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. INTRODUCCION

La criopreservacion y el uso de biotecnologias reproductivas, como la
Inseminacioén Artificial (1A) y Fertilizacion in vitro (FIV) con semen congelado en
Camélidos Sudamericanos (CSA), no ha tenido el mismo éxito que en los bovinos
y otras especies de interés productivo. En CSA, existen estudios sobre la
aplicacion de la |IA con semen congelado. Sin embargo, aln no se han superado
las dificultades existentes referidas de la baja calidad espermatica que se obtiene
después de procesos de congelacion y descongelacion, aun cuando se han
utilizadwiferentes protocolos de criopreservacion, limitandose al uso de semen
fresco (Banda et al., 2010; Carretero et al., 2015; W. Huanca et al., 2007).

La baja tasa de supervivencia al proceso de criopreservacion, como se ha
sugerido para otras especies implica factores como la susceptibilidad de cada
especie, componentes de los dilutores y la produccion de especies reactivas de
oxigeno {F{OS).ncse ha demostrado que niveles altos de ROS pueden causar
efectos nocivos en la disminucion de la movilidad y viabilidad espermatica, inducir
una capacitacion espermatica prematura, aumentar la peroxidacion de acidos
grasos insaturados de la membrana espermatica y dafar la integridad del ADN
espermatico (Santiani et al., 2012).

Como parte de la espermiogénesis, durante la etapa final de la diferenciacion de
los espermatozoides, el ADN se somete a una reestructuracion para un
empaquetado mas ajustado y menos vulnerable, mediante la sustitucion del 85 %
de la red suelta de histonas por las protaminas (Simon et al., 2011), proceso
normal de madurez nuclear para una condensacion normal del nicleo (Fernandez
Valadés etal., 2001)...Se ha informado que existe una relacion entre la
protaminacién anormal de la cromatina espermética y el dafio oxidativo (ROS) del

ADN, apoyandose en que la remodelacion deficiente de la cromatina es una de




las principales causas de dafio en el ADN de los espermatozoides (Simon et al.,

2011).

Por todo lo mencionado anteriormente, se han desarrollado diferentes tipos de

analisis eﬁermética, como es el caso de Iaevaluacién de la madurez nuclear

mediante la Ecién con azul de anilina y la evaluaciéon de la integridad del ADN

mediante la prueba de la dispersion de la cromatina (SCD) con el objetivo de

estimar la capacidad fecundante de una muestra de semen fresco o congelado

utilizado en la 1Ay FIV.

Los objetivos del presente trabajo de investigacion, fueron los siguientes:

Objetivo general

« Evaluar la maduracion nuclear e integridad del ADN espermatico de alpaca en
semen fresco y congelado.

Objetivos especificos

e Determinar la maduracién nuclear de espermatozoides de alpaca en semen
fresco y congelado

e Determinar la integridad del ADN espermatico de alpaca en semen fresco y
congelado.

e Determinar el tamafo de halo relativo de la dispersion de la cromatina
espermatica paﬁ la evaluacién de la integridad del ADN de alpaca.

« Determinar el efecto de la criopreservacion de semen sobre la maduracion
nuclear e integridad del ADN espermatico de alpaca.

e Determinar el efecto de la criopreservacion sobre las caracteristicas
microscopicas espermaticas de alpaca en semen fresco y congelado.
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MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes
Existen pocos reportes de estudios sobre la evaluaciéon de la madurez nuclear e
integridad del ADN espermatico en Vicugna pacos (alpaca). Sin embargo, hay
evidencias de otros estudios que han incorporado métodos para la evaluacion en
bovinos, llamas, ovinos y otras especies de interés econdmico.
Al cuantificar la presencia de espermatozoides con cromatina dafiada e inmadura
mediante la tinw de azul de toluidina (AT) y azul de anilina (AN)

pectivamente, en semen criopreservado de toros Brahman, donde se presentd
efectos del toro y el eyaculado en el porcentaje de espermatozoides con cromatina
danada (P<0,05): si% eyaculados presentaron espermatozoides con cromatina
inmadura; asi como una correlacién entre el porcentaje dﬁpermatozoides con
cromatina dafada y con cromatina inmadura, concluyendo que la tincién con AT y
AN estiman de manera independiente las caracteristicas de la cromatina (Nava-
Trujillo et al., 20186).
En humanos, a partir del analisis de 51 eyaculados de semen tefiidos AN para
distinguir espermatozoides maduros e inmaduros, se aplico AN en 12 eyaculados
tratados por centrifugacion en gradiente de densidad para comparar las tasas de
espermatozoides inmaduros antes y después de la selecciéon. El estudio
proporcioné datos sobre la correlacién entre la calidad del material nuclear
espermatico y los defectos morfologicos, principalmente las anomalias de
cabeza del espermatozoide, concluyendo que se debe continuar y profundizar en
el estudio de la calidad de la cromatina espermatica en varones infértiles para
comprender mejor su relacion con la capacidad 1ecun§\nte y evaluar mejor su
impacto en los resultados de |la fecundacién in vitro y el desarrollo embrionario
(Sellami et al., 2013).
En otro estudio, al analizarse muestras de semen de varones en dos grupos

(infértiles idiopaticos y normospérmicos), la media de la morfologia normal de los
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espermatozoides fue menor en los varones infértiles idiopaticos en comparacion
con los varones normozoospérmicos; la movilidad progresiva se correlaciono
negativamente con la tincion AN y AT en ambos grupos, pero no hubo diferencias
significativas entre la tincién AT y la movilidad progresiva en el grupo de varon%
con normozoospermia. También encontraron una correlacion negativa entre la
integridad de la cromatina espermatica con la concentracién, morfologia normal y
la movilidad progresiva por la tincion de AN y AT, sugiriendo que el valor de
especificidad y sensibilidad del AN y AT fueron considerados como predictores de
la infertilidad masculina (Pourmasumi et al., 2019).

Al observar tasas de forrﬁiic’m y escisién de embriones durante el periodo de 3
dias después de ICSI, no se encontré una correlacion significativa entre la
madurez de la cromatina y la formacién de embriones o la tasa de escision; asi
como la integridad de la cromatina en el desarrollo del cigoto; ademas,
encontraron que el valor de corte de la madurez de la cromatina del espermay la
integridad de los eyaculados normozoospérmicos fértiles fueron 87,2 % y 80,2 %,
respectivamente; ademas usando los puntos de corte se mostrd que la mala
madurez e integridad de la cromatina de los espermatozoides (AN <87 % y AT
<80 %, respectivamente) podrian afectar el desarrollo del cigoto después de ICSI
(Asmarinah e&l., 2016).

Los métodos de separacion espermatica, swim upy gradiente de percoll, sobre la
movilidad, viabilidad, concentracién, integridad de membrana plasmatica e
integridad del ADN esperméatico criopreservado de aBaca. La evaluacion de la
integridad del ADN se realizé con la tincion de AT, encontrandose diferencias
estadisticas significativas entre los métodos swim up y gradiente de percgll en la
movilidad (13,13 y 15,60 %), concentracion (36,67 y 80,51 %); viabilidad (54,19 y
53,45 %) e integridad de membrana plasmatica d56,30 y 57,18 %),
respectivamente. En cuanto a la integridad del ADN encontraron diferencias
estadisticas significativas entre ambos métodos de separacion espermatica
(p=<0.05), concluyendo gue ambos métodos causaron dafio a los espermatozoides
(Contreras, 2017).

