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Resumen

La coleccion de semen depende de una buena y constante produccion
espermatica para que la calidad del semen sea buena. Las técnicas de
coleccion de semen estan bastante desarrolladas en otros animales,
especialmente en rumiantes domésticos en los cuales ya es un
procedimiento de rutina, pero en cameélidos, dadas las especiales
caracteristicas reproductivas, anatomicas Yy fisiolégicas de estas
especies, esta coleccion es bastante dificultosa y no existe un protocolo
recomendado y una técnica optima, asi como su manejo posterior. Las
caracteristicas seminales son también muy variables y dependen de la
forma de coleccidon y existen varios factores que afectan su calidad, asi
como frecuencia de coleccion, edad, época, etc., por lo que también se
evaluaron y desarrollaron diferentes técnicas de degelificar, diluir,
conservar y congelar estas células espermaticas, de acuerdo a la técnica
de coleccibn y la especie, asi como la utilizacibn de dilutores y
crioprotectores utilizados para otras especies, pudiéndose
posteriormente utilizar en la evaluacion reproductiva de los machos.
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Summary

The collection of semen depends on a good and constant spermatic
production so that the quality of the semen is good. The techniques of
collection of semen enough developed in other animals are, especially in
ruminant domestic in which is already a routine procedure, but in
cameélids, given the special ones characteristic reproductive, anatomical
and physiologic of these species, this collection is quite difficult and it
doesn't exist a recommended protocol and a good technique, as well as
its later handling. The seminal characteristics are also very variable and
they depend in the collection way and several factors that affect their
quality, exist as well as collection frequency, age, time, etc, for what too
were also evaluated and they developed different techniques of
degelification, to dilute, to conserve and to freeze these spermatic cells,
according to the collection technique and the species, as well as the
extenders use and crioprotectors used for other species, being able to
later on to use in the reproductive evaluation of the males.

Key Words: semen | collection | spermatozoa | alpaca | llama

Este articulo es un trabajo monografico de revision sobre el tema
utilizando la mayor cantidad de bibliografia referida a la coleccion
espermatica en camélidos sudamericanos, realizado dentro del plan de
estudios de La Maestria en Ganaderia Andina de la Escuela de Post
Grado de la Universidad Nacional del Altiplano, 2006.

INTRODUCCION

El comportamiento sexual varia de acuerdo a la especie, y en el caso
particular de los camélidos sudamericanos, se presentan caracteristicas
muy peculiares. Las circunstancias de la posicion coital y su
temperamento nervioso hacen que la obtencibn de semen presente
serias dificultades (Bustinza, 2001). La colecciéon de semen en camélidos
sudamericanos tiene grandes inconvenientes, tales como la duracién de
la copula, la posicion de copula, el lugar de depdsito del semen y el tipo
de eyaculacion, asi como el aspecto del eyaculado, su extrema
viscosidad y lo dificultoso de su manejo hizo que durante varias décadas
se investigue una técnica 6ptima para poder extraer este semen y poder
manejar los espermatozoides sin que estos pierdan su capacidad
fecundante (Solis, 1997).

Las caracteristicas especiales que presentan los camélidos
sudamericanos en cuanto a su reproduccion los hacen especies sui
generis, por lo cual es necesario disefiar técnicas de coleccion de semen
especialmente adecuadas para dichas caracteristicas como el
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prolongado tiempo de copula, la eyaculacion intracornual y continua, la
extrema viscosidad del semen, etc.; Los objetivos de la presente
monografia son: hacer una recopilacion de las diversas técnicas de
coleccion seminal desarrolladas en camélidos sudamericanos asi como
también de las técnicas de manejo y los usos préacticos en que se
emplea actualmente y se le puede dar en el futuro dentro la
biotecnologia reproductiva de estas especies.

COLECCION DE SEMEN EN CAMELIDOS SUDAMERICANOS

Fundas vaginales.- Mogrovejo (1952) realiz6 el primer ensayo de
coleccion de semen en alpacas, utilizando una funda de latex colocada
intravaginalmente antes de la copula; después de la monta se retiraba
la funda que servia de recipiente de semen; con esta técnica se logro
colectar semen, presentaba algunos inconvenientes, ya que se interferia
con la copula normal y alargaba el tiempo de monta mas alla de los
valores normales; la colocacion de la funda dentro del tracto genital y
su fijacion ofrecia serias dificultades y con frecuencia provocaban
lesiones que inhabilitaban a la hembra para su uso posterior; existieron
otros intentos de colectar semen con fundas vaginales, realizadas por
Palomino, (1962) y Jhonson, (1989). En 1991, Sucapuca, realizé un
estudio de coleccion de semen en alpacas mediante la técnica del
preservativo, obteniendo pequefios volumenes y bajas condiciones
espermaticas, (cuadro 1y 2).

