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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizo en las instalaciones del Laboratorio
de Biotecnologia Reproductiva de la Estacion Experimental Agraria Canain de
INIA - Ayacucho, ubicado en el distrito de Andrés Avelino Céaceres Dorregaray,
de la provincia de Huamanga del departamento de Ayacucho entre los meses de
febrero a junio del 2013. El objetivo del trabajo fue determinar la motilidad pos
congelaciéon de semen de alpaca sometido a dos tratamientos consistentes en
dilutores, el primero un dilutor comercial formulado para rumiantes (AndroMed®)
y el otro a base de Tris — yema de huevo de gallina mas el aminoacido taurina en
concentracion de 30 milimolar. Se trabajé con un pool de 28 muestras de semen
procedentes de 4 machos entre los 4 a 6 afios de edad a los que se les extrajo el
eyaculado mediante vagina artificial. Solamente se trabajo con eyaculados que
demostraron tener mas de 60% de motilidad y mas de 50 millones de
espermatozoides por ml como minimo. La motilidad inicial de semen fresco fue en
promedio 79.4 % y las motilidades segin tratamiento en etapa de dilucion fue
63.39% y 67.86% para taurina y Andromed, respectivamente. Asimismo los
resultados de semen a temperatura ambiente fueron como sigue 59% y 65% para
tratamiento taurina y Andromed respectivamente; igualmente para semen disuelto
equilibrado a 5°C se obtuvieron 48% y 56.2% de motilidad para taurina y
Andromed, respectivamente. Finalmente la motilidad de semen descongelado se
obtuvo 11.68% 17% para el tratamiento taurina y Andromed, respectivamente.
Concluyéndose que para obtener indices de motilidad elevadas se tiene que trabajar
con dilutores comerciales.

Palabras claves: Semen, Alpaca, Congelacion, Taurina, Andromed, Motilidad.
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INTRODUCCION
La cnianza de camélidos sudamericanos es la actividad econdémica mas
importante sobre los 4000 msnm donde estan las zonas mas pobres de Ia sierra
con 2.9 millones de habitantes, que es el 12 % de la poblacion nacional.
El Pera tiene mas de 4.2 millones camélidos sudamericanos, con 3 685 000
alpacas que es mas del 84 % de los camélidos sudamericanos del mundo.
Ayacucho tenia 113 332 alpacas en el 2004, hoy en dia cuenta con 230 910
animales el cual representa el 6.27 por ciento a nivel nacional (INEI, 2013).
Este crecimiento seria mas acentuado si se contara con un manejo apropiado
por parte de los productores, que en su mayoria no tienen acceso a alternativas
tecnologicas de ultima generacion como es el caso de la biotecnologia
reproductiva (en un inicio inseminacion artificial con semen fresco y
posteriormente congelado), esto llevado a una utilizacion masiva y rutinaria
permitiria un gran avance en el mejoramiento genético en camélidos
sudamericanos y muy especialmente en alpacas.
La utilizacion de semen fresco o semen refrigerado en la inseminacion artificial
en camélidos ya se da con regular éxito segiin reportan algunos trabajos de
investigacion porque se han Ilegado a obtener motilidades espermaticas
aceptables que han logrado nacimiento de crias (Huanca, 2013‘).
Un paso mas adelante seria lograr un método de criopreservacion satisfactorio
de gametos de genética superior sean estos espermatozoides, ovocitos,
embriones, incluso tejidos los cuales pueden ser transportado de lugares muy
distantes a los rebafios autdctonos abaratando los costos de transporte y

mantenimiento si éstos fueran sementales.



La congelacion de semen es cotidiana en otras especies domésticas y con
resultados muy aceptables, pero en los camélidos atin no es posible de forma
optima. La falta de un protocolo efectivo para la congelacion, como en otras
especies, se debe a las diferencias fisiologicas de especie y la bioquimica de los
espermatozoides (Holt, 2000).

Un aspecto muy importante que se manifiesta en trabajos previos de
criopreservacion de semen de camélidos, mas puntualmente en la alpaca, es la
alta viscosidad del eyaculado que impide una buena accion de los dilutores y
crioprotectores resultando en parametros muy pobres de viabilidad, por ende de
fertilidad.

Se han utilizado protocolos que han resuelto en alguna medida el problema de
la viscosidad causando una licuefaccion aceptable, pero afectando
negativamente la motilidad e integridad espermatica. Para contrarrestar aquello
algunos protocolos contemplan el uso de antioxidantes y aminodcidos como es
el caso de Ia taurina. Aminoécido éste que resulta muy beneficioso en la funcion
espermatica de algunas otras especies, pero no se han reportado experiencias en
congelacion de semen de alpaca.

De alli Ia imperiosa necesidad de tener un protocolo que permita obtener
parametros aceptables de motilidad en la congelacion de semen de alpaca para
una posterior inseminacion con niveles aceptables de motilidad que permitan
obtener un producto viable; esto nos posibilita la evaluacion de dos dilutores
para el proceso de congelacion de semen de alpaca colectado via vagina

artificial.



Por tanto el objetivo general de este trabajo fue:

Evaluar cual de los dos protocolos tenia efectividad en mantener la
motilidad de espermatozoides en el proceso de congelacion de semen de

alpaca (Vicugna pacos).

Los objetivos especificos fueron:

Evaluar las caracteristicas macroscopicas y microscopicas del semen de
alpaca antes de su congelacion.

Determinar el porcentaje de motilidad espermatica post-descongelamiento.
Determinar el efecto en la motilidad espermatica del dilutor que contiene
yema de huevo de gallina mas el aminoacido taurina.

Determinar el efecto en la motilidad espermatica del dilutor comercial

AndroMed®



CAPITULOI

REVISION DE LITERATURA.
1.1. Antecedentes.
Los intentos de congelacion de semen en camélidos sudamericanos han sido hasta
la fecha insatisfactorios, debido a las caracteristicas propias del semen de
camélidos, Ia técnica de coleccion, falta de conocimiento sobre su composicion,
viscosidad y uso de dilutores (Bustinza, 2001).
Entre los estudios mas importantes realizados en congelacion de semen de alpaca
se obtuvo un porcentaje de motilidad post descongelamiento de 46.7 % (Bravo et
al., 1996) y el mismo autor en llamas 45 %, siendo estos uno de los mayores
obtenidos hasta la fecha, sin embargo no ha sido posible reproducir la metodologia.
Estudios posteriores reportaron tasas inferiores de motilidad post descongelamiento
en las cuales se obtuvieron porcentajes de 17.4 % (Vaughan et al., 2003).
Usando diferentes concentraciones de crioprotectores se lograron obtener

motilidades de 22.5 a 41 % (Santiani et al., 2005).



En llamas también se reportan motilidades muy bajas tras el descongelamiento, por
ejemplo en semen colectado via electroeyaculacion se obtuvo sélo un 10 % de
motilidad (McEvoy et al., 1992).

Pero también se describen motilidades entre 16 y 28% en semen descongelado de
llama, probando la adicion de un surfactante como el Equex® al 0.5 % (Von Baer
y Hellemann, 1999), mientras que otros reportan 20 % de espermatozoides motiles
(Aller et al., 2003). En la alpaca se a reportado un descenso considerable de la
motilidad progresiva, donde valores de 60-98 % en muestras seminales frescas
descienden hasta 15-20 % luego del descongelamiento (Valdivia et al., 1999).
Congelaciones posteriores hechas en dos pasos arrojaron una motilidad de 20 % de
espermatozoides viables con acrosoma integro al descongelamiento de las muestras
obtenidas con vagina artificial (Santiani et al., 2005)

Asimismo se han reportado diversos métodos que eliminan la viscosidad del plasma
seminal con el fin de favorecer el manejo de muestras seminales. Mediante el uso
de enzimas (fibrinolisina, hialuronidasa, colagenasa y tripsina) o la accion mecanica
del paso repetido a través de una jeringa de tuberculina (aspirado y eyectado
multiple), se ha logrado licuar las muestras de semen; sin embargo, aun es incierto
el efecto de estos métodos sobre la capacidad fecundante de los espermatozoides
(Callo et al., 1999; Valdivia et al., 1999).

Los primeros trabajos de congelamiento de espermatozoides epididimarios de
alpaca, dieron como resultado 18 % de motilidad y 80 % de integridad acrosomal
al descongelamiento (Morton et al., 2007) y otro una tasa de supervivencia de solo

5 % (Gonzales, 2008).



1.2. La alpaca. Es una especie doméstica de mamifero andino cuyo nombre
cientifico es Vicugna pacos. Genéticamente deriva mayormente de la vicuifia salvaje
y, en una proporcion mucho menor, de la llama (Wheeler et al. 2001). Su
domesticacion se viene realizando desde hace miles de afios.

Las relaciones entre la alpaca y los demas camélidos sudamericanos han sido
controvertidas durante muchos afios. En los siglos X VIII y XIX, cuando recibieron
nombres cientificos, se creia que la alpaca era descendiente del guanaco (Lama
guanicoe), y fue denominada por ello Lama pacos, ignorandose sus similitudes con
la vicufia, tanto en tamaifio, como en la fibra y la denticion. Su clasificacion se
complicé tras comprobarse que las cuatro especies de camélidos sudamericanos
pueden cruzarse entre si y dar descendencia fértil. No fue hasta el siglo XXI que,
gracias al desarrollo de las técnicas de analisis de ADN pudo demostrarse
finalmente que la alpaca y la vicufia estan estrechamente relacionadas, y que el
nombre cientifico correcto es Vicugna pacos, aunque se detectd un porcentaje de su
ADN proporcionado por la llama, por lo que técnicamente es un taxon hibrido
intergenérico (Wheeler, 2001).

1.2.1. Razas de alpacas.

1.2.1.1. Huacaya.

Representa mas del 85 % de la poblacion de alpacas, es un animal que presenta
contornos curvos y armoniosos, con una apariencia de corpulencia y una talla mayor
que la alpaca suri. Presenta una superficie externa de fibra aspera, opaca y esponjosa
ya que las fibras y las mechas se disponen perpendicular a la superficie corporal.
Los rizos se disponen a lo largo de la mecha presentando una fibra suave y brillante

internamente.



La linea superior del dorso esta muy bien cubierta haciéndola muy resistente a las
condiciones climaticas adversas y a la altitud (Huanca y Mamani, 2013).