Durante la evaluaciéon deb efecto que tienen los diferentes procesos de
criopreservacan de semen sobre la cromatina espermatica de llama y el uso de
dosaétodos que evallan alteraciones de la cromatina espermatica (AT y SCD).
En semen refrigerado, observaron un aumento de la descondensacion de la
cromatina en comparacion al semen fresco. En el proceso de congelamiento
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profundo usaron dos crioprotectores: glicerol (G) y dimetilformamida (DMF) y dos
curvas de estabilizacion: temperatura ambiente (TA) y 5°C, donde observaron que
el semen estabilizado a 5°C y los demas protocolos de congelamiento presentaron
un ndmero signiﬁcativbde espermatozoides con alteracion en la condensacion de
la cromatina, también los procesos de desecacion y deshidratacion no alteraron la
condensacion de la crﬂnatina en el semen criopreservado a corto plazo. Sin
embargo, observaron aumento de la descondensacion y fragmentacion de la
cromatina espﬁrméiica en el semen desecado y deshidratado (Carretero, 2011).
Por otro lado, se evalué el grado de fragmentacion del ADN espermatico mediante
la prueba SCD en muestrasaeleccionadas mediante swim up, asi como
congeladas, descongeladas y sometidas a estrés oxidativo con Hz02. Durante la
evaluacion objetiva, se observd que la menor fragmentacion se asociaba a un
mayor area del halo, aunque también se observo un aumento en& tamafio del
area del nicleo, el tratamiento oxidante aumenté el indice de fragmentacion
espermatica de forma dosis-dependiente sin afectar la viabilidad yé’a movilidad
espermatica; sin embargo, la seleccion espermatica disminuy6é el indice de
fragmentacion, concluyendo que existe cierta susceptibilidad individual (Cicaré et
al., 2016).

| analizar el volumen, color, movilidad, concentracion, viabilidad, morfometria,
ﬁegridad de la membrana e indice de fragmentacion del ADN espermatico de
alpaca, colectado por desviacion de los conductos deferentes (DCD), por
electroeyaculacion (EE) y mediante poscépula (PC), encontraron diferencias
estadisticas significativas entre los métodos de colecta; también observaron un
menor porcentaje de indice de fragmentacion del ADN espermatico (DFI) en
semen colectado mediante PC y EE, evaluado mediante la prueba SCD (Huanca
et al., 2020).
Finalmente, se probaron tres concentrac'anes de 2-Mercaptoetanol (2,5 %, 5 % y
10 %) para aplicar la prueba SCD en la evaluacion de la integridad del ADN
espermatico de llamas, para lo cual en el control positivo también probaron tres
tratamientos (incubacién a 100 °C durante 30 min, incubaciéon con NaOH 0,3 M
durante 30 min a temperatura ambiental y exposicién a luz ultravioleta durante
2 h). Después del andlisis de los resultados seleccionaron la concentracién del 5
% de 2-Mercaptoetanol para usar en la prueba de SCD, porque produjo el halo

mas grande mientras conservaba la estructura del nucleo. Todos los tratamientos
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utilizados como controles positivos fueron eficaces para producir la fragmentacion
del ADN (Carretero et al., 2012).

2.2. Alpaca (Vicugna pacos)

La alpaca entre los CSA domésticos es la especie mas pequefia, con un peso
aproximado entre 55 y 65 Kg. Su fibra puede medir hasta 50 cm de largo, con un
diametro de 12 a 28 ym, siendo mas resistente que la lana de oveja, por lo tanto,
tiene un costo alto en el mercado internacional (Evangelista, 2015).

La alpaca produce una cria al afio, con una media de vida entre 15 y 25 afios.
Durante la copula de los CSA, la postura, la duracion y el patron de eyaculacion
han sido las limitantes para la reproduccion, generando el uso de biotecnologias
reproductivas como es el caso de la inseminacion artificial para acelerar la
propagacion de esta especie con un alto valor genético (Evangelista, 2015).

2.3. Caracteristicas del semen de alpaca

El semen es una suspeﬁ:ic‘m celular liquida, donde la parte liquida es conocida
como plasma seminal que contiene espermatozoides y secreciones de los
organos accesorios del aparato reproductor masculino (Hafez & Hafez, 2002).

2.3.1. Volumen

En la alpaca, la Iongituﬁedia del testiculo se encuentraentre 3a5cmyde 15a
18 g de peso, por ello, producen menos espermatozoides al dia en comparacién
con el camero y el toro. Cabe mencionar también que existe una variabilidad del
volumeﬁiel eyaculado entre individuos y en el mismo individuo de una colecciéon
a otra, segun el estado fisiolégico del macho, la edad, tamafo, numero, factores
higiénicos, alimentarios y tipo de coleccién (Ciprian, 2018; Trujillo, 2019).

23.2. scosidad y filancia

La viscosidad es una caracteristica comun en el semen de los camélidos, siendo
un obstaculo para el desarrollo de la crioprese“acic’)n y la inseminacion artificial
(Ciprian Achircana, 2018). También afecta en la mezcla homogéenea del semen
con el dilutor (Kershaw-Young & Maxwell, 2011).

La filancia es la capacidad del semen para formar un hilo, una caracteristica
diferente a la viscosidad observada en alpacas (Giuliano, 2012).
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2.3.3. Color
El color del semen varia segun la concentracion de espermatozoides, de blanco
lechoso a blanco cristalino, también depende de la presencia de contaminacion

con otros fluidos y elementos anormales (Ciprian, 2018).

2.3.4. Espuma

La presencia de espuma en los eyaculados se debe al continuo movimiento del
pene en sentido craneo caudal y rotacién simultanea dentro de la vagina artificial
durante la colecta de semen (Cavalcanti, 2013).

2.3.5. pH

En las alpacas, los valores de pH son cercanas a la neutralidad, con tendencia a
la alcalinidad, esto aumenta si se presenta alguna contaminacion con orina.
Algunos autores mencionan que el pH del semen varia entre 7,1 a 8,3 (Ciprian,
2019; Trujillo, 2019).

2.3.6. Movilidad

Es uno de log,pardmetros mas utilizados en la valorizacion de la calidad seminal.
En la alpaca debido a la viscosidad y filancia del plasma seminal, no se observa
la movilidad masal y la movilidad progresiva individual es muy lenta comparado al
bovino y ovino (Hafez & Hafez, 2002). Algunos autores encontraron valores
aproximados entre 41.4 y 70.72 % de la movilidad espermatica de alpaca
(Ciprian, 2018).

2.3.7. Viabilidad

El porcentaje de espermatozoides viablesae evallua identificando aquellos con
una membrana celular 'ﬁacta, basandose en el principio de que las membranas
plasmaticas danadas permiten la entrada de tinciones impermeables a la
membrana (WHO, 2010). Algunos autores encontraron valores aproximados entre
52.32 y 78,27 % de la viabilidad espermatica de alpaca (Ciprian, 2018).

.8. Concentracién
La concentracion espermética es el nimero de espermatozoides por unidad de
volumen, expresada en millones por mililitro de eyaculado (mill/ml) (Hafez & Hafez,
2002). En alpacas es muy variable, debido a diferencias individuales y el método
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de coleccion, llegando a variar de 30 a 150 mill/ml (Ciprian, 2018); Vaughan et al.,
2002).

.9. Integridad de membrana

La integridad y la actividad funcional de la membrana espermatica no solo es
importante para el metabolismo de los espermatozoides, sino que ayuda en la
unién de los gametos masculinos y femeninos en el proceso de la fertilizacion
(Trujillo, 2019). El proceso de congelacién-descongelacion seminal produce
cambios en la integridad estructural y funcional de la membrana como en el caso
de la perdida de la permeabilidad de membrana y fusién de sus partes lo que
genera quiebres en la membrana y puede generar pérdida de componentes
intracelulares como nucledtidos y dinucleétidos (Rubio et al., 2009).

2.4. Espermatogénesis
La espermatogénesis se desarrolla en los tubulos seminiferos de los testiculos, el
epitelio estd compuesto por dos tipos basicos de células: las células de Sertoli y
las células germinales en desarrollo (Hafez & Hafez, 2002). Esta regulada por el
eje hipotalamo-hipéfisis-testiculo; la hipofisis es estimulada por el hipotalamo al
secretar la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), y esta genera la
liberacién de la hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH).
La LH estimula la secrecion de testosterona y otros andrégenos por las células de
Leydig, la cual a su vez estimula al hipotalamo a liberar GnRH y la FSH estimula
a las células de Sertoli para producir inhibinwa cual tiene un efecto de feedback
negativo para limitar la produccion de FSH. La testosterona es inwrtante parala
iniciacion y el mantenimiento de la espermatogénesis, por ello, se necesita una
cantidad alta de testosterona para la iniciaciéon, pero menor cantidad para el
mantenimiento, y esto es disminuida por las células de Sertoli (Pacheco, 2011).