Esponjas vaginales.- Esta investigacion fue realizada por San Martin
(1961) el cual usa trozos de esponja que se introducen en la parte
anterior de la vagina y que absorbe el semen y otros fluidos vaginales,
sirviendo como contenedores; el inconveniente de este método es que
logra obtener semen muy contaminado y mezclado con los fluidos del
tracto genital femenino y esto diluye el semen y lo contamina con
bacterias, dificultando asi su evaluacion, por lo que no se recomienda su
uso para fines de inseminacion artificial.

Electroeyaculacion.- En 1966, Fernandez-Baca y Calderdon reportaron el
uso de la electroeyaculacion para la coleccion de semen de alpacas,
utiizando un equipo de fabricacibn nacional, con una intensidad
maxima de 40 voltios, se obtuvieron muestras de semen con la ventaja
de realizar la coleccion sin la necesidad de tener hembras en celo,
acortar el tiempo de coleccion y realizarla a lo largo de todo el afo;
también se utilizo esta técnica para obtener semen de vicufas y
pacovicufias (hibrido cruce de alpaca con vicufia) (Fernandez Baca y
Novoa, 1968). Los resultados de electroeyaculacion muestran gran
variabilidad entre animales y aun entre el mismo animal, ademas de
obtenerse semen muy diluido con las secreciones de las glandulas
anexas, contaminado con semen y baja concentracién espermatica;
Jhonson (1989) obtuvo semen de llamas anestesiadas 6 sedadas, se
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obtuvo pequefas cantidades (0.1 a 0.5 ml) con alta concentracion pero
no todos los intentos fueron exitosos. En 1987, Cardenas y Col.
realizaron un estudio comparativo de coleccion de semen mediante las
técnicas de electroeyaculacion y vagina artificial, se utiliz6 un
electroeyaculador Plectron, obteniéndose buenos resultados con 60
cargas eléctricas de 2 segundos de duracion, 14 voltios, 4 amperios, 25
ciclos/seg. y 2 seg. de descanso entre cada pulsacién, el semen
obtenido por este método tuvo diferentes caracteristicas a las muestras
obtenidas mediante vagina artificial.

Fistula uretral.- Este método requiere realizar una fistula quirdrgica en
la uretra peniana entre el ano y el escroto; el semen es colectado
durante la copula natural, esta técnica se realiza utilizando anestesia
epidural y anestesia local para colocar un catéter plastico en la uretra
desde el pene hasta la vejiga, el cual sirve para guiar la cirugia y ayuda
a identificar la uretra; la insicion se realiza en la piel, el musculo
bulbocavernoso aislado y se separa la uretra del cuerpo cavernoso; este
método no interfiere en la copula y las secuelas post operatorias
parecen no afectar al animal (Kubiceck, 1974).

Aspiracién vaginal postcoital.- Muestras de semen pueden ser obtenidas
por aspiracion del fondo de la vagina después de la copula, ya que una
pequefa cantidad de semen es eyaculada al momento de llevar el pene
de un cuerno al otro, este método no es invasivo ni tedioso pero la
desventaja es que este semen es incompleto, contaminado y diluido con
las secreciones del tracto genital femenino, se puede utilizar este semen
para realizar la evaluaciobn de espermatozoides como motilidad,
vitalidad, morfologia; estas muestras frecuentemente se obtienen con
residuos sanguinolentos y se ve de un color rosado ya que el
endometrio se encuentra inflamado y lacerado por la cépula; la técnica
es introducir un especulo por la vulva previamente aseada y con la
ayuda de una fuente de luz se ubica la cérvix, inmediatamente se aspira
con una pipeta adosada a una jeringa, la utilizaciobn de este tipo de
semen para evaluar la fertilidad del macho es muy cuestionada (Bravo,
2002; Neelly y Bravo, 1995).

Vagina artificial.- Esta técnica fue desarrollada por Sumar y Leyva
(1981), para lo cual construyeron un maniqui en forma de una hembra
sentada en posicion de coépula; la vagina artificial fue una modificacion
de la vagina artificial usada para vacunos y ovinos, la cual consistia en
un tubo rigido de 7 cm de didmetro por 25 cm. de largo con una funda
interna de latex, un cono de latex al que envolvia un alambre en espiral
simulando la cérvix de la alpaca y al final un frasco de coleccién de
semen de ovino 6 un tubo de centrifuga, el agua a 45° se coloca por
una valvula-espita; los machos aceptaron el maniqui después de un
corto entrenamiento; la copula se interrumpia cada 10 minutos
aproximadamente para renovar el agua caliente, el semen colectado
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vario, dependiendo del macho, el color del eyaculado,
independientemente del volumen, fue de un blanco lechoso a blanco
claro, este semen no muestra motilidad masal por lo espeso de su
consistencia.