1.2.1.2. Swri.

Representa menos del 5 % de la poblacion de alpacas, presenta contornos lineales,
angulosos y armoniosos, con una apariencia menos corpulenta por la disposicion de
las mechas colgantes ademas de una talla menor que la Huacaya. La superficie
externa de la fibra es suave y resbaladiza.

Las mechas presentan ondulaciones suaves y largas hasta el primer tercio y de alli
a la punta rulos colgantes a ambos lados del cuerpo, incluso en ¢l copete.

Es un animal de extraordinaria belleza sobre todo con un crecimiento de fibras
alrededor de los 3 afios (Huanca y Mamani, 2013).

1.2.2. Taxonomia de la alpaca.

Reino : Animalia

Filo : Chordata
Clase : Mammalia
Orden : Artiodactyla
Familia : Camelidae
Género : Vicugna
Especie : Vicugna pacos

Fuente: Marin et al., 2007.



1.4. Fisiologia reproductiva de la alpaca macho.

1.4.1. Pubertad.

Se define como Ia edad en la que se inicia la espermatogénesis o cuando se
encuentran espermatozoides en el eyaculado. Los niveles de testosterona sérica a
los 9 a 11meses se logran valores alrededor de 60 a 90 picogramos/ml (Bravo,
2002), esto revela que a esta edad se inicia la pubertad, asimismo, estudios
demuestran la correlacion con el peso corporal que alcanza el animal, asi se ha visto
la presentacion de libido sexual en algunos machos de un afio de edad (Fernandez-
Baca et al., 1970; Vivanco et al., 1985).

La alpaca inicia su vida reproductiva plena con la desaparicion de la adherencia
pene - prepucio, ya que esta condicion es una limitante, esto se logra a los tres afios
en su totalidad (Sumar, 1983).

1.4.2. Espermatogénesis.

La regulacion hormonal para produccion de espermatozoides estd dada por GnRH
que estimula Ia adeno hipéfisis que libera la LH, que en las células testiculares
intersticiales provoca la produccion de andrégenos. También es liberada FSH

(Hormona Foliculoestimulante), cuyo blanco de accion celular son las células de
Sertoli con la consecuente produccion de ABP y androgenos que ayudan en la
formacion y la maduracion espermatica (Hafez, 2000).

Las colonias celulares a partir de la pubertad son los espermatogonio tipo Al los
cuales tras una division progresiva dan lugar las de tipo A2, A3 y A4. Estos ultimos
dan lugar a los de tipo intermedio (In), que tras una division se convierten en los de

tipo B y a su vez se dividen y originan los espermatocitos tanto primarios y

10



secundarios que al dividirse se convierten esta vez en células aploides 1lamandose
esperméatides (Hafez, 2000).

Desde aqui la metamorfosis espermatica es muy marcada observandose hasta cuatro
etapas en los cuales se producen cambios como la condensacion de los granulos
celulares, formacion del axonema, encasquetamiento celular para la formacion del
acrosoma, orientacion de la cola hacia la luz tubular del conducto seminifero; Ia
ultima etapa de la formacion del espermatozoide es la modelacion de la morfologia
espermatica propia de cada especie, se puede decir que este proceso es comun a
todas las especies (Hafez, 2000).

El proceso descrito se denomina ciclo epitelial del tibulo seminifero y su etapas
varian ligeramente segun especie, asi se habla de los camélidos sudamericanos la
ocurrencia de 8 etapas divididas en 4 estadios A con etapas del 1 al 4 y 4 estadios
B con etapas del 5 al 8, los cuales abarcan entre espermatogonios, espermatocitos
y espermatides. La primera parte del ciclo (etapas del 1 a 4) generan hasta 54.6%
de los espermatides (Bravo, 2002).

La tltima etapa testicular es la liberacion del espermatozoide y su consiguiente
almacenamiento y maduracion en los depositos epididimarios conocido como

espermiacion (Hafez, 2000).
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Figura N° 1.1. Espermatogénesis (arriba), espermatozoide y cabeza espermitica (abajo).

Fuente: Hafez, 2000.

1.4.3. Estacionalidad reproductiva.

En algunas especies domésticas, como el camero, se observa variaciones
estacionales en la calidad y cantidad de semen; asi como, en los niveles de
testosterona LH, los cuales estan asociados a la funcion gonadal.

Observaciones de la conducta sexual en campo, de alpacas y llamas machos,

muestran un incremento de la libido en estos animales a medida que se acercaba la

12



estacion sexual (enero a abril), para luego disminuir notablemente en la época seca
(mayo a noviembre). Lo que parece indicar una correlacion entre época del afio
(abundancia o escasez de alimento y temperatura) con los niveles de testosterona,
niveles que son muy superiores en la alpaca. (Sumar, 1990 citado por Garcia Vera,
2005) da cifras de niveles de testosterona sanguinea en picogramos/ml para marzo
en 1 142, para junio en 992.5; setiembre en 877.5 y para diciembre en 2445,
respectivamente. Es decir valores muy cercanos a 1000 picogramos/ml a partir de
los 21 meses de edad fluctuantes durante el afio no variables con la altitud (Bravo,
2002).

La actividad sexual se manifiesta normal cuando después de estar separados
hembras y machos, se los reline para efectos de las montas, esto por el efecto de la

hormona testosterona citado también por los autores (Bravo y col., 1992).

1.5. Métodos de coleccion de semen en alpacas.

El comportamiento sexual de los camélidos sudamericanos presenta caracteristicas
muy peculiares, como son la posicion coital y su temperamento nervioso, esto
dificulta la obtencion de semen (Bustinza, 2001).

A esto hay que afiadirle dificultades como el tiempo de copula, la ubicacion del
eyaculado y la viscosidad del semen que dificultan €l manejo del espermatozoide y
bajan su viabilidad (Solis, 2001).

1.5.1. Recoleccion por vagina artificial. La vagina artificial es una imitacion de la
vagina de la alpaca que provee estimulacién térmica y mecanica para producir la
eyaculacion. Es la forma habitual de coleccion de semen en camélidos. Esta vagina

artificial esta integrada en un maniqui. Es una de las formas de coleccién mas
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naturales, la inica dificultad es hacer que el macho acepte al maniqui y se obtienen
semen con las mismas caracteristicas que el eyaculado pos coital (Sumar y Leyva,
1981).

1.5.2. Recoleccion por electroeyaculacién. Esta técnica viene desde muchas
décadas atrés (Fernandez Baca y Calderdn, 1966) con una intensidad de 40 voltios
obtuvo semen de alpaca sin necesidad de hembras en celo, acortando el tiempo de
coleccidn y pudiendo hacerlo a lo largo de todo el afio, pero se tiene que anestesiar
a los sementales (Johnson, 1989), entonces se hace necesario una inversion
relativamente elevada y personal entrenado (Giuliano, 2012).

1.5.3. Fistula uretral. Este método requiere realizar una fistula quirirgica en la
uretra peneana 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 incision se realiza en la piel,
el musculo bulbo cavernoso 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).

1.5.4. Aspiracién vaginal poscoital. Muestras de semen pueden ser obtenidas por
aspiracion del fondo de la vagina después de la copula, ya que una pequeiia 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 evaluacion de espermatozoides como

motilidad, vitalidad, morfologia; estas muestras frecuentemente se obtienen con
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residuos sanguinolentos y se ve de un color rosado ya que el endometrio se
encuentra inflamado y lacerado por la copula; 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 utilizacion
de este tipo de semen para evaluar la fertilidad del macho es muy cuestionada
(Bravo, 2002).

1.5.5. Desviacién de conductos deferentes. Permite colectar espermatozoides
libres de secrecion de glandulas anexas, por ello es que se desarroll6 esta técnica y
la extirpacion de la prostata; la primera técnica intenta colectar espermatozoides
directamente de su reservorio, la cola del epididimo, desviando quirtrgicamente los
conductos deferentes hacia la region ventral del animal o 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 espermatico (Paricahua, 2001 y
Quintano, 2002).

1.5.6. Bulbouretrotomia. Esta técnica fue desarrollada con la finalidad de obtener
espermatozoides sin la secrecion de las glandulas bulbo uretrales, las cuales, segin
literatura, son las encargadas de producir el material viscoso del semen entero, el
cual causa gran 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
quirdrgica por la ubicacion de dicho drgano, lo que no permitié realizar esta técnica,

optandose por realizar la prostatectomia (Paricahua, 2001).
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1.6. Aspectos de coleccién de semen con vagina artificial.

El proceso de coleccion de semen via vagina artificial adaptada de la que se utiliza
en ovinos (Sumar y Leyva, 1981) se hace de manera aceptable (Vaughan et al.,
2003), pero hay que tener en cuenta algunos pasos previos muy importantes como
que si bien mejora la técnica de coleccion, aun presenta dificultades para mantener
una temperatura adecuada durante el largo de la copula. El uso de una frazadilla
eléctrica cubriendo la vagina artificial, permite algunas mejoras en la técnica de
coleccion, facilitando el mantenimiento de la temperatura (Gauly y Leindiger,
1995). Igualmente, el uso de un maniqui (Sumar y Leyva, 1981) o la coleccion con
hembra receptiva (Gauly y Leindiger, 1995; Huanca y Gauly, 2001) se presentan
como alternativas para la coleccion de una muestra de semen fisiologicamente
normal; sin embargo, se requiere un entrenamiento de los animales y no siempre
todos los machos llegan a aceptar el maniqui; mientras que el uso de hembra
receptiva genera incomodidades en el operador.

1.6.1. Seleccion de machos: esto se hace atendiendo a ciertos aspectos deseables o
propositos del animal que puede ser fibra o carne. A demas se evalla el estado
sanitario, asi como las anormalidades fisicas y aptitud reproductiva. Solo el 8% de
los machos jovenes se hallan libres de adherencias pene-prepuciales; a la edad de
dos aiios el 70% de machos ya no tienen estas adherencias y a la edad de 3 afios el
100% estan completamente libres de éstas, siendo sexﬁalmente activos hasta la edad
de 11-12 afios aunque con una tasa baja de fecundidad (Sumar, 1983).

1.6.2. Entrenamiento del macheo: ¢l macho seleccionado debe prioritariamente ser
entrenado para que permita una facil coleccion con vagina artificial, para esto debe

habituarse a un maniqui confeccionado con pellejo de una hembra vacia sacrificada.
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Algunos machos a la edad de un afio y con peso promedio de 34 kilos, ya muestran
interés sexual por las hembras (Sumar, 1983).