Todo el proceso espermatogénico puede dividirse en cuatro fases:

2.4.1. Espermatocitogénesis (fase mitética)
A partir de la pubertad algunas células madre espermatogoniales permanecen en
reposo, las espermatogonias A: u obscuras (2n); mientras que otras empiezan a
proliferarse por mitosis convirtiéndose en espermatogonias Az o claras (2n), estas
ultimas contintian dividiéndae, dando origen a tres o cuatro generaciones mas,
Aa, A4, intermedias (In) y B. Las espermatogonias B aumentan de tamafio y entran

nuevamente en mitosis transformandose en espermatocitos primarios, estas se
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unen entre si por puentes intercitoplasmaticos, manteniendo el contacto durante

su diferenciacion lo que permite coordinar su desarrollo (Arteaga & Garcia, 2013).

2.4.2. Fase meiotica

Durante esta fase ocurre la recombinacion genética y el intercambio de
informacion genética. Se compone de dos divisiones, meiosis | y Il. La etapa de
leptoteno de la primera protase (meiosis ) tiene lugar en&l compartimento basal
del epitelio germinal, luego los espermatocitos atraviesan la barrera de las células
de Sertoli y alcanzan el compartimento adluminal donde se desarrollan las otras
etapas. Los espermatocitos primarios se transforman en secundarios reduciendo
a la mitad su carga cromosémica. Luego los espermatocitos secundarios se
someten a una segunda divisiébn meiética y forman células haploides llamadas
espermatidas (Ahmad, 2011).

2.4.3. Espermiogénesis
Son cambios morfologicos progresivos que incluyen condensacion de la
cromatina, formacion de la cola y desarrollo del casquete acrosémico de las
espermatidas redondas, hasta transformarse en espermatozoides. Se divide en
cuatro fases:
Fase de Golgi. En esta fase ocurre la formacion de granulos proacrosémicos, la
coalescencia de estag_en uno solo y su adhesidén a la envoltura nuclear. Asi
mismo, se desarrolla las etapas tempranas de la formacién de la cola en el polo
opuesto al de la adhesién del granulo acrosémico, finalmente el centriolo proximal
acerca mas al nucleo (Hafez & Hafez, 2002).
Fase de encasquetamiento. Comprende la dispersion del granulo acrosémico
adherente en la superficie del nucleo. Este prociio contintia hasta que dos tercios
de la porcion anterior del nicleo queda cubierto por un delgado saco membranoso
de doble capa que se adhiere a la envoltura nuclear. Los componentes
axonémicos de la cola en desarrollo, formados a partir de elementos del centriolo
distal, se alargan mas alla de la peﬁeria del citoplasma (Hafez & Hafez, 2002).
Fase acrosomica. En esta fase el acrosoma se dirige hacia la base o parte
externa del tubulo seminifero y la cola se dirige hacia la IuﬁOcurren cambios en
el nlcleo, acrosoma y cola de la espermatida en desarrollo. Los cambios nucleares
incluyen condensacion de la cromatina en granulos dens& y remodelacion del
nucleo de esferoide a uno alargado y aplanado, también las histonas nucleares
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son sustituidas progresivamente por proteinas transicionales. El acrosoma
también se condensa balarga. El citoplasma es desplazado a la parte caudal del
nicleo donde rodea la parte proximal de la cola, dentro del citoplasma, los
micmmlalos se asocian y forman una vaina cilindrica llamada manguito, dentro
de este el cuerpo cromatoide se condensa alrededor del axonema para formar el
anillo citoplasmatico. Las mitocondrias comienzan a concentrarse cerca del
onema (Hafez & Hafez, 2002).

Fase de maduracion. Comprende la transformacion final de las espermatidas
alargadas en células que seran liberadas en la luz del tubulo seminifero. Dentro
del nucleo, los granulos de cromatina experimentan condensacion progresiva,
mientras que las proteinas transicionales son sustituidas por protaminas que se
transforman en un fir&maierial homogéneo que llena de manera uniforme todo el
nucleo espermatico. a anillo citoplasmatico migra distalmente desde su posicion
adyacente al nicleo. Las mitocondrias se empacan en una vaina continua que
extiende desde el cuello hasta el anillo citoplasmatico. En las ultimas etapas el
manguito desaparece y la célula de Sertoli forma el citoplasma restante (Hafez &
Hafez, 2002).

2.4.4_ Espermiacion

Es la liberacion de las células germinales formadas al interior de los tabulos
seminiferos. Las espermatidas alargadas que se orientan perpendicularmente a
la pared tubular sobresalen poco a poco hacia la luz del u‘tEJIo. Los lébulos del
citoplasma residual permanecen incrustados en el epitelio. Con la rotura del tallo
se forma la gota citoplasmatica en la regién del cuello de los espermatozoides
liberados (Hafez & Hafez, 2002).
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Espermatogonia tipo Al

o @ Otras espermatogonias
' i e tipo Al

Espermatogonia
tipo A2

Espermatogonia
tipo A3

Espermatogonia
tipo A4

Espermatogonia
intermedia

Espermatogonia tipo B
Espermatocito primario Puentes citoplasmaticos

(Primera division meidtica)

Espermatocito secundario
(Segunda division meictica)

Espermatidas

L8

Cuerpo residual

/—\/_\ NCélulas espermaticas

Figura 1. Proceso de la espermatogénesis. Se observa el proceso desde la
espermatocitogénesis con la espermatogonia de tipo A1 hasta la

espermiacion con las células espermaticas maduras (Ortiz, sff).

2.5. Maduracién nuclear espermatica

2.5.1. Histonas

La cromatina de los espermatozoides a nivel estructural y molecular es distinto a
los ovocitos y células somaticas, ya que en estas Ultimas la cromatina esta cubierta
por nucleosomas formadas por las histonas, proteinas que juegan el rol del
empaquetamiento y ordenamiento del ADN en el nlcleo (Moritz & Hammoud,
2022). Durante las primeras etapas de la espermatogénesis el ADN de las células
madre espermatogoniales estan enrolladas en octameros de histonas candnicas
(H2A,H2B,H3 y H4), estas histonas sufrirdn modificaciones postraduccionales

permitiendo la relajacién de la estructura de la cromatina y promoviendo el




reemplazo con las variantes de histonas y especificas del testiculo (H1t, H2A. X,
H2A.Z., H3.3, H3t, TH2A, TH2B, H2AL.1/2, Hils) (Soler-Ventura et al., 2020). Este
evento ocurre en las espermatidas redondas, siendo la hiperacetilacion y la
ubiquitinacion importante en el intercambio de histonas por protaminas. La
ubiquitinaciéon agrega un gran grupo quimico a la histona del nicleo que induce el
impedimento estérico que ayuda a la apertura de la cromatina. Mientras tanto, las
histonas desacetilasas (Hdac) sobrantes de la meiosis, profase I; se degradan la
variantes de histonas necesario para abrir la cromatina y permitir el intercambio
de histonas con proteinas de transicién (Tnp) (Champroux et al., 2016).

2.5.2. Proteinas de transicién nuclear

Enlarata, ratén, cerdo, toro, ovejﬁy el hombre se han identificado cuatro proteinas
de transicion (Tnp 1-4). La Tnp1 es una proteina pequena de 54 aminoacidos rica
enarginina, lisina y serina, algunas pueden poseer cisteinas. La Tnp2 es de mayor
tamano que la Tnp 1, conteniendo entre 117 y 138 aminoacidos dependiente de
la especie ya también contienen gran nimero de residuos de serina, prolina y
cisteina (Lorences, 2009). Estan codificados por dos genes (tnp1 y tnp2). Las
proteinas Tnp se fosforilan en su extremo C-terminal, siendo un requisito previo
para unirse al ADN y posteriormente se eliminan para aumentar la afinidad por
Tnp-ADN y la condensacién de cromatina. Thp1 se expresa fuertemente y se
distribuye uniformemente en el nucleo de las espermatidas mientras que la
ﬁ(presic’m de Tnp2 varia segun la especie (Champroux et al., 2016). Se sugiere
que estas proteinas estabilizan el ADN tras la eliminacion de los
supenrenrollamientos y promueven |la condensacion también se incorporan a la
cromatina y ocupan parte del genoma en las espermatidas que se alargan,
actuando como intermediarios entre las histonahy las protaminas (Moritz &
Hammoud, 2022). Ademas, pueden que participar en la reparacion de las roturas

del ADN que se producen durante la espermiogénesis (Lorences, 2009).