La utilizacion de vagina artificial en combinaciobn con una hembra
receptiva es la técnica mas optima de obtener semen de buena calidad,
el que se puede utilizar para fines de inseminacién artificial, teniendo en
cuenta de usar una fuente de calor continuo y la caracteristica que imite
a la cervix (Vaughan y Col., 2003).

En un estudio llevado a cabo por Davalos y Olazabal (2002), se
encontr6 que utilizando hembra receptiva al lado del maniqui
incrementaba la calidad del eyaculado obtenido mediante vagina
artificial a comparacion de solo utilizar el maniqui solo, incrementando
el tiempo de copula de 15.9 a 16.8 minutos.

En Bolivia se trato de mejorar la técnica de la vagina artificial utilizando
un maniqui de grupa, el cual es un aditamento que se le coloca a la
hembra sin necesidad de contar con un maniqui de cuerpo completo, la
técnica es similar a la del maniqui con vagina artificial, ademas se
evalué otra técnica, que es la de colocar la vagina artificial por
desviacion del pene en el momento de la penetracion, tal como se
realiza en vacunos, al comparar las tres técnicas se tuvo una aceptacion
por parte del macho del 20 % para la técnica del maniqui completo sin
hembra receptiva, 80 % para la técnica del maniqui de grupa y un 90 %
para la técnica de la desviacion del pene al inicio de la cépula, segun el
autor la ultima técnica es la mas recomendable pues evita la
contaminacion del eyaculado (Delgado y Col., 2003).

Desviacion de los Conductos Deferentes.- Con el fin de colectar
espermatozoides libres de la secrecion de las glandulas anexas en
alpacas, se desarrollaron las técnicas de la desviacion de los conductos
deferentes y la extirpacion de la préstata; la primera técnica intenta
colectar espermatozoides directamente de su reservorio, la cola del
epididimo, sin que estos tengan contacto con las secreciones de las
glandulas anexas, desviando quirdrgicamente los conductos deferentes
hacia la region ventral del animal 6 la cara interna del muslo, formando
una fistula permanente en la piel desde donde se puedan colectar
continuamente sin la necesidad de tener hembra receptiva ni someter a
los espermatozoides a la accion de enzimas proteoliticas que intenten
licuefactar el coagulo del eyaculado para un mejor manejo espermaéatico
(Paricahua y Col., 2001; Quintano, 2002).

Bulbouretrectomia.- Esta técnica fue desarrollada con la finalidad de
obtener espermatozoides sin la secrecion de las glandulas
bulbouretrales, las cuales, segun literatura, son las encargadas de
producir el material viscoso del semen entero, el cual causa gran
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dificultad en su manipulacion; las caracteristicas del semen obtenido se
asemejan e incluso son superiores a las caracteristicas del semen entero
obtenido por vagina artificial, pero se indica una gran dificultad en la
técnica quirurgica por la ubicacién de dicho 6rgano, lo que no permitié
realizar esta técnica, optandose por realizar la prostatectomia
(Paricahua y Col., 2001).

La técnica de la bulbouretrectomia para posibilitar la coleccién de semen
de llamas con escaso nivel de viscosidad, para lo cual se describe la
técnica, con una insicion en la piel perianal hasta visualizar la uretra
pélvica y las glandulas bulbouretrales, las cuales fueron extirpadas, esta
técnica dura en promedio 3 horas con una recuperacion completa del
animal en 17 dias (Copa y Col., 2003). Los animales fueron sometidos a
una bulbouretrectomia y luego del reposo post operatorio, se realizo la
coleccion de semen utilizando vagina artificial con la técnica del maniqui
de grupa a intervalos de una semana; este eyaculado no posee
viscosidad por lo que su manejo es mas facil y se puede utilizar
dilutores usados en otras especies (Gonzales y Copa, 2003).

