de la cérvix después de la monta natu-
ral, llamada método poscopula (Alarcon et
al., 2012), donde el semen colectado es ge-
neralmente de poca viscosidad y de mejor
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calidad que el semen colectado con vagina
artificial (Bravo et al.,2013).

El método de A mas utilizado ha sido el
de via transcervical (Fernades Baca y Novoa,
1968), que requiere que la cérvix sea mani-
pulada por via transrectal para depositar el
semen dentro del cuerno uterino ipsilateral al
ovario que contiene el foliculo ovulatorio a
través de una pipeta de inseminacion (Adams
et al.,2009), Sin embargo, tiene limitaciones
por la estrechez de la pelvis en cerca del 20%
de las alpacas, asi como el pasaje de la pipeta
a través de los anillos mas proximos a la os
interna de la cérvix. Un nuevo método alter-
nativo, practico y sencillo ha sido reportado
(Alarcén et al., 2012; Bravo et al., 2013;
Garcia, 2015; Garcia et al., 2017), que con-
siste en pasar la pipeta de IA a través de la
cérvix utilizando un espéculo equipado con
una fuente de luz que permite identificar el
cuello uterino y pasar los anillos y depositar
el semen en el cuerpo del Gtero. Este método
permite inseminar al 100% de los animales
inducidos a ovular, el tiempo de inseminacion
es corto y no provoca estrés.

Estas nuevas metodologias para la co-
leccion de semen y la IA fueron validados
por Garcia (2015) en 11 comunidades
alpaqueras localizadas en las provincias de la
regiéon Cusco, Peru. Se inseminaron 263
alpacas con semen fresco diluido, en zonas
donde no existen laboratorios con equipo es-
pecializado, lograndose 50.2% de prefiez
(29.6-77.8%). De la misma manera, se
inseminaron 80 alpacas en siete anexos de la
provincia de Caylloma, region Arequipa, con
una tasa de prefiez de 41.5% y 180 alpacas
con semen refrigerado obteniéndose 30-50%
de prefiez (Garcia et al., 2017). Por lo tanto,
el objetivo de este proyecto fue evaluar los
porcentajes de prefiez y natalidad realizado
la IA con semen fresco, con una y dos servi-
cios, en alpacas Huacayas del rebafio del
Centro de Investigacion IVITA en Marangani,
Cusco.

762

MATERIALES Y METODOS

Lugar de Estudio y Animales

El estudio se realiz6 en el fundo La Raya
de la estacion experimental Marangani del
Centro de Investigacion IVITA de la Univer-
sidad Nacional Mayor de San Marcos, situa-
do en el distrito de Marangani, Cusco, Perq,
auna altitud de 4314 msnm. Se utilizaron 10
alpacas macho de 4 a 8 afios de edad y peso
promedio de 62 + 3.5 kg, asi como 200 alpacas
hembra de 3 a 7 aflos y peso promedio de
52.8 + 8.9 kg. Los animales se mantuvieron
en pasturas naturales durante todo el estu-
dio. Los machos eran parte del grupo élite de
reproductores del fundo.

Coleccion de Semen

La coleccion se realizo entre los meses
de enero a marzo (época de lluvias). Las
muestras de semen fueron obtenidas
poscopula, de acuerdo con la técnica descri-
ta por Alarcon et al. (2012), para lo cual se
utilizaron hembras adultas sexualmente re-
ceptivas al macho. La coleccion de semen
se realizo dos veces por semana. Cada hem-
bra fue empadrada con un macho. Al térmi-
no de la copula se insertd un espéculo vaginal
y todo el semen que se encontraba en la ve-
cindad externa de la cérvix fue colectado y
depositado en un tubo de vidrio graduado y
mantenido a 37 °C. Se evaluo la calidad del
semen fresco, aceptando los eyaculados que
cumplieron los siguientes requisitos: volumen
>1 ml, motilidad total >60% y color rojo claro
o0 blanco cremoso.

Las muestras de semen fresco se dilu-
yeron con una solucion compuesta por 0.3 M
Tris, 27.75 mM glucosa, 94.7 mM 4cido citri-
co, ajustada a un pH 7.17 = 0.02 y una
osmolaridad de 333.0 = 2.01 mOsm. A esta
solucion se le afiadio tilosina 0.1 mg/ml,
gentamicina 0.5 mg/ml, lincomicina 1.8 mg/ml
y yema de huevo fresco de codorniz a una
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concentracion final de 20% (v/v). Las
alicuotas de semen diluido fueron manteni-
das a 35 °C hasta el momento de la insemi-
nacion.

Variables de Calidad Seminal

El volumen de cada eyaculado fue de-
terminado en un tubo graduado. Para la
motilidad espermatica se tomo 10 pl de se-
men en una lamina portaobjetos precalentada,
cubriéndola con una laminilla y observada a
400X en un microscopio de contraste de fase.
La motilidad se calificé como porcentaje de
espermatozoides con movimientos
oscilatorios y progresivos en varios campos
del microscopico, como lo describen Garnica
et al. (1993). La motilidad se expreso en por-
centaje.