2.5.3. Protaminas

Son las proteinas presentes en mayor cantidad en el espermatozoide maduro y
empaquetan el genoma dentro del nlcleo esperméticcbestas reemplazan a las
Tnps durante la fase de la en espermatida elongada. Se conocen dos tipos de
protaminas: Prm1 y Prm2. La Prm1, se expresa en todos los mamiferos mientras

que Prm2 se expresa en el raton, rata, humano y algunas especies de hamster
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(Steger & Balhorn, 2018; Vasquez, 2012). on codificadas por los genes prm1 y
prm2, respectivamente. Los genes prmse expresan al mismo tiempo en
espermatidas redondas y los ARNm correspondientes se almacenan e inactivan
durante unos 10 dias, hasta la etapa de elongacion. Se fosforilan inmediatamente
después de la traduccion del ARNm, durante la translocacion de las proteinas al
nucleo. Esta fosforilacion es necesaria para la union al ADN, lo que aumenta la
afinidad del Prm-ADN y la condensacion de la cromatina. Prm1 se traduce como
una proteina madura de aproximadamente 50 aminoéacidos, compuesta de un
dominio central rico en arginina y de dominios cortos ricos en cisteina. Por su
parte, Prm2 se sintetiza como una proteina precursora de aproximadamente 100
aminoacidos, sus dominios de poli-arginina se intercalan a lo largo de la Prm2
(Balhorn, 1989). La Prm2 unida al ADN va madurando progresivamente mediante
sucesivas escisiones proteoliticas de su extremo N, un proceso que lleva varios

jas, aumentando la condensacion de la cromatina paso a paso (Champroux
etal., 2016). Las protaminas condensan fuertemente el nlcleo del
espermatozoide asi adquiere una forma rrais hidrodinamica, con mayor velocidad
y probabilidad de fecundar, también es menos accesible a nucleasas o
mutagenos, una caracteristica clave para permitir la entrega de informacion
genética ininterrumpida al embrién, limitando las mutacioggs y asegurando la
perpetuacion de la especie (Ribas-Maynou et al., 2021). La molécula de Prm1 se
une a 10-11 pb dﬁADN, mientras que la Prm2 a 15 pb, esta unién permite la
neutralizacion de las cargas negativas a lo largo de la estructura fosfodiéster del
ADN, permitiendo una unién mas fuerte de estas proteinas a las moléculas
adyacentes del ADN (Vasquez, 2012).

2.5.4. La estructura final de la cromatina del espﬁma

Cromatina espermatica unida a protaminas. Mientras que las histonas
compactan el ADN formando nucleosomas, las protaminas enrollan y condensan
el ADN en subunidades conocidas como toroides. La Prm1 envuelve al ADN de
doble cadena en un surco de la doble hélice mediante interacciones
electrostaticas y enlaces de hidrogeno con el esqueleto del ADN, cubriendo
aproximadamente 11 pb (Bench et al., 2000), lo que permite que el ADN se curve
en una conformacioén exclusiva de la cromatina de esperma. Después de la union,
debido a la presencia de numerosos residuos de cisteina, se forman inicialmente
puentes disulfuro intramoleculares para estabilizar la interaccion Prm1-
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ADN. Posteriormente, los puentes disulfuro intermoleculares formados entre las
Prms hacen que las fibras de ADN adyacentes se acerquen mas para una
compactacion mas fuerte de la cromatina provocando la formacién del toroide,
este complejo toroidal de ADN-protamina es de aproximadamente 50 kb, que
miden entre 60 y 100 nm dédiémetro y 20 nanometros de espesor (Bjorndahl &
Kvist, 2009; Ribas-Maynou et al., 2021).
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Figura2.  Representacion esquematica de los cambios de la cromatina. Se desarrolla

durante la espermatogénesis; en el lado izquierdo de la figura se observa los
cambios celulares durante la espermatogénesis y aimeras fases del
desarrollo embrionario. Al lado derecho, los cambios de la cromatina durante
la transicion nucleohistaa a nucleoprotamina y en las fases iniciales del
desarrollo embrionario. Las histonas estan representadas en color rojo y el
ADN se marca como lineas azules (Oliva et al., 2009a).

2
Cromatina espermatica unida a histonas. Entre un 5y 15 % de la cromatina
espermatica se encuentra unida a histonas. Las histonas se intercalan a través del

23




genoma, estan asociadas a ADN enriquecido en regiones reguladoras de genes y
genes implicados en procesos de desarrollo y factores de transcr'&cién
embrionaria (Barrachina et al., 2018) (Morrell & Abraham, 2020), también estan
presentes en dos tipos de distribucion, en zonas del ADN de 10 a 100 Kb
relativamente largas y en las zonas cortas intercaladas a través del genoma,
siendo importante en la oaanizacic’m estructural de la cromatina espermética. Al
ser sensible a nucelasas las regiones de unién entre cada toroide de protaminas
de la fibra de cromatina estés estan formadas por ADN unido a histonas, (Santiso,
2013; Sotolongo et al., 2003), las histonas entran en modificaciones
postraduccionales esto genera que las histonas representen un cédigo
epigenético que después de la fertilizacién participe en la regulacién de la
expresion genética derivada del padre (Steger & Balhorn, 2018).

Regiones de unién a la matriz. La matriﬁmclear es un entramado de fibras
citoesqueléticas proteicas que organiza a la cromatina en dominios de bucles
ancionales de ADN que estan unidos en sus bases a la matriz nuclear proteica,
cada uno de estos bucles de ADN forma un toroide de protaminas-ADN y estos se
unen a través de un ADN no condensado, denominado region conectora toroidal
(TLR) al sitio de unién de la matriz nuclear. Sobre esta base, se ha sugerido que
la union de estosdominios de bucle es el sitio de origen de la replicacion del ADN
en el cigoto y ayudan en la regulacion de la replicacion del ADN y en la
transcripcion génica (Moritz & Hammoud, 2022; Ribas-Maynou et al., 2021). Por
ello la funcidn principal de la matriz nuclear es proporcionar un andamio funcional
sobre el cual organizar el ADN, asi la célula puede acceder y utilizar
eficientemente la informacién codificada en el ADN (Gawecka et al., 2015).
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Figura3.  Principales elementos estructurales de la cromatina espermatica. A: durante
la espermiogénesis, las histonas son reemplazadas por protaminas
condensando al ADN en forma de toroides altamente compactos. Cada
protamina del toroide es un dominio de “loop”. B: los toroides son organizados
lado a lado, también se observa que algunos fragmentos del ADN retienen
histonas (solenoide verde). C: las cadenas del ADN que se unen a los
toroides de protaminas (Ward, 2009).

2.6. Integridad del ADN espermatico

2.6.1. Defectos en la remodelacién de la cromatina espermatica

Para el intercambio ta histonas por protaminas se producen roturas, a cargo de
la topoisomerasa, en la cadena del ADN para eliminar el estrés torsional resultante
de la eliminacién de histonas y pérdida de los nucleosomas (Kumaresan et al.,
2020). Este proceso debe ser rnéulado estrictamente para asegurar la reparacion
de todas las rotura%Por ello, si la espermatogénesis es alterada por cualquier
motivo, las roturas podrian quedar sin reparar y por tanto, el espermatozoide,
carente de capacidad de reparacion por si mismo, es liberado del epitelio germinal
con estas roturas en el ADN (Santiso, 2013). También las deficiencias en la
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protaminacién se han asociado con la fragmentacién del ADN espermatico y la
infertilidad humana (Posado, 2014), esto debido a las modificaciones
postraduccionales irregulares de las histonas canonicas, alteraciones en la
secuencia genética de Prm1 y Prm2, asi como tanﬁén alteraciones en las vias
reguladoras de protaminacion (Nagaki et al., 2022). La presencia de estas roturas
en el ADN puede ser también indicativo de un proceso de maduracion incompleta
(Lorences, 2009).