FACTORES RELACIONADOS CON LA COLECCION

Ademas del tipo de coleccion, también existen varios factores
relacionados con la coleccion y la calidad de semen obtenido, entre los
cuales estan:

Frecuencia de coleccion.- Se realizé un estudio para evaluar el efecto de
la repeticion de coleccion de semen usando el método de la vagina
artificial, realizando hasta tres colecciones diarias por un periodo de 12
dias seguidos, los resultados obtenidos indican que las caracteristicas
mas afectadas por la frecuencia de coleccion fueron la concentracion de
espermatozoides, la cual desciende significativamente en la tercera
coleccion, asi mismo el porcentaje de anormalidades en la cola se
incrementa pero la motilidad, porcentaje de vitalidad y el porcentaje de
espermatozoides normales no fue afectada, se vio la diferencia
significativa en todas las caracteristicas al hacer las comparaciones
entre individuos; pero a partir del dia 10 de coleccion, casi todos los
machos tuvieron un descenso en todas las caracteristicas seminales e
incluso algunos solo eyacularon plasma seminal, especialmente en la
tercera coleccion diaria (Bravo y Col., 1997). En otro estudio similar, se
trato de evaluar el efecto de los intervalos de coleccion a determinadas
horas, cada 2, 4, 12 y 24 horas; la respuesta fue de 65, 85, 100 y 100
% respectivamente, el volumen vari6 de 0.18, 1.08, 0.19 y 1.64
respectivamente; en la concentracion: 9.2, 44.3, 36.3 y 107
millones/mm? respectivamente; vitalidad de 4, 43, 55 y 59 % (Galindo
y Garnica, 1995), estos estudios podrian indicar que la frecuencia
copulatoria en época reproductiva podria ser una causa de baja
fertilidad por agotamiento de las reservas espermaticas en los machos.
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Duracion de la copula.- Las caracteristicas del semen se relacionan con
la duracién de la copula, esto ha sido descrito desde dos puntos de
vista: Primero el cambio del tubo colector cada 5 minutos y segundo: La
interrupcion de la copula a 5, 10, 15 y 20 minutos, en general no
existen cambios considerables de volumen del eyaculado pero si existen
cambios substanciales en la concentracion y el porcentaje de
espermatozoides vivos, la concentracion se incremento a los 20 minutos
de coépula, sumado a esto, la interrupcion de la copula incrementa el
porcentaje de espermatozoides muertos cuando se interrumpe a partir
de los 15 minutos, por lo que no se recomienda interrumpir la cépula ya
que la udltima fraccion del eyaculado parece ser la que lleva la mayor
concentracion de espermatozoides vivos (Bravo y Col., 2002)

Epoca.- Se sabe que la época asi como la alimentaciéon juegan un papel
importante en la produccion espermatica y en la calidad del semen
colectado de acuerdo a la época del afio, esto en condiciones de la
sierra sudamericana ya que gracias a la geografia se presentan
estaciones marcadas, problema que no se presenta en el hemisferio
norte por lo que no se orientan estudios hacia este tema; un reporte de
la sierra argentina en llamas indica que la época juega un papel
importante en la produccidén espermatica, concentracién y porcentaje de
anormalidades, sobre todo de la cola, teniéndose buenas caracteristicas
seminales durante el verano y las anormalidades se incrementa durante
el invierno (Giuliano y Col., 2006), en alpacas no se tiene un reporte
escrito, pero se ha visto que en la coleccibn de espermatozoides
realizada mediante la técnica de la desviacion de los conductos
deferentes, ya que dicha técnica permite obtener semen a lo largo del
afo, se observo una disminucién en la concentraciéon y en la vitalidad de
los espermatozoides, sobre todo en los meses de agosto y septiembre
(Pérez, 2006, comunicacion personal).

Edad.- En un trabajo realizado en llamas, para evaluar el efecto de la
edad de los animales en las caracteristicas seminales obtenidas
mediante la técnica de la vagina artificial, se utilizaron llamas machos
de 3, 4 y 5 afos de edad, se determind que esta caracteristica no tiene
influencia en las caracteristicas seminales (Fernandez y Col., 2003). En
alpacas, la edad tiene un efecto muy sutil en la produccién espermatica,
ya que las caracteristicas mejoran ligeramente de acuerdo aumenta la
edad, pero dicha diferencia no es significativa (Bravo, 2002; Quispe,
1987).

EVALUACION DE SEMEN

CARACTERISTICAS FISICAS
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MACROSCOPICAS.- las caracteristicas macroscopicas del semen de

camélidos sudamericanos, entre

las cuales se consideran volumen,

color, aspecto y pH. Estas caracteristicas del eyaculado dependeran del
tipo de coleccion y de la manipulacion, asi como de las caracteristicas
fisiolégicas de cada animal (cuadro 1).