La viabilidad espermatica en fresco se
evalu6 por medio de la tincion de eosina-
nigrosina (Hancok, 1957), en portaobjetos
atemperados a 35 °C y con la ayuda de un
microscopio optico a400X. Se contaron 200
espermatozoides en varios campos del mi-
croscopio. Se consideraron como
espermatozoides vivos aquellos donde el co-
lorante no penetr6 en la cabeza. La viabili-
dad se expreso en porcentaje.

La concentracion espermatica se deter-
mind en una camara de Neubauer. Una
muestra de semen se diluyo en 1:50 0 1:100,
segun la evaluacion previa de motilidad, en
solucion de NaCl al 3% y se observo en un
microscopio de contraste de fase a 400X, tal
como lo indica Bravo et al. (2000). La con-
centracion espermatica se expreso en millo-
nes de espermatozoides por mililitro.

La prueba de endosmosis (hypoos-
motic-swelling test, HOST) se hizo con la
finalidad de evaluar la integridad funcional
de la membrana plasmatica. Para esto, se
incubaron 25 pl de la muestra en 500 pl de
solucion hipoosmotica (100 mOsm) durante
60 min a 37 °C y se tomaron 10 pl para la
observacion en el microscopio. Un total de
200 espermatozoides fueron contados en va-
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rios campos del microscopio, donde los
espermatozoides vivos con colas dobladas e
hinchadas fueron registrados como células
positivas a HOST (Aisen y Veturino, 2004).
Los resultados se expresaron en porcentaje.

Inseminacion Artificial

Se seleccionaron 200 alpacas adultas
con historia de partos previos, con un des-
canso sexual minimo de 20 dias posparto y
condicion corporal >3. Los animales que pre-
sentaban conducta manifiesta de recepcion
del macho y un foliculo preovulatorio >7 mm
detectado por ecografia transrectal, median-
te un ecografo Aloka 500 (Aloka Co., Led
Tokio, Japon) equipado con un transductor
lineal de 7.5 MHz, fueron inducidas a ovular
con la administracion intramuscular de 8 ug
de buserelina acetato (Conceptase®, Labo-
ratorio Agrovetmarket, Pert) por animal
(Bravo et al., 2012).

Las alpacas fueron inseminadas en gru-
pos de 15 a 30 animales por fecha a las 26-
30 hde la induccion de 1a ovulacion (Gonzales
etal.,2011), con semen fresco diluido a 35 °C
dentro 30-60 min después de la coleccion.
La region vulvar fue limpiada con una toalla
himeda y se introdujo el espéculo vaginal para
identificar la os externa de la cérvix. El se-
men diluido (1 ml) a una concentracion de 25
x 10%ml fue cargado en una pipeta de inse-
minacion de vacunos y se introdujo en el cuer-
po del atero. El diagnéstico de prefiez se hizo
por ecografia a los 30 dias del servicio y el
porcentaje la natalidad a la paricion.

Las alpacas que quedaron vacias de la
primera inseminacion fueron inseminadas por
segunda vez (dos servicios). Los animales que
presentaban conducta manifiesta de recep-
cion del macho y un foliculo preovulatorio >7
mm detectado por ecografia transrectal fue-
ron inducidas a ovular con la administracion
intramuscular de 8 ug de buserelina acetato.
El proceso de inseminacion y diagnostico de
prefiez se realizo con la misma metodologia
de la primera inseminacion.
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Cuadro 1. Porcentaje de prefiez y de natalidad en alpacas del rebafio del Centro de
Investigacion IVITA-Marangani, inseminadas con semen fresco diluido, segtn el

numero de servicios

N.°. d'e . Alpflcas Prefiadas Vacias Prefiez! Natalidad?
servicios inseminadas (%) (%)
1 200 101 99 50.5° 46.0°
2 99 45 54 45.5° 38.4°
Total 200 146 54 73.0 65.0

2 Columnas con superindices iguales indican que no existe diferencia estadistica significativa
! Determinado por ecografia en el dia 30 pos-inseminacién

2Determinado al parto

Analisis Estadistico

Los datos fueron analizados utilizando
el programa SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago,
IL, EEUU). Se emple6 estadistica descripti-
va para determinar el tiempo de copula, volu-
men, color, concentracion, motilidad, viabili-
dad y HOST+. Para evaluar el porcentaje de
prefiez y natalidad se utilizo la prueba no
paramétrica de Chi-cuadrado.