2.6.2. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se produce cuando hay una produccion excesiva de especies
reactivas de oxigeno (ROS) por par(hde los leucocitos activados y/o macrofagos,
de los espermatozoides anorraales y una disminucion de la capacidad antioxidante
del semen (Lorences, 2009). Cuando las células germinales masculinas estan en
diferenciacion son muy sensibles al estrés oxidativo y d(aenden de la proteccion
que ofrecen las células de Sertoli. Sin embargo, cuando los espermatozoides son
liberados d%epiielio germinal, ya no son protegidos por estas células siendo
vulnerables al ataque oxidativo. Ademas, los espermatozoides también generan
ROS durante la regulacién de procesa de capacitacion espermatica (Aitken &
Curry, 2011). Las principales lesiones debido a dafio oxidativo son: (1) roturas de
ADN de cadena sencilla o de cadena doble, (2) pérdida de una base para dar lugar
a un sitio abasico, (3) modificacion quimica de las bases (oxidacién o alquilacion),
(4) entrecruzamientos del ADN intra-cadenay (5) ADN-proteina (Santiso, 2013).

6.3. Apoptosis defectuosa
En los testiculos, las células germinales se expanden en varios ciclos de mitosis
antes de iniciar su diferenciacion a espermatozoides maduros. Esta expansion es
excesiva y esta equilibrada por las células de Sertoli mediante un mecanismo de
apoptosis selectivo (Hikim & Swerdloff, 1999) controlando la sobreproduccion de
espermatozoides y restringiendo el nivel de proliferacion durante condiciones
desfavorables. La presencia de marcadores apoptoticos en los espermatozoides
(Fas, Bcl-X, p53 y anexina V), confirman la generacion de roturas en el ADN
(Kumaresan et al., 2020). Un error en la apoptosis permite que los
espermatozoides anémalos, con funciones bioquimicas irregulares y dafo en el

ADN, no sean eliminados presentandose en el eyaculado, pudiendo llegar a
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fertilizar al ovocito lo que resultaria en una pérdida embrionaria temprana (Sakkas
et al., 2002).

2.6.4. Otros factores

Los factores fisicos y quimicos que podriaﬁafectar al ADN son: la temperatura
elevada por un proceso febril o0 ambiental, la exposicién a toxicos ambientales o
industriales, el tabaco, la cafeina, cﬁnos tratamientos como la quimioterapia y la
radioterapia, células inflamatorias, activacion de oxidasas y oxigenasas, pérdida
de capacidad antioxidante, la edad avanzada y el sobrepeso (Kumaresan et al.,
2020; Lorences, 2009). Estos factores pueden estar relacionados a la generacion

de ROS durante la espermiogénesis provocando el dafo en el ADN.

Alteraciones en el ADN espermatico

Caberadel esparmatozoide
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Figura 4. Principales alteraciones del ADN espermatico. Puede darse por roturas de
hebras, alteraciones de marcas epigenéticas y darno oxidativo de bases.
También se muestra sitios preferenciales donde las alteraciones ocurren
preferentemente como las regiones gendmicas de menor compactacién, en
la organizacion nucleosomal (Champroux et al., 2016).

2.7. Efecto de la criopreservacion

La criopreservacion tiene efectos sobre la movilidad y viabilidad, factores que
deben ser considerados en protocolos de tecnologias de reproduccion asistida
(Rebuffi et al., 2003). La membrana plasmatica tiene una estructura segun el
modelo de mosaico fluido (Singer & Nicolson, 1972), donde los lipidos presentes
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determinan la fluidez y resistencia de la membrana durante el proceso de
criopreservacion, sin embargo, la pérdida de fluidez de los lipidos de la membrana
celular durante el proceso altera las funciones de la membrana y provoca un alto
grado de fragilidad, también ocurre una pérdida de lipidos afectando la capacidad
de expansion de la membrana plasmatica durante la rehidratacion (Seidel, 2006).
La baja supervivencia de los espermatozoides de alpaca después de
criopreservacion no esta bien definida (Santiani et al., 2012), sin embargo, las
caracteristicas seminales particulares hacen que su manejo, dilucion y estudios
fisioldgicos complementarios de los espermatozoides sea dificultoso. La
criopreservacion, también esta relacionada con una reduccion de las enzimas
antioxidantes y un aumento de ROS debido al estrés osmético, resultando que
poblaciones de espermatozoides con diferentes niveles de estrés oxidativo tienen
y una correlacioén positiva con la fragmentacion del ADN y la reduccién de la
calidad del embrion. La congelacion y descongelacion de los espermatozoides es
un proceso &icamente estresante y posiblemente este estrés oxidativo sea
responsable de la criolesion del ADN (Kamala et al., 2012; Nagaki et al., 2022).
E‘u algunos estudios, los autores han informado de alteraciones significativas en
la integridad del ADN y |la cromatina durante la criopreservaciénﬁnero en otros no
hubo alteraciones significativas (Rahiminia et al., 2017). Varios estudios sobre la
dindmica de la fragmentacion del ADN del esperma antes y después del
almacenamiento en nitrégeno liquido {NLg)éonﬁrman el dafio en la integridad del
ADN espermatico, lo cual debe tomarse en cuenta ya que puede disminuir la
longevidad del ADN (Kumaresan et al., 2020)

2.8. Evaluacion de maduracign nuclear e integridad del ADN
2.8.1 Métodos que evalian el grado de condensacién o compactacion de

la cromatina.

Prueba del uI de Toluidina (AT). Permite detectar el dafo a la
desnaturalizacion, entre doﬁmpaquetamientos del ADN. El primero con histonas,
mas laxo (cromatina, con abundancia de lisina, dando lugar a Laa coloracion
purpura o azul intensa) y el otro con protaminas, méas condensado (cromatina rica
en protaminas, la coloracion se vuelve azul palida o verdosa) (Andreetta et al.,
1995).

Prueba del Naranja de Acridina (NA). La célula se somete a un agente
desnaturalizante y posteriormente a una tincion con NA. Donde se observa una
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fluorescencia verde si el colorante se intercala con la doble héﬁe intacta del ADN.
En cambio, si se observa una fluorescencia naranja es cuando el ADN se
encuentra desnaturalizado y el fluorocromo se une con la hebra simple (Alvarez
Goncalvez et al., 2015). @

Prueba del Cromomicina A3 (CMA3). La CMA3 se une a regiones ricas en
guanma-cﬂosaa del ADN compitiendo con las protaminas por los mismos sitios.
Por ello, una menor unién de CMAS3 y menor intensidad en la coloracién es signo
de mayor protaminacion del nicleo, (Iranpour, 2014).

.2 Métodos que miden el grado de fragmentacién del ADN
Ensayo de marcaciéﬁ del extremo terminal con deoxinucleotidil transferasa
(TUNEL). ElI método se basa en la adicion de una deoxiuridina marcada con un
fluorocromo al extremo 3'-OH_de la cadena afectada, permitiendo identificar el
dafio real en la hebra de ADN. La sefial se incrementa a mayor nimero de roturas
en la cadena de ADN (Loo, 2011).
Ensayo de traduccion nick in situ (ISNT). Se utilizan enzimas exdgenas que
permiten incorporar porciones de nucleédtidos especificas para reconocer células
cuyos nulcleos estaen estado de necrosis (Alvarez et al., 2015).
Ensayo Cometa. Se lleva a cabo mediante la inclusion de células en un microgel
de agarosa situado sobre un portaobjetos y sometiéndoles a una lisis alcalina,
donde los nicleos se someten a electroforesis y se tiﬁﬁ generalmente con
bromuro de etidio. Los resultados se observan cuando el ADN fragmentado
avanza por accién del campo eléctrico y emite una imagen similar a la cola de un
cometa. Las células que no presentan fragmentacion no generan esta imagen
ﬁlvarez et al., 2015).
Deteccion de roturas de ADN-hibridacion in situ por fluorescencia (DBD—
FISH). Permite detectar y cualmcar las roturas de ADN vy los sitios alcalinos
labiles en células individuales. Se basa en la deteccion y cuantificacion de roturas
en todo el genoma y también en secuencias especificas del ADN (Fernandez &
Gosalvez, 20&).
Ensayo de estructura de cromatina espermatica (SCSA). Se basa en la
susceptibilidad del ADN al someterlo a desnaturalizacion luego a una tincién con
naranja de acridina y dependiendo de si la hebra es bicatenaria 0 monocatenaria
emite una fluorescencia distinta (verde o naranja, respectivamente) (Alvarez et al.,
2015).
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.3  Maduracién nuclear espermatica con tincion de azul de anilina (AN)
El azul de anilina es un colorante que reacciona con los grupos fosfato de los
acidos nucleicos, los grupos sulfatos de los glucosaminoglucanos y los grupos
carboxilos de las prgteinas por ser un colorante de tipo basico. Este colorante
permite diferenciar entre las histonas ricas en lisina y las protaminas ricas en
arginina y cisteina, ya que tiene afinidad por la primera (Dadoune et al., 2009), por
ello, se puede detectar defmos en la compactacion o inmadurez de la cromatina
(Hammadeh et al., 1996). Los espermatozoides inmaduros se colorean de azul,
mientras que los espermatozoides con cromatina madura permanecen incoloros
(Hingst et al., 1995). Esta prueba fue utilizada en humarﬁ, aves y bovinos; donde
se observd que los espermatozoides de tamafio normal presentaban una alta tasa
de deformacion de la cromatina compacta (Alvarez et al., 2015).