La vagina artificial consta de un tubo rigido de PVC con una valvula exterior; por
el lumen del tubo se introduce una manga de litex que se dobla sobre los extremos
del tubo creando asi una cdmara de aire. A uno de los extremos se le coloca un cono
de plastico con tubo colector. Para colectar es llenado con agua caliente entre 37 a
40 °C luego de asegurado se le insufla aire a una presion adecuada. Todo esto se
envuelve con una frazadilla térmica que mantendra la temperatura del agua y por
ende la del semen (Alarcon et al., 2012). Va integrada en un maniqui que simula la
posicion de hembra receptiva.

Antes de colectar el semen se debe tener en cuenta dos aspectos importantes: la

higiene y que se estimule el macho (Gallina y Valencia, 2006).

1.7. Evaluacién del semen.

1.7.1. Caracteristicas macroscépicas.

El semen colectado se mantiene en todo momento fuera de los efectos de la luz
solar, se evalua:

Color. Observado directamente a través del tubo Falcon, la gama de colores
normales que se tiene que observar es entre blanco claro o blanco cremoso segin la
concentracion que tenga (Bravo et al., 2000).

Volumen. Se observa en el mismo tubo graduado que puede ser de 1 a 10 ml dando
un promedio de 3.5 (Bravo et al., 2000).

Filancia. Es la maxima resistencia del semen cuando se estira desde una lamina

portaobjetos con una aguja con el bisel hacia arriba, para esta prueba se ayuda con
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una regla. En los camélidos el semen es altamente viscoso, siendo muy dificil
separar el plasma a menos que sea por centrifugacion (Huanca, 1996).

1.7.2. Caracteristicas microscépicas.

Viabilidad. El porcentaje de espermatozoides vivos es de 34.3 + 4.2 por ciento
(Davalos et al, 2002) incluso mayores a 66.50 % (Cavalcanti, 2013).

Motilidad. Se hace la observacion a un anmento de 100 a 400x, se a reportado un
porcentaje de motilidad de 34.2 + 5.3 (Davalos y Olazabal, 2002). Se efectua con
una gota de semen en una lamina atemperada.

Motilidad individual. Se hace una dilucion en proporcion de 9 a 1, es decir por un
ml de semen se utiliza nueve de suero fisiologico. La viscosidad del semen de la
alpaca dificulta el movimiento de los espermatozoides (Huanca, 1996).
Concentracion. Se trata de la determinacion del nimero de espermatozoides por
ml o centimetro cubico. Esto se logra con el uso del hematocitometro con el mismo
procedimiento que se utiliza para el conteo de glébulos rojos. Se reporta
concentraciones bajas en comparacion a otras especies, asi se tiene cifras cercanas
a32.8 = 4.3 x 10%/ml (Davalos y Olazébal, 2002).

Evaluacion de espermatozoides anormales. Consiste en determinar el porcentaje
de espermatozoides anormales presentes en el eyaculado, mediante frotices
coloreados con el objeto de observar la morfdlogia espermatica que en condiciones
normales estan cercanos a un porcentaje de 14.9 + 1.1 (Davalos y Olazabal, 2002)
en muestras colectadas en maniqui.

1.8. Dilutores frecuentemente utilizados en semen de alpaca.

Los dilutores frecuentemente usados en trabajos de dilucién con semen de alpacas

ya sea con fines de refrigeracién o congelacion son:
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1.8.1. Tris — yema de huevo. La cual tiene entre sus ingredientes Tris (Hidroximetil
amino metano), acido citrico y fructosa los cuales son preparados en agua
bidestilada completando 1a mezcla con yema de huevo de gallina en diferentes
proporciones (Aisen y col., 2002).

1.8.2. Dilutor a base de TES. Lleva una proporcion mayor de Tes acompaiiado de
Tris, citrato de sodio y una proporcion de aproximadamente 20% de yema de huevo
(Rodriguez, 2009), todo se prepara con agua ultra pura.

1.8.3. Dilutor a base de leche. Lleva como componente principal leche descremada
con una proporcion pequeiia de yema de huevo de gallina y como fuente energética
fructosa u otro azucar (Santiani y col., 2005).

Otros dilutores probados en semen de alpaca colectado por vagina artificial son el
PBS, BSA y dilutores comerciales para rumiantes y camélidos europeos (Wabersky
y col., 1989). Ademas llevan antibidticos y crioprotectores segin la finalidad de

dilucion.

1.9. Agentes antibacteriales.
Se busca evitar la variacion de pH por la flora que contiene ¢l semen recién
colectado aun cuando se haya limpiado el orificio prepucial. Son empleados con

frecuencia penicilina, estreptomicina, sulfanilamida, eritromicina y gentamicina.

’
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1.10. Principios de la criopreservacion.

Criopreservacion es la aplicacion controlada del frio para minimizar el metabolismo
celular y mantenerla viable por tiempo indefinido mientras se mantenga la cadena
de frio, para lograr ello se hace uso de propiedades benéficas crioprotectoras de
diversos componentes que tienen los dilutores. El objetivo fundamental es el intento
de preservar material genético de especies y razas con fines de transporte o de
investigacion.

A diferencia de la refrigeracion del semen, el proceso de congelacion necesita
ademas el empleo de un agente crioprotector penetrante. Desde el descubrimiento
del glicerol como agente crioprotector penetrante efectivo (Polge et al., 1949) y del
establecimiento de las técnicas basicas de criopreservacion, el semen de una
variedad de especies se congela y utiliza con éxito en la inseminacion artificial.

La reduccion de la temperatura de 37 a 20 °C promueve alteraciones de naturaleza
biofisica en el espermatozoide (Amann y Pickett, 1987), la mayor prueba que tiene
es mantener la viabilidad entre -15 y -60 °C que soportan en la congelacion y
descongelacion.

A -196 °C no hay reacciones térmicas, puesto que a -130 °C ya no hay presencia de
agua en c¢lula alguna (Mazur, 1984).

La membrana plasmatica actia como barrera, impidiendo la expansiéon de los
cristales de hielo del medio exterior hacia el compartimento intracelular (Watson,
1979). Por tanto la deshidrataciéon osmética, mas que la formacion de hielo
intracelular, es la principal causa de las alteraciones ultra estructurales de la
membrana y una de sus consecuencias es la pérdida de la selectividad de la

membrana (Parks y Graham, 1992). Dade que la formacién de hielo intracelular es
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dependiente del ritmo de congelacion y descongelacion, el estricto control del ritmo
del descenso y del aumento de la temperatura puede minimizar las lesiones celulares
causadas por ¢l hielo intracelular. Ademas de la cristalizacion, también estin
implicadas alteraciones osmdticas, que conducen a dafios celulares evidentes

(Hofmo y Berk, 1989).

1.11. Crioprotectores.

El crioprotector debe preservar, en la mayor proporcion posible, la integridad de las
diferentes estructuras del espermatozoide (Watson, 1995), su utilizacion es
indispensable para minimizar los dafios que se producen en los espermatozoides
durante el proceso de criopreservacion (Gao y col., 1995), asimismo en la
descongelacion, proporcionando proteccion contra las fuertes alteraciones que se
producen en las estructuras celulares y extracelulares y en la composicion quimica
(Fahy y col., 1990).

Segun su capacidad para atravesar la membrana se habla de penetrantes como
glicerol, DMSO, etilenglicol y no-penetrantes como la yema de huevo, leche y
determinados aztcares disacaridos como trehalosa y sucrosa (Hammerstedt y col.,
1990) los cuales pueden proporcionar estabilidad de la membrana debido a su
capacidad para asociarse a las membranas més} fuertemente que un crioprotector
permeable pudiendo causar remocién parcial del agua del espermatozoide, y asi
reducir la posibilidad de formacion de hielo intracelular (Anchordoguy y col,,

1987).
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1.11.1. Yema de huevo.

La yema de huevo es un componente basico presente en casi todos los diluyentes
para refrigeracion y congelacion por sus caracteristicas protectoras contra el frio
desde los primeros trabajos de congelacion (Phillips y Lardy, 1940).

La yema de huevo contribuye beneficiosamente de dos maneras distintas en la
criopreservacion (Kampschmidt y col., 1953). Por resistencia la porcion lipidica
constituida por los fosfolipidos, lecitina y cefalina, es efectiva en la protecciéon
contra el choque térmico; la lecitina es el principal fosfolipido protector y, por
conservacion consigue la supervivencia del espermatozoide (Blackshaw, 1954).
Ademas las lipoproteinas de baja densidad son los componentes de la yema que
consiguen el efecto crioprotector, evitando el choque térmico y preservando la
integridad de la membrana (Graham y Foote, 1987).

1.11.2. Etilenglicol.

El etilenglicol (EG) es un polialcohol crioprotector cuyo peso molecular es 62.07,
es decir mas bajo que el glicerol.

La utilizacion de EG como crioprotector, en la congelacion de diferentes especies
indica que en semen de toro ejerce un menor efecto inhibitorio en la motilidad que
el glicerol o el DMSO (Guthrie y col., 2002), reduciendo la extension de las
conocidas “lesiones osmoticas”. Asimismo en el ovino, el EG utilizado a
concentraciones entre el 1,5 y al 6% ha proporcionado buenos porcentajes de
motilidad pos descongelacion (Molinia y col., 1994). En la congelacion de
espermatozoides de equino el EG podria sustituir al glicerol si se utiliza en la misma
concentracion que éste (3%), o incluso mas reducida, basandose en los valores de

la motilidad progresiva del espermatozoide descongelado (Mantovani y col., 2002)
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En otras especies como el ratén, en que la congelacidn del eyaculado es mas dificil
que en las restantes especies domésticas (Sztein y col., 2001), el EG parece un
crioprotector prometedor, capaz de minimizar las lesiones de la membrana

plasmatica.

1.12. La taurina.

La taurina (4cido 2-aminoetano sulfonico) es uno de los aminoacidos libres
presentes en mayores concentraciones en los tejidos animales. Regula una vasta
serie de funciones biologicas tan diversas como el ritmo cardiaco, la temperatura
corporal, la excitacion neuronal, la vision, la motilidad espermatica, el metabolismo
energético y la osmoregulacion (Shaffer y col., 2000).