Cuadro 1.- caracteristicas macroscopicas del semen de camélidos

sudamericanos

METODO DE LUMEN
P
AUTOR ECIE COLECCION (mb COLOR pH
Mogrovejo (1952) paca Funda vaginal. .4-6.6 Janco cristalino [5-8.8
Fernandez Baca y Fund inal 5 istali o
Calderén (1966) paca unda vaginal. .2-3.5 janco cristalino 7.5
San Martin y Col. (1968) ) .
paca Esponja vaginal .5-2.0 - -
Sumar y Leyva (1981) paca Vagina artificial. 7-12.5 |lanco lechoso -
Quispe (1987) paca Vagina artificial. .4-2.7 Janco cristalino | -
Leyva y Col. (1984) paca Vagina artificial. 2.8 - -
Céardenas y Col. (1987) ) 1+
paca electroeyaculacion + 0.47 - h 2
Achata (1989) paca Vagina artificial. 35-4.3 @nco cristalino | -
Sucapuca (1991) paca Preservativo 57-0.42 @anco cristalino (.32
Garnica y Col. (1993) paca Vagina artificial. 85-1.25 g@anco cristalino | -
Flores (1993) paca Vagina artificial. 54-2.65 |[lanco lechoso -
Galindo (1995
( ) paca Vagina artificial. 54-1.80 Blanco -
cremoso
Pérez (1997) paca Vagina artificial. .4-4.5 Janco cristalino | -
Bravo (1997) paca Vagina artificial. .0-1.2 janco cristalino | -
Baca (1998) paca Vagina artificial. .5-3.2 - -
Rivera (1998) paca Vagina artificial. .5-3.2 - .91
Verastegui (2001) paca Vagina artificial. 1.51 - -
Mendoza (2000) paca Vagina artificial. 5-5.0- [lanco lechoso -
Cuba (2000) paca Vagina artificial. .1-4.3 - -
Paricahua (2000 iaci
( ) paca esviacion de Conductos .2-1.0 fanco cristalino [.88
Deferentes
uintano (2001 iaci
Q ( ) paca [SViacion de Conductos |, Blanco )
Deferentes Iransparente
Huanca y Gauly (2001) paca Vagina artificial. 09-1.4 - -
Von Baer Helleman Vagina artificial.
(1998) ama 3.5 - 8.6
Moscoso y Col. (1999) ama Vagina artificial. .3-3.0 |anco cremoso | -
Davalos y Olazabal (2002 Vagina artificial. .03 a
paca 117 - -
Aller y Col. (2003) ama Vagina artificial. 2.2 - 7.4
al .2 Vagi ificial.
Gonzales y Copa. (2003) ma agina artificia 0.55 nco cristalino 7.5
Fernandez y Col (2003) ama Vagina artificial. .1-3.2 janco cristalino .26
Delgado y Col. (2003) ama Vagina artificial. .5-3.2 - -
8
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Kubisceck (1974) paca | Fistula. uretral 1-21 | - | -

MICROSCOPICAS.- Las caracteristicas microscopicas mas importantes
que se evaluan en el semen son concentracion, motilidad, vitalidad y
porcentaje de anormalidades (cuadro 2).
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Cuadro 2.- caracteristicas microscopicas del semen de camélidos
sudamericanos

CONCEN MOTI  VITA |ORMA
AUTOR I\C/ICE)I(E)CI:D(?I C?NE TRACION LIDAD |IDAD DADES
(ESP/mm?>) (%06) (%) (%)
. . 63 000-
Mogrovejo (1952) Funda vaginal 107 600 - - 1.23
ernandez baca y Calderon .
(1966) Funda vaginal 000 - 225 000 - - -
Kuviceck (1974) fistula uretral D 000-600 000 - - -
Sumar y leyva (1981) Vagina artificial. 600 000 - - -
Leyva y col. (1984) Vagina artificial. 292 900 - - -
] . 8.2 +
Cardenas y Col (1987) electroeyaculacion 384 705 156 - -
Cardenas y col. (1987) Vagina artificial. 843 230 30.6 - -
Quispe (1987) Vagina artificial. 000 — 472 500 b51.57 p2.4 -
Sucapuca (1991) Preservativo 83 750 - 7. 58 -
Galindo (1995) Vagina artificial. 211 - 107 000 - 51.57 18.5
De la vega (1996) Vagina artificial. 17200 62.78 - -
Pacheco (1996) Vagina artificial. 77832 - - -
Pérez (1997) Vagina artificial. 267 700 64.91 - -
Bravo y col. (1997) Vagina artificial. 1 800-72 400 [80.0 2.05 |6.03
Rivera (1998) Vagina artificial. 163 300 53.92  }4.15 -
Verastegui (2001) Vagina artificial. 52 375 - 10.38 -
Mendoza (2000) Vagina artificial. 264 700 20.18 - 9.90
Cuba (2000) Vagina artificial. 75 000 - 37.84 -
Moscoso y col. (1999) Vagina artificial. 131 000 52.3 6.6 -
Paricahua (2001) pesviacion de Conductos | g 454 o9 - )4.25 | -
Deferentes
Quintano (2002) pesviacion de Conductos |, 357 g 64.81 52.47 | -
Deferentes
Huanca y Gauly (2001) Vagina artificial. 80 000 - - -
Vagina artificial.
Von Baer y helleman
(1998) 8 470 000 25.5 - B2.5
Vagina artificial. 80 000 a 5 750 43a
Davalos y Olazabal (2002 000 2 a68.9 7o 1 -
Aller y col. (2003) Vagina artificial. 7 520 000 54.3 68.5 -
Vagina artificial.
Gonzales y Copa. (2003) 2 870 000 25.7 31.8 -
Vagina artificial.
Fernandez y col. (2003) 4 650 000 32.5 70.04 -
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ALTERNATIVAS DE USO