Figura 5.  Maduracion nuclear espermatica, se observa en microscopia de campo claro
con tincion de AN. (a) Espermatozoides negativos, con madurez nuclear (b)
espermatozoides  intermedios, madurez nuclear incompleta; (c)
espermatozoides positivos, con inmadurez nuclear (Cape fertily, n.d.).

2.8.4 Integridad del ADN espermatico con la ueba de la dispersion de la
cromatina (SCD)
prueba consiste en la inclusiéon de los espermatozoides en una matriz inerte de
agarosa de bajo punto de fusion que se extiende sobre un portaobjetos cubierto
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con agarosa estandar (Santiso, 2013), luego el tratamiento de los

espermatozoides con una solucion desnaturalizante (acida), produciéndose ADN
de cadena simple (ADNss) a partir del extremo de un fragmento de ADN roto; por
el contrario si no esta fragmentado permaneceﬁcomo ADN de cadena doble
(ADNds). Posteriormente, son incubados en una solugign de lisis (agentes
reductores y detergentes) que generar el rompimiento de los enlaces disulfuro y
remueven las proteinas del nlcleo, permitiendo la descondensacién del ADNds y
el desenrollamiento de los bucles empaquetados en la matriz nuclear, asi
provocando halos de dispersion (Cicaré et al., 2016). Finalmente se ﬁaliza la
tincion dependiendo si se observara con fluorescencia o a campo claro. Si el ADN
espermatico esta intacto, se observa un halo homogéneo y compacto de bucles
de ADN alrededor de un denso nucleo central, sin embargo, si el nucleo contiene
ADN fragmentado no se observan estos halos o son muy pequefios (Santiso,
2013). En otras especies muestran halos muy grandes sin diferenciarse el nlicleo
(Uaano, 2017). Esto permitié establecer cinco patrones de clasificacion (Fig. 7).

El indice de fragmentacion del ADN (DFI) se calcula de la siguiente manera:

ct+d+e

%DFl = ————
% a+btct+d+te

100

Esta técnica ha sido utilizada en diversos tipos de animales como en camélidos,

bovinos, ovinos, caninos y también en produccion avicola (Alvarez et al., 2015).
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Figura 6. Integridad del ADN mediante la prueba SCD. Se observa en microscopia de
campo claro (colorante Wright) y microscopia de fluorescencia (SYBR-Green)
(Cortés Gutierrez et al., 2007). (a) espermatozoides con halos grandes, cuyo
ancho de halo es similar o mayor que el diametro menor del nucleo; (b)
espermatozoides con halos de tamaro mediano, tamano de halo se
encuentra entre los de halo grande y pequenio; (¢) espermatozoides con halo
de tamano muy pequeno, el ancho del halo es similar 0 menor que un tercio
del diametro menor del nlcleo; (d) espermatozoides sin halo; y (f)
espermatozoides sin halo y degradado (Fernandez et al., 2005)
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ll. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacién de la zona de estudio

El trabajo de investigacion se desarrollé en las instalaciones del Laboratorio de
Biotecnologia Reproductiva Animal de la Estacién Experimental Agraria Canaan-
INIA, Ayacucho, ubicado en el distrito de Andrés Avelino Céaceres Dorregaray,
provincia de Huamanga, regién Ayacucho a una altitud drﬁB2736 msnm vy latitud
13°09'48" S y una longitud oceste de 74°1220" W; y en el Laboratorio de
Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de
San Cristébal de Huamanga (Ciudad Universitaria).

3.2. Poblacién y muestra

La poblacién de estudio comprendid todos los eyg:ulados presentes en los
eyaculados de semen colectados por vagina artificial del plantel de reproductores
de la Estacion Experimental Agraria Canaan, INIA, Ayacucho. La muestra
consistid de 32 eyaculados de semen colectado de ocho machos, con una
movilidad mayor al 50 % para la evaluacién de la maduracion nuclear e integridad
del ADN.

3.3. Metodologia y recoleccion de datos

3.3.1. Coleccion de semen de alpaca

Para la coleccion de semen se procedio En el armado de la vagina artificial de
acuerdo con el protocolo adaptado en el Laboratorio de Biotecnologia
Reproductiva Animal de la Estacion Experimental Agraria Canaan- INIA, Ayacucho
(Bravo et al., 1997; Sumar J. & Leyva C., 1981), de la siguiente manera:

e Se cortd una bolsa de polietileno en forma cénica el cual se fijo en un tubo

Falcon de 15 ml, este se denomina el tubo colector de semen.
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En un tubo de PVC (vagina artificial) se introdujo una funda de latex por el
interior del tubo y se dobl6 en uno de los extremos al cual se fijé la bolsa del
tubo colector sujetado con hilos de jebe para evitar el paso del agua.

Se prepard agua a 46 °C para afadirla entre la funda de latex y el tubo PVC,
luego se dobld en el otro extremo del tubo sujetandolo con un hilo de jebe.
Seguidamente se coloco presion de aire por el pitdn, para un ligero ajuste en
el interior de la vagina artificial.

Luego se coloc la tapa protectora previamente calentada al tubo Falcon para
mantener |la temperatura y evitar la exposicion a la luz de los espermatozoides
colectados.

Se envolvio la vagina armada con una franela delgada seguida de una bolsa
que contenia agua caliente entre 80 a 90 °C luego con una frazadilla y franela
para mantener la temperatura, los cuales fueron sujetados con cintas de jebe.
La vagina artificial completamente armada fue llevada al lugar de coleccion de
semen donde ya se encontraban los maniquies a los cuales se les procedio a
limpiar la zona del periné con alcohol al 70 % vy luego se introdujo la vagina
artificial, si es posible con la ayuda de un gel para facilitar la entrada,
verificando siempre la temperatura de la vagina con un termémetro.

Los maniquies fueron colocados de la forma de una hembra receptiva y se
solté a los machos seleccionados del dia, para la monta.

Una vez que el macho logré penetrar en la vagina artificial, se tomo el tiempo
de copula de 15 a 20min/macho en media, luego se retird la vagina artificial
del maniqui.

Inmediatamente después se llevé al laboratorio y se retird las franelas y tomo
el tubo colector protegido con la tapa protectora para luego ser colocado en

bafio Maria a 37 °C y finalmente se procedio con el andlisis seminal respectivo.

3.3.2. Analisis macroscoépico de semen

Se realizd con los protocolos adaptados en el Laboratorio de Biotecnologia

Reproductiva Animal de la Estacién Experimental Agraria Canaan- [INIA,

Ayacucho.

Volumen. El volumen se midié de manera directa en el tubo Falcon graduado de
15 ml (Achircana, 2019; Trujillo, 2019).
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Color. El color se determind de acuerdo con lo establecido en el laboratorio y las
bibliografias que varid entre transparente, semi transparente, semi lechoso,
lechoso y blanco lechoso (Urquieta et al., 2005).

Espuma. La espuma se midio en centimetros con la ayuda de una regla sobre el
tubo Falcon, este parametro también vario entre individuos y el mismo individuo
(Cavalcanti, 2013).

Filancia. Para medir la filancia se tomé 10 ul de semen y se colocod sobre un
portaobjetos luego se estird con la punta del tip hasta formar un hilo el cual se
midié con una regla (Zirena, 2014).

3.3.3. Analisis microscopico de semen

Se procedid con los protocolos adaptados en el Laboratorio de Biotecnologia
Reproductiva Animal de la Estacién Experimental Agraria Canaan- [INIA,
Ayacucho. Para lo cual, los materiales, reactivos, soluciones y equipos fueron
acondicionados a una temperatura de 37 °C, antes de su uso.