En la mujer se supone que, a parte de la osmoregulacion, la taurina puede actuar en
el mantenimiento de la motilidad del espermatozoide en el fluido uterino,
protegiéndole contra la influencia adversa de las elevadas concentraciones de K+
existentes en este ambiente (Casslén, 1987).

Proviene de la oxidacion de la hipotaurina en los tejidos. Es decir es producto de la
oxidacion por una serie de reacciones del radical OH- con la hipotaurina (Fellman
y Roth, 1985).

En el tracto reproductivo masculino de varias especies se encuentran niveles
significativos de taurina e hipotaurina, como en la cola del epididimo del ratén
(Kochakian, 1975; Fraser, 1986), toro (Guérin y col., 1995) y el cerdo (Van der
Horst y Grooten, 1966) sobretodo asociados a la fraccion rica en espermatozoides
del eyaculado y también del epididimo (Johnson y col., 1972), como también en el

semen de perro (Van Der Horst y Grooten, 1966) y gato (Buff y col.,2001).
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La presencia de taurina y, sobretodo, de hipotaurina a elevadas concentraciones en
el plasma seminal sugiere que el epididimo o el testiculo son sus lugares de origen
(Johnson y col,, 1972). Sin embargo, datos revelados por métodos inmuno-
histoquimicos dan a conocer que la localizacion de la taurina en el tracto
reproductivo del raton incluye las células intersticiales del testiculo (células de
Leydig), las células endoteliales vasculares y, principalmente, las células epiteliales
del conducto eferente. Resultando el epididimo asi como los tubulos seminiferos
imuno-negativos, lo que permite a los autores sugerir que el lugar especifico de
produccion de taurina sean los conductos eferentes (Lobo y col., 2000).

Los efectos de proteccion y osmoregulacion de la taurina en situacion de estrés
hiperosmdtico en el espermatozoide del chimpancé han sido demostrados (Ozasa y
Gould, 1982).

Estudios realizados incubando el semen de hamster con taurina reportan que ésta
estimula y mantiene la motilidad durante la capacitacion (Mrsny y col., 1979;
Leibfried y Bavister, 1981)

Trabajos en conejos dan a conocer que la taurina y la hipotaurina inhiben la
peroxidacion lipidica manteniendo la motilidad del espermatozoide (Alvarez y
Storey, 1983).

Otra posibilidad de actuacion de la taurina y la hipotaurina en el mantenimiento de
la motilidad espermatica, a través de la inhibicion de la enzima Na+ - K+ ATPasa
anulando sus efectos inhibitorios negativos sobre 1a motilidad del espermatozoide
(Mrsny y Meizel, 1985). Adicionalmente, otro posible mecanismo derivado de la
inhibicién de esta enzima es el aumento de los niveles intracelulares de Ca2+, y, en

consecuencia, la motilidad espermatica (Mrsny y Meizel, 1985).
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También se han observado la disminucién de la motilidad tras el lavado de
espermatozoides epididimarios de ratén y su posterior incremento después de la
adicion de taurina (Fraser, 1986).

La taurina, aparte de ejercer un efecto positivo en la motilidad espermatica, influye
positivamente en la fecundacion (Leibfried y Bavister, 1981) y en el desarrollo
embrionario.

Pese al papel fundamental que la taurina parece tener en el mantenimiento de la
motilidad espermética en hamster (Mrsny y col., 1979; Leibfried y Bavister, 1981),
su presencia no es imprescindible en el raton, lo que hace deducir diferentes
respuestas a la adiccion de taurina e hipotaurina en las diferentes especies (Fraser,
1986).

Ya desde las primeras investigaciones se observan efectos en la estimulacion de la
capacitacion del espermatozoide de hamster (Mrsny y col., 1979), ademas la taurina
y la hipotaurina pueden mantener y estimular la motilidad espermatica asi como

estimular la capacitacion y/o la reaccion acrosomica (Meizel y col., 1980).

1.13. Actualidad de la congelacion de semen de alpacas.

Los reportes sobre semen congelado son muy escasos a comparacion con otras
especies; pero la alpaca ha recibido una atencién cada vez mas creciente para la
aplicacion de biotecnologias reproductivas, pero pocos son los centros de
investigacion que se ocupan del desarrollo de este aspecto de la investigacion en el
Peri.

Hoy en dia se sigue buscando las formas de elevar los pardmetros seminales pos

descongelacion, como el problema de la viscosidad seminal que ha posibilitado la
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utilizacion de numerosos protocolos que parcialmente han dado resultados
alentadores.

Lamentablemente los trabajos que involucran mayores tecnologias en
criopreservacion se hacen en centros de investigacion del extranjero con animales
criados es sus respectivos paises y el acceso a este conocimiento es dificultoso.
Aun asi han surgido investigadores jovenes que han visto una gran oportunidad en
este campo de 1a de la biotecnologia reproductiva.

Los fines de la congelacion de semen de alpacas, hoy en dia, no solamente se
encaminan a su aplicacion en inseminacion artificial, sino en biotecnologias
diversas y complementarias como su utilizacion en FIV, ICSI, vitrificacion y
transferencia de embriones.

El semen congelado ofrece distintas posibilidades para el avance tecnoldgico en la
explotacion de los camélidos sudamericanos y brindaria una mayor rapidez al

progreso genético en esta especie.
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CAPITULO IT
MATERIALES Y METODOS.

2.1. Localizacion.

El presente trabajo de investigacion se realizd en el laboratorio de Reproduccion
Asistida de la Estacion Experimental Agraria Canaan, ubicado en el distrito de
Andrés Avelino Caceres Dorregaray de la provincia de Huamanga, Departamento
de Ayacucho a una altitud de 2735 m.s.n.m. a 13°10°09°” latitud sur y 74°11°53"’
longitud oeste, con una temperatura promedio de 12 - 18 °C, precipitacién pluvial

promedio de 500 mm y humedad relativa de 40 — 50 % (SENAMH]I, 2013).

2.2, Duracion.

El trabajo de investigacion tuvo una parte pre-experimental (febrero-marzo) y una
experimental con una duracion de 3 meses (abril-junio) que se realizé en el
laboratorio de Reproduccion Asistida de la Estacion Experimental Agraria Canaan,

INIA-Ayacucho.
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2.3. Muestra.

Se trabajo un pool de 28 muestras de semen colectado de 4 alpacas machos de entre

4 a 6 aiios, entrenados previamente para aceptar maniqui. El nimero de muestras

se designo de manera no estadistica.

2.4. Materiales.

2.4.1. De laboratorio

Agujas21 Gx 1y 12”18 Gx 1y 1/2”

Camara de Neubauer.

Guantes de Latex.

Jeringas desechables de 1, 5, 10, 15y 20 ml.

Laminas cubreobjetos y portaobjetos.

Pipetas automaticas de 0-10, 10-20, 20-100 y hasta de 1000 microlitros (ul).
Pipetas estériles de 5 y 10 ml.

Tips para micropipeta de diferentes capacidades.

Tubos Falcén de 15 ml

Tubos Falcén de 50 ml.

2.4.2. Equipos y aparatos

Balanza analitica.

Bolsas plasticas.

Equipo de Bafio Maria.

Esterilizador de calor himedo (autoclave).
Estufa.

Frazadilla eléctrica.
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o  Gel ecografico.

e  Hervidor eléctrico.

e  Inflador o bomba de aire.

e  Microscopio.

e  Platinas térmicas.

e  Refrigerador.

e  Sellador de bolsas.

e  Tanque criogénico de nitrogeno liquido de 33 litros.
e  Termocupla o termometro de lecturas bajo cero.
e  Termometro de alcohol.

e  Termometro digital.

e  Vagina artificial para alpaca.

2.4.3. De Campeo.

e  Alfombra de yute.

e  Balde pequefio.

e  Botas de jebe.

e  Esponja pequeiia.

e  Lapiceros.

e  Libretas de apuntes.

e  Mameluco.

e  Maniqui de alpaca.

e  Registros de coleccion y evaluacion.

. Rollos de cable eléctrico.



2.4.4. Material biolégico.

Huevo fresco de gallina.

Semen de alpaca obtenido por coleccion con vagina artificial.

2.4.5. Medios y reactivos.

Base tris (Hidroximetil amino metano).

Crioprotector ETILENGLICOL.
Dilutor ANDROMED.

Acido citrico.

Agua bidestilada.

Fructosa.

Taurina.

Tincién vital (eosina y nigrosina)

2.4.6. Otros.

Camara digital.
Cronémetro.

Gorras descartables.
Guardapolvo blanco
Mascarilla quirargica.

Regla.

Rollos de papel toalla absorvente.

Cintas maskingtape.
Plumones.

Alcohol.

Suero fisiologico y formolado al 7 %.
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2.4.7. Procedimiento experimental. Se realizé de la siguiente manera:

Figura N° 2.1. Flujo de congelacion de semen de alpaca.

2.4.7.1. Preparacioén de la vagina artificial.

Los componentes de la vagina artificial previamente lavados y desinfectados se

armaron conforme a los siguientes pasos:

a.

Se armo un tubo Falcon cuya capacidad fue de aproximadamente 15 ml con un
cono de plastico, esto a fin de que el semen colectado se almacene en el tubo,
esto se hizo previo al Mado de la vagina artificial. El tubo Falcon se protegio
con una funda a fin de mantener la temperatura del semen y evitar la exposicion
ala luz solar. Este queda colocado en uno de los extremos de la vagina artificial.
Se tomé una manguita de latex y se pasé por dentro del armazén de la V.A.

doblandose el borde mas cercano al piston de aire sobre el cual se coloco el
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cono de plastico armado con anterioridad y se aseguro con tiras de hule de forma
que no pudo escapar el agua ni el aire.

¢. Se coloco el agua atemperada entre 40 y 42 °C dentro del tubo calculando que
llene hasta unos 3 centimetros debajo del borde superior. Se doblo el otro borde
del latex y se sujeto fuertemente con otro hule.

d. Con la ayuda de una bomba de aire o inflador se insufl6 a una presion interna
moderada en la vagina artificial por el piston de aire.

e. Armada la vagina artificial se envolvio en una frazadilla eléctrica precalentada,
conectada a una fuente de energia eléctrica cercana esto para ayudar a mantener
la temperatura del agua constante.

2.4.7.2. Coleccion del semen.

La coleccion se hizo con un maniqui que simula la posicion de hembra receptiva en

el cual se coloco la vagina artificial armada conectada a una fuente de energia

eléctrica a fin de conservar la temperatura. El maniqui se coloco en una superficie
plana libre de contaminantes encima de una alfombra de yute.