Degelificacion.- ElI semen de camélidos sudamericanos presenta la
caracteristica de tener gran viscosidad, lo que limita su manipulacion, para
esto se utiliza enzimas proteoliticas a fin de lisar el coadgulo, pero estas
enzimas tienen efectos negativos sobra la viabilidad de los
espermatozoides; se utilizd cuatro enzimas: Fibrinolisina, hialuronidasa,
colagenasa y tripsina en la cantidad de 1 mg/ml de semen; se evalud los
efectos sobre la motilidad, vitalidad y la integridad del acrosoma; se obtuvo
la destruccion del coagulo en un 100 y 99, 59y 89, 88y 36, 55y 68 %
para colagenasa, fibrinolisina, hialuronidasa y tripsina respectivamente,
tuvieron un efecto en la motilidad espermética en 4, 28,12 y 13
respectivamente para las enzimas; el efecto sobre la vitalidad fue de 7, 10,
23 y 18 % respectivamente para las enzimas, no teniéndose diferencias
significativas en el dafio acrosomico (Ccallo, 1996). También se puede
utilizar tripsina y colagenasa para degelificar el semen (Bravo y Col.,
1999).

La tripsina fue utilizada en la degelificacion de semen de alpaca en una
concentracion de 1:250, presente en el tubo colector y después de la
copula, se evalud la vitalidad de los espermatozoides en tres dilutores,
encontrandose la efectividad de esta enzima para eliminar el coagulo, la
vitalidad espermatica fue de 62.9 % cuando la tripsina se afadio al semen
post copula y de 61.0 % cuando estuvo presente en el tubo antes de la
coleccion, los dilutores presentaron los siguientes porcentajes de vitalidad a
las 3 horas de incubacion: PBS (12.5 %), leche descremada (7.5 %), y
yema-glucosa-citrato (21.7 %) (Enriquez y col., 1997).

Pero un problema encontrado recientemente da cuenta del dafio que
pueden ocasionar las enzimas utilizadas en la licuefaccion del eyaculado, es
asi que la tripsina, utilizada en una cantidad de 4 pg/ml por 3 min y luego 2
ng/ml, causan el desprendimiento de las cabezas espermaticas (25.04 con
enzima y 9.06 sin enzima), no encontrandose diferencias significativas en
otras caracteristicas; este dafio podria causar una disminuciéon de la
fertilidad de estos eyaculados tratados con enzimas (Poblete y Col., 2003).

Dilutores.- Muchos dilutores para semen han sido utilizados en programas
de inseminacion artificial en muchas especies domésticas; se ensayo varios
dilutores para semen de alpacas, entre ellos leche descremada, PBS,
glucosa-citrato, yema-glucosa-citrato, triladyl, tris, de todos estos el mejor
dilutor encontrado fue el tris; en un estudio para probar la accion de tres
dilutores y su evaluacion después de 2 horas, se utilizaron PBS, leche
descremada y glucosa-yema-citrato, obteniéndose 61.1, 60.8 y 64.0 % de
espermatozoides vivos respectivamente en el momento de la coleccién,
estos porcentajes disminuyeron después de dos horas de incubacién en
agua a 37° C a 22.2, 15.6 y 35.4% respectivamente y al evaluarlos
después de 24 horas, la glucosa-yema-citrato obtuvo 70 % de
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espermatozoides vivos, leche descremada tuvo 68% y glucosa citrato 60%
(Bravo, 2002).