Movilidad. La movilidad se calculd visualmente, previo entreﬁimiento y
comparacion de varios observadores. Para el cual se tomaron 10 yl de semen y
se colocaron sobre un portacbjetos acondicionado a 37 °C sobre la platina térmica
del microscopio y se observd con el objetivo de 20X (200 aumentos) (Morton et
al., 2008; Zirena, 2014). .

Viabilidad. Para determinar la viabilidad se tomo 10 ul de semen y se colocé sobre
un portaobjetos al cual se le afiadié 10 ul del colorante Eosina-Nigrosina, se
homogenizé por 20 segundos, se procedid a realizar la extension con otro
portaobjetos y se dejd secar. Para observar los espermatozoides vivos y muertos,
se coloco una gota de aceite de inmersion sobre el frotis y se llevd a observar con
el objetivo de 100X (1000 aumentos), observando espermatozoides coloreados de
morado como muertos y los blancos como vivos. Se contd un total de 200
espermatozoides en distintos campos y después se determind el porcentaje de
viabilidad de acuerdo con la cantidad de vivos y muertos (Morton et al., 2008).
Concentracion. Para la concentracion se tomo 10 ul de semen y se colocé sobre
un portaobjetos al cual se cubrié con un cubreobjetos y se llevd al microscopio
acoplado al Sistema de Anélisis Seminal Computarizado (CASA) observandose
con el objetivo de 20X (200 aumentos), donde se abrid la pestafia de “Androvision”

seguido de la opcion “Concentracién y Movilidad” en el cual se buscé un campo
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homogéneo y se analizaron tres campos, obteniéndose la concentracion de la
muestra (Carretero et al., 2015).

Integridad de membrana. Para dearminar la integridad de membrana se tomd
10 pl de semen y se coloco en un tubo Eppendorf ambar de 0.5 ml luego se le
afadio 2 pl de colorante HOECHST 33342 y luego 1.5 pl de yoduro de propidio
(Pl) se homogenizé y se llevd a incubar por 15 min a una temperatura de 37 °C.
Pasado el tiempo se tomé 10 ul de la mezcla y se colocd en un portaobjetos
cubriéndolo con un cubreobjetos, esto se llevd al microscopio acoplado al CASA
sobre la platina térmica y se observé con el objetivo de 20X (200 aumentos) con
el filtro de fluorescencia, donde se abriod la pestana de “Androvision” seguido de la
opcién “Analisis avanzados” luego el méodulo “Viabilidad Hoechst/PI" en el cual se
buscd un campo homogéneo y se analizd los campos necesarios hasta obtener
un total de 1000 espermatozoides contados del cual se obtuvo el porcentaje de
espermatozoides con membrana celular intacta (coloreados de azul) y dafiada

(coloreados de fuxia o rojo) (Cueva, 2018).

3.3.4. Determinacié&de la maduracién nuclear espermatica

Para este parametro se tomd 10 ul de semen y se realizd una extension en un
portaobjetos. Una vez seca la extension a temperatura ambiente se fijo la misma
con alcohol de 96° durante 10 min y se dejo secar, luego se realizo la coloracién
con una solucion de azul de anilina al 5 %, preparada en acido acético al 4 %,
durante 5 min y se lavd con agua destilada, finalmente se dejé secar una hora
como minimo a temperatura ambiente. La lectura de los frotices se realizé con un
microscopio de campo claro con el objetivo de 100X (1000 aumentos) y se evalud
200 células por muestra entre los tres patrones establecidos segun la técnica
propuesta por Fernandez et al., (2001) y Terquem & Dadoune (1983), clasificados
de la siguiente manera:

Negativo. Corresponde a una cromatina espermatica madura (rica en
protaminas). Aunque se observé la membrana celular tefiida, el nlcleo no
aparecio tefiido. El acrosoma se pudo observar tanto tefiido como no tefido.
Intermedio. Corresponde a una cromatina espermatica ligeramente inmadura. Se
observo el nucleo tefido ligeramente de azul y la banda ecuatorial tefiida de azul
intenso.
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Positivo. Corresponde a una cromatina espermatica inmadura (rica en histonas).
El nicleo aparece tefiido de azul intenso, asi como la membrana e incluso el
acrosoma.

Teniendo en cuenta el conteo de 200 espermatozoides se determind el porcentaje
de inmadurez nuclear espermatica de cada muestra, de acuerdo con la cantidad

de espermatozoides encontrados en cada patron de la técnica.
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3.3.5. Determinacion de la integridad del ADN espermatico

Se analizo primero la concentracion y movilidad de la muestra obterﬁa para bajar
la concentracion entre 20-15 mill/ml con buffer fosfato salino (PBS). Se tomé 10 ul
de muestra se semen y se coloco en 90 yl de PBS y se homogenizd, luego se
tomd 10 pl de la suspension colocandolo en 90 pl de agarosa de bajo punto de
fusion al 1 % preparada en Tris acetato EDTA (TAE) 1X el cual también disminuye
la concentracion entre 3-5 mill/ml, de la mezcla se tomd 50 pl para depositarlo en
un portaobjetos recubierto con agarosa estandar al 1 % preparada en TAE1X y se
cubrié con una laminilla extendiendo homogéneamente la muestra, esto se llevo
a la refrigeradora a 10°C por 10 min. Pasados los 10 min se retird el portaobjetos
con la muestra y se eliminé la laminilla y luego se introdujo en una placa con 10
ml de solucion de lisis corrBuesta por 5 % de 2-Mercaptoetanol, 2,5 M CINa, 0,2
M Tris y 1 % Triton X-100 de pH 7,5, por 15 min a temperatura ambiente luego
fueron lavados con abundante agua destilada y se deshidrat6 con alcohol al 70
% y 96 % cada uno por 2 min, se dejaron secar a temperatura ambiente y se
colored con Wright diluido en PBS (1:1) por 5 min, finalmente se lavé con agua
destilada y se dej6é secar a temperatura ambiente (Cicaré et al., 2016).
Evaluacion subjetiva. Para realizar las lecturas se coloct una gota de aceite de
inmersion sobre la muestra seca y se observd con el objetivo de 100X (1000
aumentos) en un microscopio de fases, la imagen fue proyectada en una laptop
mediante una camara incorporada al microscopio con el programa CaptaVision
{https://accu-scope.com/support!software-updates)BSe observo un total de 300
espermatozoides por cada lamina y se clasifico en a) halo grande, b) halo medio,
c) halo pequefio, d) sin halo, y e) degradado y también se consideré un patron
adicional “f") halo extendido y no homogéneo, de acuerdo con la observacion en
el kit de Halomax® para camellos. Finalmente, se determiné DF| de cada muestra
con la siguiente férmula:

c+d+e

%DFI =
% atbtctrdtetf

100

Evaluacion objetiva. Las imégerﬁs captadas por el programa CaptaVisionfueron
procesadas con el procesador de imagen digital de dominio publico ImageJ
(National Institute of Health http://rsb.info.nih.gov/ij/) para calcular el area (um?) del

ntcleo residual (core) y del halo de los espermatozoides de cada uno de los
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patrones de fragmentacion referidos anteriormente. Utilizando los datos obtenidos

se calculd el tamafio del halo relativo, siguiendo |a siguiente formula:

superficie del halo

Halo relativo = 100

*
superficie total (halo 4+ core)

Para realizar el procedimiento anterior con el programa ImagedJ, primero se calibrd
la lectura del programa de pixeles a micrometros, utilizando una fotografia de una
lamina con rejillas exactas para calibracion. (Carretero et al., 2012; Cicaré et al.,
2016).
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3.3.6. Dilucion, refrigeracion y criopreservacion de semen

Para realizar los procedimientos de dilucion, refrigeracion yaiopresemacién de
semen se procedi6é de acuerdo con los protocolos adaptados en el Laboratorio de
Biotecnologia Reproductiva Animal de la Estacion Experimental Agraria Canaan-
INIA, Ayacucho. Para la dilucion de ﬁmen se prepard el dilutor comercial
Optixcell®. Se tomé 1 ml de Optixcell® y se colocé en un tubo Falcon de 15 ml
luego se le anadié 2 ml de agua milliQ, se homogenizé y se llevd al bafio Maria
para acondicionarse a una temperatura de 37°C. Cuando se termind de utilizar la
muestra de semen en todos los andlisis respectivos se procedié a agregarle el
dilutor preparado en un volumen de acuerdo con la concentracion, movilidad y
volumen de la muestra y se homogenizd. Después se mantuvo a temperatura
ambiente por 10 min y se llevd a refrigerar durante 2 h a 4°C. Pasadas las 2 h las
muestras se colocaron en tubos Eppendorf de 1.5 ml y luego se introdujeron en
una mezcla de cubos de hielo con agua para ser trasladadas al tanque de NL..
Para proceder a la criopreservacion se midio el nivel del NL: y de acuerdo con la
lectura se procedid a realizar las marcas de descendencia de la canastilla de
congelacion. La canastilla se coloco en el tanque de NL: al cual se introdujeron los
tubos Eppendorf y se descendi6 cada 3 cm por cada 5 min hasta llegar a los 20
min, después se introdujo completamente en el NLz y se mantuvo por un media de
20 min (Carretero et al., 2015; Zirena, 2014).