A los sementales se les limpid el vientre y la parte del prepucio antes que suban al

maniqui. Se tomo el tiempo de inicio de colecta y la finalizacion en cada animal,

desde el momento en que el macho adopto la posicion de penetracion con la pelvis
muy pegada al maniqui, lomo encorvado.

2.4.7.2.1. Comportamiento en la cépula.

El patron de apareamiento que se observé se puede clasificar en dos fases: una

inicial de preparacion y la segunda de copula propiamente dicha. Durante la

primera, el macho hace movimientos de acomodamiento sobre el mamqui,

prolongandose algunos minutos. La segunda, en cambio, es de una duracidon mayor
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y mas variable durante la cual el macho introdujo el pene en la vagina artificial y
realiz6 propiamente la copula la cual se hizo en posicion recumbente durante el cual
el macho se ubicd levemente detras del maniqui mostrando cambios deliberados
durante la insercion peneana en la vagina artificial, con movimientos de pelvis y
ademas se acompafi® con sonidos guturales caracteristicos conocidos como el
“cutuneo” durante la cual muchas veces froté el hocico con la parte del cuello del
maniqui como se da en la copula natural con la cual el macho trata de incentivar a
la hembra con tales movimientos.

Esta conducta se prolongoé de forma variable segun sea la duracion de la copula. El
macho que copul6 de forma satisfactoria mantuvo curvada la parte del lomo, el
“cutuneo” tuvo una intensidad variable en cada macho. Una vez el macho eyaculé
éste se puso en pie y perdio todo interés en el maniqui por lo menos por algunos
minutos. Algunos machos con libido exacerbado intentaron copular por segunda

oportunidad.

2.4.7.3. Analisis laboratorial del semen.
El semen colectado se llevo al laboratorio lo mas rapido posible y se coloc6 en el

bafio maria a fin de mantener la temperatura entre 36 y 36.5 °C.

2.4.7.3.1. Analisis macroscépico.

El semen colectado se analiz6 de forma visual en lo que respecta al volumen de

eyaculado y espuma; color y aspecto; la filancia se midié con una regla graduada.
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2.4.7.3.2. Analisis microscépico.

Motilidad. Se coloco una gota de semen sobre una lamina portaobjetos atemperada
y se observd en el microscopio a un aumento de 100 y 400x.

Porcentaje de vivos (vitalidad).

Se tomo una gota de semen y una gota solucion acuosa de tincion de eosina 5% y
nigrosina 10% precalentada a 37 °C, se mezcld sobre una lamina portaobjetos
atemperada y se realiz6 un frotis el cual se dejo secar y se observo al microscopio
a un aumento de 400x, se contd vivos y muertos. Se hizo con un aumento mayor
para observar espermatozoides muertos de color rojo violeta y vivos que se
observan transparentes.

Concentracion.

Con una jeringa de tuberculina se aspiré 0.9 ml de suero fisiologico formolado al
7%, luego 0.1 ml de semen.

Se vertio el contenido en un tubo de microcentrifuga y se pipeteé con la misma
jeringa varias veces para dispersar uniformemente los espermatozoides y vencer la
viscosidad del semen.

Se elimino las 3 a 4 primeras gotas y el resto se utilizo para el analisis.

Se 1leno el preparado en la camara de Neubauer en ¢l cual se hizo el conteo una vez

los espermatozoides hubieran reposado por 5 minutos.
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La concentracion se calculé segun la siguiente formula (Mellisho, 2010):
C=NxDx10 000

Donde:

C: Se determina en millones por ml

N: Promedio de espermatozoides contados de 5 campos pequefios en ambas

camaras.

D: Grado de dilucion 0.1 ml de semen en 0.9 ml de suero fisiologico = 10.

2.4.7.4. Preparacion de los dilutores.

2.4.7.4.2. Dilator AndroMed®

Es un dilutor libre de yema de huevo indicado para procesamiento seminal de

rumiantes, especialmente bovinos (Minitube, 2003).

AndroMed® contiene fosfolipidos, TRIS, acido citrico, azicares, antioxidantes,

tampones, glicerina, agua de altisima pureza y antibidticos (tilosina, gentamicina,

espectinomicina, lincomicina).

El protocolo para congelacion de semen en rumiantes recomendado por el

fabricante es como se describe a continuacion (Minitube, 2003):

Preparacion del diluyente final: El contenido (200 ml) de un frasco de

AndroMed® debe diluirse con 800 ml de agua destilada estéril previamente

temperada a +30°C hasta +35°C Es posible preparar volumenes menores, siempre

que se mantenga la proporcion de 4 partes de agua con 1 parte de concentrado.

Para lograr las propiedades optimas de conservacion de AndroMed®, la cantidad

requerida de agua debe agregarse al concentrado y no viceversa. El diluyente

preparado AndroMed® debe temperarse antes de su uso en un bafio-maria entre

+30°Cy +32 °C.
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Pre-dilucién y analisis de semen: Inmediatamente tras su llegada al laboratorio,
el eyaculado debiera ser evaluado (concentracion, motilidad) y entonces pre-diluido
1+1. El eyaculado debiera mantenerse en el bafio-maria entre +30 °C y +32 °C. Al
momento de la dilucion, el diluyente debe tener la misma temperatura que el
eyaculado (+/-1 °C). El semen no debiera permanecer en el bafio-maria por mas de
10 minutos. Una vez evaluado debe efectuarse 1a dilucion final. El eyaculado ha
alcanzado hasta entonces la temperatura de laboratorio (+20 °C a +23 °C), y a esa
temperatura es envasado en pajuelas. En forma alternativa, AndroMed® puede
utilizarse para el envasado de las pajuelas a +5 °C. Para ello, el semen diluido debe
ser equilibrado por al menos 2 a 3 horas a +5 °C

Congelacion de pajuelas: La congelacion de pajuelas se efectiia sobre rampas en
vapor de Nitrégeno, a una altura de 4 cm sobre el nivel del Nitrogeno liquido, o en
un congelador de semen profesional con una temperatura inicial de -120 °C. El
proceso de congelacion en un congelador automatico debiera extenderse por al
menos 7 minutos con mini-pajuelas de 0,25 ml y 10 minutos con pajuelas medianas
de 0,5 m]l (Minitube, 2003).

Este protocolo se modifico en algunos pasos para llevar un procedimiento uniforme
para ambos tratamientos. Asi para preparar 10 ml de dilutor, se tomo6 8 ml de agua
bidestilada por 2 ml de producto AndroMed®, siempre respetando la proporcion
recomendada. También se vario la temperatura de mantenimiento del eyaculado a
36.5 °C y se envasd en tubos de microcentrifuga a 5 °C y se congeld por

aproximacion al frio en un tanque de nitrégeno, como se detalla mas adelante.
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2.4.7.4.1. Dilutor yema de huevo de gallina al 20% v/v mas taurina 30 Mm
(milimolar).
En especial el componente taurina se calculd siguiendo un tratamiento especial para
ser preparado en una solucidon molar la cual se consiguio segun la formula (Clarke,
2011).

1Molar = peso molecular en gramos disuelto en 1 L de solvente.
Asi para preparar 30 mM (0.03M) de taurina segin su peso molecular
(125.14g/mol) se necesita 3.8 gramos para un litro y consecuentemente 0.038
gramos para 10 ml.
Para la preparacion de los dilutores se tomaron dos tubos Falcon rotulados cuya
capacidad sobrepasaba 10 mililitros para los distintos protocolos o tratamientos en
los cuales se colocaron los reactivos segin las magnitudes indicadas para
preparacion de dilutores del Anexo 01. Cabe mencionar nuevamente que las
cantidades indicadas fueron calculadas para la preparacion de 10 ml de dilutor.
Seguidamente se agregd agua bidestilada, calculada sobre la diferencia de 10
mililitros y el volumen de la yema de huevo de gallina mas el antibiético, se
homogenizé la mezcla hasta que los componentes soélidos se diluyeron
completamente. El protocolo fue modificado del descrito para congelacion de
semen en ovinos (Aisen, 2002).
Se agrego el antibiotico.
Se tomé 2 ml de yema de huevo y se agregé a la solucion y se homogenizo.
2.4.7.5. Dilucién de semen y refrigeracidn.
Una vez aprovechado el semen para el analisis laboratorial se diluy6 el semen de la

siguiente manera:
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Los dilutores se prepararon el mismo dia y se atemper6 en estufa o bafio maria entre
36y36.5 °C.

Ambos dilutores fueron diluidos con el semen en cantidades iguales (proporcion 1
a 1). Para este procedimiento tanto el semen y el dilutor se encontraban entre 36 y
36.5 °C, segunidamente se procedié atemperar la mezcla a temperatura ambiente
laboratorial (hasta 22 °C aproximadamente) por espacio de 10 minutos, tratando de
mantenerse en un parametro de descenso de temperatura optima de 0.5 a 0.6
°C/minuto para evitar el shock térmico. Pasado este lapso se llevo a refrigeracion a
fin que la temperatura baje a 5°C en aproximadamente una hora y media.

2.4.7.6 Envasado para congelacion.

Para el llenado de los tubos de microcentrifuga “Eppendorf” el semen disuelto fue
enfriado hasta 5°C y evaluado al microscopio para ver su motilidad espermatica.
Luego se llenaron en envases de 0.50 ml y se les tap6 y rotulé con los respectivos
tratmientos. Todo esto se realizd con materiales previamente enfriados. Los
envases se colocaron en agua helada e inmediatamente Ilevados a congelacion.
2.4.77.7. Congelacion.

Los espermatozoides envasados se congelaron por la accion del frio dentro del
tanque criogénico, temperatura mas baja cuanto mas proximo al nitrégeno liquido.
Los tubos conteniendo el semen a 5 °C fueron secados perfectamente antes de ser
colocados en una canastilla enfriada previamente adaptada para contener los tubos
de microcentrifuga, para evitar la flotacion de los tubos con el semen en el nitrogeno

al momento de la inmersién final de la canastilla se adecudé una tapa con cinta

maskingtape.

38



Para facilitar la lectura de las inmersiones se utiliz0 una regla graduada en
centimetros en el extremo superior.

Los tubos colocados y tapados en la canastiila modificada se bajaron por tres veces
a razon de 3 cm cada 5 minutos hasta su completa inmersion.