RESULTADOS

El anélisis seminal de eyaculados fres-
cos de 10 reproductores indicaron un volu-
men de 2.8 £ 1.1 ml, color predominante rojo
claro (80%), concentracion de 73.8 + 23.8
millones de espermatozoides/ml, viabilidad de
75.6 +3.2%, integridad funcional de la mem-
brana de 51.1 + 2.8%, motilidad de 63.1 +
3.5%, anormalidades espermaticas de 21.8 +
2.7% y el tiempo de copula fue de 18.9+ 6.7
min. Las muestras de semen fresco se dilu-
yeron 1:3 (v:v, semen: diluyente), lograndose
obtener hasta 11 dosis seminales por
eyaculado.

Los resultados de la IA se presentan en

el Cuadro 1. En las 200 alpacas que fueron
inseminadas se obtuvo 50.5% de prefiez (con-
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cepcion) y 46% de natalidad. De igual mane-
ra, las 99 alpacas que quedaron vacias de la
primera inseminacion fueron inseminadas por
segunda vez, lograndose obtener 45.5 % de
prefiez y 38.4 de natalidad. El resultado glo-
bal al final de la campaiia (utilizando uno o
dos servicios) fue de 73% de prefiez a los 30
dias del servicio y 65% de natalidad a la
paricion, lo cual indicé 8% de mortalidad
intrauterina entre el dia 31 de gestacion has-
ta el parto.

DiscUusION

Las caracteristicas seminales encontra-
das en este estudio por el método de colec-
cion de semen poscopula son similares a otros
reportes en alpacas (Alarcon et al., 2012;
Bravo et al., 2013; Garcia, 2015; Garcia et
al., 2017) y llamas (Aller et al., 2003); sin
embargo, los valores de volumen, motilidad,
porcentaje de espermatozoides vivos fueron
mejores que en el semen colectado mediante
vagina artificial en alpacas (Davalos y
Olazabal, 2002; Flores et al., 2002; Morton
et al., 2007) y electroeyaculacion en llamas
(Giuliano, 2012). Por otro lado, la concentra-
cion espermatica fue inferior a los valores
reportados por estos autores, tanto en alpacas
como en llamas.
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Parametros como volumen, color,
motilidad, concentracion espermatica, vitali-
dad y morfologia son altamente variables en-
tre machos, entre eyaculados colectados del
mismo macho, edad, método de coleccion y
especie (Sumar y Leyva, 1981; Bravo et al.,
1997; Aller et al., 2003; Tibary y Vaughan,
2006). Asi, eyaculados obtenidos por vagina
artificial en alpacas tienden a disminuir en
volumen, concentracion y viscosidad, cuan-
do se incrementa la frecuencia de uso (Bra-
vo et al., 1997). Asi mismo, Alarcon et al.,
(2012) compararon el método poscopula con
el método de la vagina artificial en alpacas
obteniendo semen de menor viscosidad y
mejor calidad seminal con el método
poscopula, permitiendo que la muestra sea
mas manejable en términos de evaluacion y
adicion del dilutor.

La tasa de prefiez obtenida es mayor
que las tasas obtenidas a la IA en alpacas
por otros autores (Fernandez Baca y Novoa,
1968; Torres, 2006; Tito, 2008; Ordofiez et
al., 2013), usando semen fresco diluido, asi
como en llamas (Aller et al., 2003), y came-
llos y dromedarios (Skidmore y Billah, 2006).
Por otro lado, Apaza et al. (2001) reportaron
51% de prefiez en 207 alpacas inseminadas
con semen fresco diluido con una solucion de
BSA + glucosa e induciendo la ovulacion con
un analogo de GnRH, en tanto que Garcia et
al. (2017) inseminaron 60 alpacas con se-
men fresco diluido en Tris-glucosa e inducido
a ovular con un analogo de GnRH obtenien-
do 48% de prefez. La variabilidad en los re-
sultados se debe posiblemente a la calidad
del semen, al dilutor, al método de induccion
de la ovulacidn, al método de inseminacion,
al diametro folicular en el momento de la IA,
al tiempo de IA después de induccion a la
ovulacion, condicion corporal, nimero de
espermatozoides/dosis, época del afio, etc.
(Bravo et al., 2000, 2013; Skidmore et al.,
2013; Guliano, 2015).

No se observo ninglin caso de infeccion
uterina por la IA con semen poscopula. Esto
puede ser un indicativo que los antibioticos
usados en el diluyente han controlado los
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agentes bacterianos del semen mezclado con
secreciones vaginales y globulos rojos (debi-
do a la inflamacion, edema e hiperemia del
endometrio de la hembra por el pene)
(Giuliano, 2012), complementados con el buen
manejo del semen y los materiales de insemi-
nacion, tal como lo demuestran los trabajos
de TA en alpacas con semen poscopula
(Alarcon et al., 2012; Garcia, 2015; Garcia
etal., 2017).

CONCLUSIONES

La mejora del proceso de coleccion de
semen mediante el método poscopula y la
aplicacion de un segundo servicio de insemi-
nacion artificial a las alpacas que no conci-
bieron en el primer servicio permitieron obte-
ner mayores tazas de prefiez y natalidad.
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