Otros dilutores probados en semen de alpaca colectado por vagina artificial
fueron el PBS, citrato, tris y lardy + yema, la sobrevivencia de
espermatozoides fue de 5, 4.48, 0.0 y 16.62% respectivamente, el lardy-
yema disminuyo a 10.35 % a los 45 minutos (Mendoza, 2000).

El tiempo de sobrevivencia de espermatozoides colectados por vagina
artificial es importante por lo cual se evalud la accion de la yema de huevo
en la conservacion y la glicerina en la congelacion, usados en diferentes
concentraciones, encontrandose que la mejor proporcién de yema de huevo
es de 20 % ya que la glicerina a diferentes concentraciones no representa
diferencia significativa, a las 18 horas se tuvo una sobrevivencia de 21.78
%0, con un porcentaje inicial de 56.66% (Rivera, 1998).

Congelacion y conservacion.- El proceso de congelacion necesita estabilizar
la integridad de las células espermaticas para que no sean destruidas
durante el transcurso de la congelacion, es asi que se evaluaron diversos
dilutores para ser usados en la criopreservacion de espermatozoides,
encontrandose que el mejor dilutor para este fin es el tris (hidroximetil
amino metano) (Bravo, 1998; Quintano, 2002). Es asi que en un intento
por mejorar las caracteristicas seminales a la congelacion/descongelacion,
se evaluo la accion de diferentes concentraciones de yema de huevo y de la
glicerina, encontrando motilidad individual en semen conservado a 5° C de
72.3,73.1,64.7 % con 10,20 y 30 : de yema de huevo respectivamente en
alpacas y de 38, 42.5y 47.6 % para llamas respectivamente, estos valores
a la descongelacion fueron para alpacas diluido con el 10 % de yema de
huevo mas 2.5, 5.0 y 7.5 % de glicerina fue de 22.5, 27.7 vy 34.4 %
respectivamente, con 20 % de yema fue de 31.4, 39.2 y 41.0
respectivamente y con 30 % de glicerina fue de 32.4, 36.2 y 38.7%
respectivamente, mientras que para llamas con 10 % de yema fue de 20.0,
18.0 y 19.5 % respectivamente, para el 20 % de yema fue de 31.3, 35.8 y
28.2 % y para 30 % fue de 34.6, 43.0 y 24.4 % respectivamente (Deza,
H., 2004).

En la criopreservacion de semen de llama utilizaron solo eyaculados con un
minimo de 75 millones de espermatozoides con no menos de 50 % de
motilidad y se usa el dilutor yema-+citrato+glucosa+glicerol (6 %)+DMSO
(8 %), dividido en dos fracciones, el enfriado se realiza a una tasa de 0.25-
0.25 °C/min hasta 5° C, equilibrandose por 45 minutos y luego el
congelado a una tasa de 11° C/min hasta -50° C, 6° C/min hasta -80° C y
8° C/min hasta -120° C, en pajillas de 0.5 ml con aprox. 25 millones de
espermatozoides por pajilla, a la descongelacion se ve que se reduce
significativamente la viabilidad: de 68.5 % a 32.4 %, y la motilidad: 54.3 a
20.4 %, la tasa de supervivencia espermatica postdescongelacion esta
entre 20 a 25 % (Aller y Col. 2003).
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En la congelacion de semen de alpaca, realizando un lavado mecanico,
pasandolo por una jeringa de tuberculina a presion, luego se realiza el
congelado con motilidad precongelacion del 60% (eyaculado intacto) y de
98 % (sometido a la accibn mecanica), obteniéndose luego de la
descongelacion 15 y 20 % respectivamente (Valdivia y Col., 1999).