Vale decir que la canastilla se colocé a una altura de 10 centimetros sobre el
nitrogeno liquido al principio del proceso de congelacion.

Los dos tratamientos se congelaron simultaneamente utilizando la misma canastilla.
Con este procedimiento de congelacion de facil aplicacion se hizo descender la
temperatura de manera gradual aunque no en parametros estrictamente medidos y
estandarizados.

2.4.7.8. Evaluacion post descongelacion.

El semen refrigerado a temperatura de 5 °C se evalud en su motilidad antes de ser
congelado.

La evaluacion post descongelacion de la motilidad se hizo tomando un tubo
Eppendorf congelado de cada tratamiento pocos minutos después y sumergiéndolo
en un termo conteniendo agua caliente a 38 °C por espacio de un minuto
aproximadamente para descongelar el semen.

Se tomo algunas gotas las cuales se colocaron en una laminilla precalentada y se

evalud a aumentos de 100 y 400x.

2.5. Diseiio estadistico.
Los datos de las variables tiempo de copula, volumen de semen, volumen de
espuma, filancia, motilidad, vitalidad y concentracion espermatica del eyaculado se

reportan mediante estadisticos de tendencia central (promedio) y de dispersién
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(desviacion estandar, coeficiente de variabilidad y valores minimo y maximo). Para
analizar la motilidad en las diferentes etapas por efecto del dilutor utilizado se ha
analizado mediante un disefio completamente al azar (DCA) cuyo modelo aditivo

lineal (Kaps and Lamberson, 2004) es el siguiente:

y,-j=u+Di+eij

Donde:

¥ij = Esla variable respuesta (motilidad).

u = Es la media general o constante comun.

D; = Es el efecto del factor dilutor.

e;; = Es el error experimental o efecto ambiental no controlable del
experimento.

Para la comparacion de medias se utilizo la prueba de Tukey con un nivel de
confianza del 95%.
Los datos se han procesado con el programa estadistico SAS® (SAS 9.2, Institute.

Inc., Cary, NC, USA).
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CAPITULO III
RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion se dan a
continuacion:
3.1. Tiempo de cdpula (minutos). Se midiéo desde el momento en el cual el
semental introdujo el pene dentro de la vagina artificial, produciéndose una
marcada curvatura del lomo, caracteristico, hasta que se levanta del maniqui.

Cuadro N° 3.1. Tiempo de cépula.

N°de |PROMEDIO % D.E.
i MINIMO | MAXIMO
muestras (minutos)

28 15.61+ 594 5.00 31.00

Los resultados del (cuadro 3.1.) demuestran que los tiempos de copula promedio
para los machos colectados fue de 15.61 minutos, estos resultados se encuentran
muy cercanos a los parametros obtenidos por (Davalos y Olazabal, 2002) y (Bravo
etal., 19972) quienes obtuvieron 15.9 y 15.3 minutos respectivamente; sin embargo

el resultado es superior al reporte de (Flores et al.,, 2002) que obtuvieron un
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promedio de 12.3 minutos. Los resultados obtenidos no son iguales, son muy
parecidos y ligeramente mayores, probablemente porque las colectas se hicieron en
su mayor parte auin en la época reproductiva, en esta época la libido es acentuada y
el animal puede permanecer mas tiempo copulando, esto explica por qué se
tuvieron lecturas superiores a los autores citados y también al habito desarrollado
por los sementales del presente trabajo que solamente son utilizados para la
coleccion de semen por maniqui no permitiéndosele contacto con hembra alguna.
Por otra parte los resultados son inferiores a los obtenidos por (Meza, 2011) y
(Bravo et al., 1997b) quienes obtuvieron resultados muy parecidos entre si 21.65+
5.91 y 21.6 minutos respectivamente. (Cavalcanti, 2013) obtuvo 17.06 + 8.01
minutos utilizando un tratamiento con aplicacion de GnRH que aparentemente
elevo los niveles de testosterona, esto nos permite afirmar que el tiempo de copula

esta influenciada por la libido causado por factores hormonales estacionales.

3.2. Color.

Cuadro N° 3.2. Porcentaje de color en semen fresco.

COLOR N° de muestras %
Blanco claro 3 10.7
Blanco lechoso 25 89.3

Los resultados (cuadro 3.2.) demuestran que el eyaculado colectado por vagina
artificial en el presente trabajo presenta un mayor porcentaje el color blanco lechoso
que estuvo presente en un 89.3 %, seguido del color blanco claro presentandose en
10.7 %, esto en contraste con trabajos anteriores es superior para el color blanco
lechoso (Alarcén et al., 2012; Bravo et al., 1997b), quienes obtuvieron color blanco

lechoso en un 60 % en semen colectado por vagina artificial.
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Estos resultados son explicados porque se obtuvieron mayormente eyaculados de
concentracion espermdtica de regular, buena y muy buena calidad superiores al 60
por ciento. Entonces esto se ajusta a la afirmacion de que hay una relacion positiva
entre el color normal opaco o traslicido y la concentracion del semen (Huanca et

al,, 2011),

3.3. Volumen (ml).

Cuadro N° 3.3. Volumen de semen fresco.

N°de |PROMEDIOXD.E.
o MiNIMO | MAXIMO
muestras {ml)

28 1.18+0.78 020 3.00

Los resultados (cuadro 3.3.) demuestran que e] volumen de eyaculado promedio de
alpacas machos obtenidos mediante vagina artificial es 1.18 + 0.78 ml,
practicamente iguales a los resultados obtenidos por (Cavalcanti, 2013) en
condiciones similares, esta vez inicios de época reproductiva (noviembre y
diciembre) quien obtuvo 1.17+0.91 ml y nosotros al finalizar la reproductiva,
ambos periodos se caracterizan por disminucion hormonal. Esto demostraria que el
volumen seminal estd influenciada por las épocas del afio (Huanca et al., 2011).
Nuestro resultado también es ligeramente inferior al volumen de semen de algunos
trabajos previos de coleccion con el mismo método, como los reportes de (Flores et
al., 2002); (Garnica et al.,1993); (Meza, 2011); (Alarcon et al., 2012) y (Bravo et
al., 1997a) quienes obtuvieron promedios de 1.8 + 0.8 ml; 1,7+ 0,2 ml; 2.11 £ 1.06

ml; 1.5 ml y 1.5 ml respectivamente. Como rango menor se obtuvo 0.2 ml, muy
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inferior a los minimos reportados de 0.6 ml y 0.9 ml obtenidos por (Enriquez, 1994
y Bravo et al, 1996) respectivamente, esto indicaria que se pueden obtener
eyaculados de volimenes reducidos pero con parametros espermaticos adecuados
para la congelacion. Al contrario se obtuvo como rango mayor 3 ml, superiores a
los 2.8, 2.4 y 2.3 ml obtenidos, respectivamente, por (Sumar y Leyva, 1981); (Bravo
et al., 2002) y (Baca, 1998), esto nos permite afirmar que los promedios de
eyaculacion se encuentran cerca de los 3 ml, aunque esporadicamente se puede
obtener volimenes muy elevados de hasta 12 ml en época reproductiva como sefiala
(Sumar y Leyva, 1989).

También estos resultados nos permiten afirmar que los parametros espermaticos se
mantienen muy poco alterados sin importar la época del afio ya que nuestro trabajo
se realizo a fines de la temporada reproductiva a diferencia de los trabajos citados.
Ademas el bajo promedio del volumen en el presente trabajo se deba probablemente
a la presion de coleccion a los que fueron sometidos los sementales del estudio de
hasta 4 veces a la semana ya que la frecuencia elevada de colectas afecta de forma
negativa el volumen del eyaculado (Pacheco, 2008).

Sin embargo, el rango maximo para alpacas resulta inferior al comparar con el
volumen obtenido de llamas 3.5 ml (Von Baer y Helleman, 1998) y 4 ml (Skidmore
et al. ,2004), probablemente debido al mayor tamafio testicular y glandulas anexas

que le ayudan a producir mayor cantidad de plasma seminal.
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3.4. Volumen de espuma (ml).

Cuadro N° 3.4. Volumen de espuma en semen fresco.

N°de |PROMEDIO D.E.
MINIMO | MAXIMO

muestras {ml)

28 144 +198 0.00 7.00

Los resultados (cuadro 3.4.) demuestran que en el volumen de espuma promedio
presente en el eyaculado de alpacas, en el presente trabajo de investigacion fue de
1.44 + 1.98 ml. Se ve un rango muy marcado, iguales en el minimo 0 ml ¢ inferiores
en el rango superior a (Cavalcanti, 2013), quien encontr6 hasta un maximo de 14
ml y promedio de 3.03 + 3.32 en colectas hechas con vagina artificial; sin duda
estos resultados tan elevados se deben a que utilizé hasta 48 eyaculados para la
evaluacion elevando sus promedios y en nuestro caso solamente 28 minimizando el
rango de ocurrencias de colectas seminales con volumen de espuma elevada.
Igualmente se tiene ausencia de espuma en 14 eyaculados (50%) lo cual es alentador
pero nada comparables a colectas por electroeyaculacion en los cuales la espuma
estd ausente practicamente en la mayoria de los casos, lo que no sucede en coleccion
con vagina artificial por los movimientos de rotacion del pene y del proceso uretral
que se mueve en el tubo de coleccién ya que el animal intenta simular lo que sucede
en la hembra al eyacular en uno y otro cuerno uterino (Giuliano, 2012).

Aun asi la coleccion de semen con vagina artificial presenta altos porcentajes de

presencia de espuma (von Baer y Hellemann, 1998).
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3.5. Filancia (cm).

Cuadro N° 3.5. Filancia en semen fresco.

N°de |PROMEDIO *D.E.
MINIMO | MAXIMO
muestras {cm)

28 1.89+1.17 1.00 4.00

Los resultados (cuadro 3.5.) demuestran que el promedio de la filancia de los
eyaculados es de 1.89 cm, el que al contrastar con trabajos previos de coleccion de
semen mediante vagina artificial resulta superior a los reportes de (Huanca et al.,
2011) quienes reportaron un promedio de 0,99 cm. En cambio resultan inferiores a
2.08+1.57 cm (Meza, 2011)y 2.23 cm reportados por (Naveros y Contreras, 2014),
los ultimos con los mismos machos pero hicieron el trabajo en época reproductiva,
esto nos permitiria afirmar que la variabilidad de filancia difiere entre machos,
épocas del afio (Bravo et al., 1997a), pero esta filancia disminuye si se colecta
repetidas veces (Bravo et al., 1997a) ,como parece indicar nuestro trabajo, y sin
duda son propias de la especie (Giuliano, 2012).

El (cuadro 3.5.) ademas, nos muestra un rango de 1 a 4 cm, indicativo de la
presencia de filancia en alguna medida en todas las muestras. Trabajos previos
muestran igualmente la alta presencia de filancia como el rango maximo de 8 cm y
promedio de 2.8 cm obtenidos por (Cavalcanti, 2013) e incluso en colectas via
electroeyaculacion en especies como }a vicuiia se observa esto (Giuliano, 2002) lo
que indicaria que la filancia es propia de semen obtenido mediante eyaculacion.

El semen filante de los camélidos sudamericanos se debe a la secrecidn de proteina

mucina 5B que se produce en su mayoria en las glandulas bulbo-uretrales, ademas
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de la presencia de glicosaminoglucanos (GAG) que se encuentran en el plasma
seminal 15 veces més elevado que en camneros y hasta 3 veces la cantidad que en

humanos (Kershaw-Young y Maxwell, 2012).

3.6. Concentracion espermitica (millones/ml).

Cuadro N° 3.6. Concentracion espermatica en semen fresco.

N°de |PROMEDIOZD.E. 7
| miNiMO | MAXIMO
muestras| (millones/mi)

28 134.5 £ 93.55 20.00 320.00

Los resultados (cuadro 3.6.) demuestran que el promedio de concentracidon
espermatica en el presente trabajo de investigacion es de 134.5 £ 93.55 millones/ml
en promedio, al comparar con trabajos de investigacion previos colectando semen
mediante vagina artificial, es superior a los reportes de (Huanca et al., 2011) y
(Alarcon et al., 2012), quienes encontraron valores de 80,48 y 80.3 millones/ml
respectivamente; incluso es superior a 112.36 + 19.09 millones/ml encontrados por
(Naveros y Contreras, 2014) en los mismos machos utilizados en el presente
trabajo, cabe mencionar que este trabajo se hizo a finales de época reproductiva y
aquel en la reproductiva. Sin embargo, es inferior a los reportes de (Garnica et al.,
1993) y (Meza, 2011) quienes reportaron un promedio de 150 y 152.98 millones/ml.
También se tiene reportes de hasta 339.4 millones/ml (Cardenas et al., 1997),

incluso mayores en ocasiones.

Las variaciones en la concentracion espermatica en el semen son atribuidas a

diferencias inherentes a los machos, métodos de coleccidon de semen y frecuencia
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de coleccion, segiin (Tibary y Memon, 1999). La alpaca macho es capaz de producir

eyaculados fértiles todo el afio, pero al igual que en otras especies domésticas, la

calidad del semen, se ve afectado por la estacion del afio y la disponibilidad del

alimento (Montalvo et al., 1977).

3.7. Vitalidad espermitica (%).

Cuadro N° 3.7. Vitalidad espermatica en semen fresco.

N°de | PROMEDIO* D.E.
MINIMO | MAXIMO
muestras (%)
28 88.00 £ 16.86 8.00 98.00

Los resultados (cuadro 3.7.) demuestran que la vitalidad de los espermatozoides

obtenidas en el presente trabajo es de 88 + 16.86 %, la cual resulta similar a

78.27+5.88% reportado por (Naveros y Contreras, 2014) probablemente porque se

utilizaron los mismos machos para ambos trabajos; a la vez resultaron superiores a

66.50 £ 12.42% conseguido por (Cavalcanti, 2013) ademas de los reportes de

(Déavalos y Olazabal, 2002); (Alarcon et al., 2012) y (Bravo et al., 1997b), quienes

obtuvieron promedios de vitalidad de espermatozoides de alpaca de 72.1%, 70.8

%y 69.6 % respectivamente. Esto se deberia al factor edad de los animales, mayor

a los tres afios que posibilitan los mejores rangos de calidad seminal, entre ellas de

vitalidad (Medina y Bautista, 2012), ademds del estricto control de la temperatura

y destreza que se consigui6 durante el trabajo.
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Aunque la presencia de espermatozoides vivos no necesariamente indican que estos
espermatozoides sean funcionales (Petrunkina et al., 2007), para lo cual se tiene

que realizar pruebas complementarias.

3.8. Motilidad espermaética en fresco (%).

Cuadroe N° 3.8. Motilidad espermatica en semen fresco.

N°de PROMEDIO & |
| MINTMO | MAXIMO
muestras D.E. (%)

28 "796+1162 | 50.00 90.00

Los resultados (cuadro 3.8.) demuestran que la motilidad de semen promedio fue
de 79.6 £ 11.62 %, al comparar con reportes de trabajos similares de coleccion de
semen mediante vagina artificial es superior a los reportes de (Davalos y Olazabal,
2002) y (Vencato et al., 2008) quienes obtuvieron una motilidad promedio de 34.2
+ 5.3 % y 33 + 12 % respectivamente; igualmente siguen siendo superiores a los
obtenidos por (Meza, 2011), (Cavalcanti, 2013) y (Naveros y Contreras, 2014),
quienes obtuvieron 55.75 = 9.63 %, 51.04 £ 19.05% y 62.73 + 6.47%, este Gltimo
resultado trabajando con los mismos machos. Esto se debe probablemente al rango
minimo considerado en 50 % de motilidad que elevé nuestro promedio.

Aun asi es inferior a los resultados reportados por (Bravo et al., 1997b), quien
obtuvo promedios de motilidad de semen de alpaca de 85 %; pero el promedio que
encontramos es mas que adecuado para la congelacion de semen en camélidos

sudamericanos (Aller et al., 2003).
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Un factor que influye en la motilidad es el porcentaje de eyaculados viscosos, 1o
cual permite solamente motilidad oscilatoria (Sumar, 1983), ademas del método de
evaluacion propia de cada investigador que resulta muy subjetiva (Coulter' y Foote,
1973).

También tiene influencia el tiempo de copula, ya que tiempos mas prolongados
reducen significativamente la motilidad de los espermatozoides (Bravo et al.,
1997a) ya que se reduce la fuente energética circundante necesaria para la actividad

flagelar (Hafez, 2000).

3.9. Motilidad espermética de semen disuelto (%).

Cuadro N° 3.9. Motilidad espermitica de semen disuelto, segiin tratamiento.

N° de PROMEDIO + D.E. ‘
TRATAMIENTO ’ MiNIMO MAXIMO
repeticiones (%)
Dilutor Tris - Taurina 28 63.39 £ 16.16° 30.00 85.00
Dilutor AndroMed® 28 67.86 +15.30° 30.00 90.00

# Literales similares en Ia misma columna indican que no hay diferencia significativa (p>0.05).

Los resultados (cuadro 3.9.) demuestran que la motilidad de semen disuelto
promedio para el grupo Tris - taurina fue 63.39 + 16.16 %, y grupo AndroMed®
67.86 + 15.30 %, no existiendo diferencia significativa (p>0.05) entre ambos
tratamientos; no existen reportes similares de trabajos utilizando aminoécido
taurina en dilutores en alpacas, pero si se tienen reportes utilizando dilutor Tris-
yema de huevo de gallina al 20 % como el 73.1 % obtenido por (Deza, 2004 citado

por Ruiz 2011) y AndroMed® con 35 % de motilidad (Vaughan et al., 2003, citado
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por Ruiz, 2011). En ninguno de nuestros tratamientos se observd desarrollo de
motilidad progresiva probablemente por la persistencia de la viscosidad ya que esta
desaparece por licuefaccion entre 8 a 23 horas (Garnica et al., 1993). Al contrario
se observd una marcada disminucion de la motilidad de mas del 10 por ciento en
ambos tratamientos, esto se debe probablemente a factores de la viscosidad del
semen que sigue manteniéndose imposibilitando la llegada del dilutor hacia la
membrana espermatica para que sus componentes desarrollen su accion

crioprotectora.

3.10. Motilidad espermatica de semen equilibrado a 5°C (%).
El semen disuelto se enfrié cuidando el rango de descenso de temperatura de 0.5 a
0.6 °C/minuto a fin de causar el minimo shock térmico.

Cuadro N° 3.10. Motilidad espermatica de semen equilibrado, segin

tratamiento.
N° de PROMEDIO # D.E. ,
TRATAMIENTO S o S - MINIMO | MAXIMO
repeticiones {%)
Dilutor Tris - taurina 28 48.39 + 20.46° 5.00 80.00
Dilutor AndroMed® 28 56.18 + 17.00° 13.00 80.00

*Literales similares en la misma columna indican que no hay diferencia significativa (p>0.05).

Los resultados (cuadro 3.10.) demuestran que la motilidad de semen equilibrado
promedio para el grupo Tris - taurina fue 48.39 + 20.46 %, y grupo AndroMed®
56.18 + 17.00 %, no existiendo diferencia significativa (p>0.05) entre ambos

tratamientos; no existen reportes similares de trabajos utilizando aminoacido
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taurina como aditivo de dilutor alguno en camélidos, pero si en perros, donde se
reporta una motilidad total de 88,94 + 3,94 % en dilutor Tris-yema de huevo de
gallina con la misma proporcion de componentes, durante 24 horas de refrigeracion
(Andrade Martins, 2005). Reportes en alpacas utilizando dilutor Tris-yema de
huevo al 20 % dan 57.25 + 12.9 % (Meza, 2011) al momento de llegar a los 4 °C,
y en otro estudio con equilibramiento de 3 horas se obtuvo una motilidad de 63 %
(Salinas, 1999) y 72.3 % (Deza, 2004), valores superiores a lo encontrado. En
ningun momento se observa un mantenimiento de motilidad con el tratamiento
dilutor en base a Tris con yema de huevo de gallina y taurina. Esto probablemente
se debe a que la taurina no posea un efecto crioprotector evidente en esta especie.
Los rangos de descenso de temperatura cercanos a los 15 °C son muy criticos para
cualquier espermatozoide pudiendo causar un choque térmico ya que la membrana
espermatica pasa de un estado liquido cristalino a un estado de gel (Graham y Foote,
1987) y apartir de esta etapa se ve el efecto benéfico de los crioprotectores, lo que
no sucede en este caso.