El peligro de contaminar el semen de llamas con dilutores que contengan
proteina animal, por precaucion de transmision de enfermedades vy
microorganismos, es que se evaludé un dilutor basado en proteina vegetal
(soya), denominado Biociphos plus, se le compard con otros dilutores con
proteina animal (yema), la motilidad precongelacién del semen fue de 56
%, a la descongelacion la motilidad con biociphos fue de 3.7 % y con los
dilutores con proteina animal fue de 25 % (Burgel y Gauly 1999). Para el
congelamiento de semen de llama bulbouretrectomizada, se evaluaron tres
dilutores, tris + suero + yema + glicerina; PBS + suero + yema + glicerina
y Dulbecco’s + suero + yema + glicerina, obteniéndose motilidades post
descongelacion de 31.94, 36.18 y 38. 8 % respectivamente y la vitalidad
fue de 41.35, 37.02 y 44.86 %, por lo que el dilutor de eleccion para este
tipo de eyaculado libre de la secrecion ce las glandulas bulbouretrales es el
Dulbecco (Gonzales y Copa, 2003). Un ultimo estudio para evaluar dos
dilutores y dos crioprotectores en el congelamiento de semen de alpaca,
concluyé que el dilutor con leche descremada+yema+glucosa y el
crioprotector etilenglicol brindaron los mejores resultados y se recomienda
Su uso en la criopreservacion de semen de alpaca (Santiani y Col., 2005).
Ratto y Col., (1999) realizaron la comparaciéon de tres dilutores en la
refrigeracion de espermatozoides epididimales, utilizando los dilutores: tris
+ fructosa + acido citrico + yema (20 %), leche descremada + glucosa y
leche descremada + sales, realizando la coleccion de espermatozoides
postmortem desde el epididimo, se realizdé el lavado de estos en solucion
TALP y centrifugados, se realiz6 el enfriamiento lento hasta 5° C y se
mantuvo asi por 72 horas, luego se calentaron en bafio Maria por 3 minutos
y fueron evaluados, el segundo dilutor fue el mejor ya que solo disminuyo
su motilidad solo cerca de 10%, el primer dilutor causa una gran caida de
la motilidad entre las 48 y 72 horas, mientras que el ultimo dilutor causo
una disminucion de la motilidad en cerca de 50 %, se recomienda el uso
del dilutor kenney (leche descremada-+glucosa) para ser utilizado en la
conservacion de espermatozoides colectados del epididimo.

Para la conservacion del semen refrigerado en llamas, se evalud la acciéon
de BSA-+glucosa, desde una motilidad inicial de 57.6 %, descendi6 a 43.0
% a las 24 horas, hasta este porcentaje es aceptable para realizar la
inseminacioén artificial, por lo que se recomienda su uso, a partir de las 24
horas la motilidad va descendiendo progresivamente (Huanca y Gauly,
2001).
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DISCUSION

Existen una gran diversidad de métodos para colectar semen Yy/0
espermatozoides en camélidos sudamericanos, cada método tiene sus
propias ventajas y desventajas en relacién a los demas métodos, si bien es
cierto una gran cantidad de métodos nos permite elegir el mas conveniente
de acuerdo a las condiciones de trabajo, las caracteristicas seminales son
muy diferentes y estan intimamente ligadas a factores como frecuencia de
coleccién, época, etc., por lo que es muy necesario conocer estas
caracteristicas para poder elegir el método mas conveniente y preciso.

CONCLUSIONES

Las caracteristicas particulares de la fisiologia reproductiva de los camélidos
sudamericanos dificultan los intentos de colectar semen de una forma
segura y esta pueda hacerse rutinaria, la coleccion de semen en camélidos
no se encuentra aun del todo investigada, ademéas que los diferentes
centros de investigacion en cameélidos sudamericanos no llegan a un
acuerdo de cual de todas las técnicas es la mas apropiada y asi poder
unificar esfuerzos para llegar a resolver este problema en la reproduccion
de los camélidos sudamericanos.

Los diferentes protocolos de coleccion, dilucion y conservacion se
encuentran desarrolladas de acuerdo al tipo de coleccion de semen que se
utiliza, aun asi se encuentran siempre nuevos problemas y limitantes en su
avance, causando un retraso en el mejoramiento de técnicas como la
inseminacién artificial, la cual se utiliza en otras especies en forma
rutinaria, por todos estos problemas es necesario seguir investigando.

La conservacion y el mantenimiento de la vitalidad de los espermatozoides
ha sido mejorada en los ultimos afios con la ayuda de diversos dilutores
utilizados en otros rumiantes, lo que ha mejorado enormemente los
porcentajes de fertilidad encontrados en los diferentes trabajos de
investigacion realizados.

RECOMENDACIONES

Debido a esta gran diversidad de métodos de colectar semen en camelidos
sudamericanos, se recomienda la elecciéon de los métodos Optimos de
acuerdo a la facilidad de su ejecuciébn y a las mejores caracteristicas
seminales obtenidas para realizar la estandarizacion de sus protocolos en
un intento de homogenizar los resultados obtenidos para poder ser
empleados como métodos rutinarios, puesto que este semen y estos
espermatozoides pueden ser utilizados en programas de inseminaciéon
artificial, congelamiento de semen, fecundacion in Vitro, etc.
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