Por otra parte los reportes de motilidad de semen en equilibramiento con dilutor
AndroMed® en alpacas hechos por (Naveros y Contreras, 2014) da 57.73 + 6.84 %
lo que se muestra parecido a nuestros resultados, probablemente porque se
utilizaron colectas procedentes de los mismos machos para ambos estudios y se usé
la misma metodologia para congelacion. (Vaughan et al., 2003) reporta un 32 % de
motilidad, inferior al promedio obtenido en el presente trabajo para AndroMed®,

pero no reporta cuanto fue la motilidad 1nicial.
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3.11. Motilidad espermaética de semen descongelado (%).

La eficacia de los diferentes crioprotectores penetrantes, como el etilenglicol en el
primer dilutor y la presencia de glicerina contenida en el dilutor AndroMed®, se
debe a que estos pueden cubrir la totalidad de la anatomia del espermatozoide, tanto

interna y externa a la membrana espermatica (Mazur, 1984).

Cuadro N° 3.11. Motilidad espermaitica de semen descongelado, segiin

tratamiento.
| N°de | PROMEDIOD.E.
TRATAMIENTO "~ MINIMO | MAXIMO |
| repeticiones (%)
Dilutor Tris - taurina 28 11.68 £12.92* 0.00 60.00
Dilutor AndroMed® 28 16.96 £ 10.48° 0.00 40.00

*Literales similares en la misma columna indican que no hay diferencia significativa (p>0.05).

Los resultados (cuadro 3.11.) demuestran que la motilidad de semen descongelado
promedio para el grupo Tris - taurina fue 11.68 + 12.92 %, y grupo AndroMed®
16.96 +10.48 %, no existiendo diferencia significativa (p>0.05) entre ambos
tratamientos.

Resultados conseguidos utilizando eyaculados de los mismos animales del presente
trabajo de investigacion (Naveros y Contreras, 2014) mostraron una motilidad de
26.18 = 8.27 % para dilutor AndroMed®, resultados superiores que nos permitirian
afirmar que la glicerina aparentemente tiene una mejor crioproteccion en los
espermatozoides de alpaca, ademas los altos indices conseguidos en especies

bovinas (Janett, F. et al., 2005) serian extrapoladas a la alpaca con resultados
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aceptables. Por otra parte estudios hechos con dilutores conteniendo etilenglicol
reportan 6.2 + 5.8 % (Choez et al., 2014) y 17.0 + 4.3% (Banda et al., 2010). El
primero a 7 % de concentracion (1.25 M) y el Gltimo en concentracion de 1.2 %
(0.2 M). La correlacion directa entre la concentracion de etilenglicol y la motilidad
espermatica indica que es factible utilizar etilenglicol a concentraciones mucho
menores al 7 por ciento, cantidad igual a la utilizada en este trabajo de investigacion
que explicaria la baja motilidad lograda a la lectura post descongelado. Los reportes
provienen de trabajos en semen obtenido de epididimo los cuales parecen no tener
diferencia significativa con semen entero (Rodriguez, 2009). En congelacion de
semen en equinos esto se ha demostrado, asi se puede utilizar concentraciones
menores al 3 % con resultados iguales a la glicerina (Mantovani et al., 2002),
igualmente se han logrado parametros altos de motilidad en ovinos (Molinia et al.,
1994).

El efecto de la taurina en esta etapa tanbién no muestra tener efectividad en
mantener la motilidad espermatica y resulta indiferente, aunque es sabido que los
efectos de los aminoacidos son independientes de crioprotectores (Trimeche y col.,

1999).
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

e Ninguno de los dos protocolos demostré tener efectividad en mantener la
motilidad espermatica en el proceso de congelacion de semen de alpaca
(Vicugna pacos), observandose un drastico descenso desde la motilidad inicial.

e Se determind que no existen diferencias significativas en las caracteristicas
macroscopicas y microscopicas de semen con otros trabajos de investigacion
o protocolos en alpacas.

e Se determiné el porcentaje de motilidad post descongelamiento resultando
11.68 + 12.92 % para el protocolo Tris-yema de huevo de gallina mas
aminodcido taurina y 16.96 + 10.48 % para el dilutor comercial AndroMed®,
inferiores en ambos protocolos a parametros logrados en trabajos similares.

e Se determiné que la adicion de 30 milimolar de taurina en dilutor Tris-yema
de huevo de gallina no aumenta ni mantiene de forma satisfactona los indices
de motilidad espermatica y que el dilutor AndroMed® resulta ser mejor pero

no significativamente.

55



4.2. Recomendaciones.

Los resultados del presente trabajo de investigacion permiten recomendar lo

siguiente:

e Continuar con trabajos de investigacion similares con el objetivo de
estandarizar protocolos de congelacion de semen en alpacas a fin de obtener
mayores parametros de calidad espermatica como la utilizacion de
espermatozoides procedentes del epididimo, separacion del plasma seminal o
degelificacion del semen utilizando enzimas.

e Utilizar dilutores comerciales y modificarlos mediante la adiciéon de
componentes de probada accion benéfica en congelaciéon de semen en otras
especies como aminoacidos diversos, surfactantes y antioxidantes.

e Utilizar en la investigacién semen procedente de machos entrenados durante
todas las épocas del afio, ya que esto no reduce los parametros espermaticos

significativamente.
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V1. ANEXOS.

ANEXO N° 01. Diagrama de ejecucién del trabajo de investigacion.
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ANEXO N° 02. Composicion de los dilutores utilizados.

Cuadro N° 6.1. Componentes del dilutor Tris — yema de huevo de gallina

mas taurina 30mM.
CANTIDAD
COMPONENTES (Para10mi) |

Tris. 7 03g
Acido citrico. 0.19g
Fructosa. , 0.05g
Taurina. ) ) 0.038g
Yema de huevo. 2ml
Agua bidestilada. - 8 ml
Penicilina 5000 U], Estreptomicina 5 mg/ml. 0.01 ml
Etilenglicol. | 7% V/V(700 pl)

Cuadro N° 6.2. Componentes del dilutor AndroMed®

COMPONENTES | CANTIDAD |
Fosfolipidos. Desconocida.
Tris. , Desconocida.
Acido citrico. Desconocida.
Aziicares. Desconocida.
Antioxidantes. | Desconocida.
Tampones. | Desconocida.
Agua ultrapura. | Desconocida.
Tilosina. Desconocida.
Gentamicina. Desconocida.
Espectinomicina. | Desconocida.
Lincomicina. Desconocida.
Glicerina Desconocida.
Fuente: MINITUBE, 2003.
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ANEXO 03. Resultados del trabajo de investigacion.

Cuadro N° 6.3. Resultados de coleccién, anilisis, procesamiento y

congelacion semen de alpaca con dos tratamientos.
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Grifico N° 6.1. Proporcion de color en el total de los eyaculados.

Minutos,

[ i
;

)

' 10.70%

i T e—

.‘ T

l o \ o Blanco claro

35.00

30.00

25.00

20.60

o Blanco lechoso

e o miNIMO
—— e 1 PROMEDIO
B MAXIMO
MAXIMO

PROMEDIO

MiNIMO

73



Grifico N° 6.3. Volumen de semen fresco (ml).
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Grifico N° 6.9. Motilidad espermética en semen disuelto, segiin tratamientos
(%)
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Grifico N° 6,10. Motilidad espermadtica en semen equilibrado a 5° C, segiun

tratamientos (%)
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Grifico N° 6.11. Motilidad espermaitica en semen descongelado, segiin

tratamientos (%).
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Griafico N° 6.12. Tendencia de la motilidad espermadtica segiin etapas de

procesamiento de semen (%).
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Cuadro N° 6.4. ANVA para 2 tratamientos en la etapa de semen recién disuelto

(37°C)
Fuentesde | Gradosde| Sumade | Cuadrado F
‘ Pr>F
variacion libertad |cuadrados medio calculada |
Tratamiento 1 279.02 279.02 1.13 0.29
Error 54 13374.11 247.67
Total corregido 55 13653.13
Coeficiente de variacion, 23.98

Motilidad media.

65.63 %

Cuadro N° 6.5. ANVA en Ia etapa de semen disuelto a temperatura ambiente

(20 °C aproximadamente), para ambos tratamientos.

Fuentesde | Gradosde| Sumade | Cuadrado | F Pes
‘ | Pr
variacion libertad |cuadrados{ medio calculada |
Tratamiento 1 | 401.79 401.79 1.58 0.21
Error 54 13732.14 254 .30
Total corregido | 55 14 133.92
Coeficiente de variacion. 25.74

Motilidad media. 61.96 %
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Cuadro N° 6.6. ANVA para 2 tratamientos en la etapa de semen disuelto en

equilibramiento o refrigerado (5 °C aproximadamente).

Fuentes de Gradosde | Sumade | Cuadrado F Pr>F
] Pr>
variacion libertad | cuadrados medio calculada
Tratamiento 1 348.64 848 64 2.40 0.13
Error 54 19102.79 353.76
Total corregido 55 19951.43
Coeficiente de variacion. 35.97

Motilidad media.

5229 %

Cuadro N° 6.7. ANVA para 2 tratamientos en la etapa de semen descongelado

(37 °C aproximadamente).

Fuentes de | Gradosde| Sumade | Cuadrado F Pr>F
variacion libertad | cuadrados medio | calculada |
Tratamiento | 1 T 391.14 | 391.14 282 | 0.10
Error 54 7477.07 138.46
Total corregido 55 7868.21
Coeficiente de variacion.  82.16

Motilidad media.

14.32 %

80



ANEXO 03. Panel fotografico.

Sementales utilizados en el presente trabajo de investigacion.

[ Fotos N° 01y 02. Machos entrenados para coleccion con vagina artificial.j

Materiales y proceso de coleccion de semen de alpacas.

Foto N° 03. .
Materiales utilizados Foto N 04.
i6 Colocacion de V.A.
para coleccién. de
en maniqui
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Foto N° 06.

(+]
Foto N° 0S. Semen colectado.

Macho copulando
en maniqui.

Andilisis, procesamiento y congelacién de semen de alpacas.

— Y

Foto N° 07. Foto N° 08.
Frotis con tincion Espermatozoides teiiidos
vital. con eosina-nigrosina.

82



r4
¥
»
]
g,
Foto N° 09.

Preparacion de Foto N° 10.
Camara Lectura de

concentracidn.

Fotos N° 11 y 12. Tubos de microcentrifuega preparados y envasados con semen
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