3.3.7. Descongelacion de semen

Para la descongelacién se retiraron los tubos Eppendorf con muestras a partir de
las canastillas del tanque de NL» y se colocaron en un termo conteniendo agua
entre 38 a 39°C. Luego de la descongelacion, los tubos fueron secados con papel

toalla para realizar las evaluaciones respectivas (Carretero et al., 2015).

3.3.8. Evaluacion de semen descongelado

Para la evaluacion del semen descongelado se prepararon los materiales y
equipos necesarios y se procedio a realizar los analisis microscé picos respectivos
de la misma manera que se hizo en el analisis de semen fresco.

3.4. Analisis estadistico
Los datos del semen fresco y congelado de 8 machos fueron analizados utilizando

el programa RStudio 4.3.2. Para analizar la simetria de los datos se utilizd la
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prueba de simetria de Miao et al., 2006. Se utiliz6 la prueba de rangos con signos
de Wilcoxon para datos que cumplian con la simetria, con un nivel de confianza
del 95 %.
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Tabla 4. Efecto de la criopreservagion de semen en la maduracion nuclear espermatica de
alpaca (Vicugna pacos). Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva Animal de la
EEA Canaan — INIA Ayacucho (Marzo — Julio del 2020).
Maduracién nuclear (%)
N° Macho* Semen fresco Semen congelado P valor
Media £SD Mediana Media £SD Mediana
1 643 100,0 £ 0,00 100,002 99,50 +0,71 99,50# 1,0000
2 9184 99,58 £ 0,4 99,752 99,42 +1,02 100,00% 1,0000
3 9210 99,00 + 1,22 99,252 99,13 +1,44 99,752 1,0000
4 12006 99.25 + 1,06 99,50* 99,67 + 0,78 100,00% 0,7500
5 12010 97,75 +0,35 97,75% 98,75 +1,06 98,75# 0,5000
6 30306 98,17 £1,26 98,002 96,67 +0,58 97,002 0,2500
7 12034 98,50 + 1,41 98,502 98,75 +1,06 98,752 1,0000
8 SA 99,79 +0,27 100,002 99,86 +0,24 100,002 1,0000

# Letras iguales en la misma fila denotan que no existe diferencias estadisticas significativas (p=0,05). SD:

Desviacion Estandar. (*) Los cadigos corresponden al Instituto Nacional de Innovacion Agraria.
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Tabla 5. Efecto de la criopreservagion de semen en la integridad del ADN espermatico de

alpaca (Vicugna pacos). Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva Animal de la
EEA Canaan — INIA Ayacucho (Marzo — Julio del 2020).

Integridad del ADN espermatico

N° Macho* Semen fresco Semen Congelado P valor
Media £SD Mediana Media £SD Mediana
1 643 14,33 +1,41 14,332 19,83 +5,89 19,832 0,5000
2 9184 9,17 £0,75 9,17°® 14,17 +1,67 14,002 0,0312
3 9210 14,58 +1,60 14,172 28,08 £2,47 27,502 0,1250
4 12006 10,17 £1,31 10,17° 15,00 +1,84 15,332 0,0312
5 12010 23,50 +212 23,50° 3733 £3,77 37,332 0,5000
5] 30306 18,00 0,88 18,332 20,89 £0,38 20,672 0,2500
7 12034 19,33 £1.89 19,337 23,83 £3,06 23,837 0,5000
8 . SA 11,29 +1,06 11,67° 13,48 +0,90 14,002 0,0156
3

2k; Letras diferentes en la misma fila denotan que existe diferencias estadisticas significativas (p<0,05). SD:

Desviacion Estandar. (") Los codigos corresponden al Instituto Nacional de Innovacién Agraria.
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V. DISCUSION

En el trabajo de investigacion realizado se muestran los resultados de cada
parametro espermatico evaluado en semen fresco y congelado de alpaca. En la
Tabla 1 se observa la media y desviacion tipica de los resultados de los estados
de la madurez nuclear espermatica. Para esto se utilizd el método de la tincion de
azul de anilina (AA) el cual tiene una afinidad por la lisina de las histonas
discriminando la arginina y cisteina de las protaminas, esto se observa en la
coloracion de la cabeza clasificandose en tres grupos (Figura 10) (Cabral et al.,
2014; Fernandez et al., 2001): negativo (cabeza sin colorear, con madurez
nuclear), intermedio (la mitad de la cabeza coloreado, madurez nuclear
incompleto) y positivo (cabeza coloreada, nlcleo inmaduro). Se encontrd que
todos los machos tienen un porcentaje menor con nicleo inmaduro de los cuales
el mayor y menor valor es de los machos 30306 y S/A con un resultado de 2,17 +
0,29 % y 0,07 £ 0,19 %, respectivamente, en semen congelado estos resultados
son similares a los valores obtenidos de 0,66; 0,33; 1,83; 0,33y 1,33 en semen
criopreservado de 5 toros Brahman estudiados por Nava et al. (2016).

Continuando con los resultados de la investigacion en la Tabla 2 se observa la
media y desviacion tipica de los resultados de la evaluacién de la integridad del
ADN espermatico en semen fresco y congelado utilizando la prueba SCD basado
en el uso de soluciones &cidas y de lisis sobre la muestra de semen expresandose
en distintos patrones de la expansion homogénea o no de la cromatina
espermatica, debido a que no existen muchos estudios en alpacas utilizando esta
técnica, se tomd como referencia los resultados obtenidos en caninos (Urbano,
2017), camélidos (Famuso et al., 2010; Huanca et al., 2020), ovinos (Val
Santolaria, 2012) y humanos (Gosélvez etal.,, 2011) estableciéndose los
siguientes patrones mostrados en la Figura 11: A) halo grande (ADN integro), B)
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halo mediano (ADN integro), C) halo pequefio (ADN fragmentado), D) sin halo
(ADN fragmentado), E) degradado (ADN fragmentado y espermatozoide dafiado)
y F)halo extendido y no homogéneo (ADN fragmentado); de los cuales durante las
lecturas de la investigacion no se encontro el patron E; sin embargo, explorando
todo el campo de las laminas se llegd a encontrar unas cuantas de este patron
como es en el caso de los humanos estudiado en un inicio por Fernandez et al.,
2003 y mejorado en un kit por Halotech®, s/f; sin embargo, se encontrd el patron
F como en el caso de caninos estudiado por Urbano (2017) . El caso més cercano
para comparar entre camélidos es la llama, en el cual solo se encontrd los cuatro
primeros patrones al incorporar la prueba por Carretero et al. (2012). Sin embargo,
(Huanca et al., 2020) incorporaron esta prueba en alpacas encontrando dos
patrones: espermatozoides sin halo o con halo pequefio y espermatozoides con
halos grandes dispersos, seleccionandolos en ADN integro y ADN fragmentado,
respectivamente, siendo necesario que se hagan mas estudios de este tipo en
alpacas para confirmar el método mas exacto a ser utilizado en esta especie. De
acuerdo con lo anterior en el grupo de espermatozoides con ADN integro de la
Tabla 2, se observa que el porcentaje del patrén B es mayor como es en el caso
del 9184 con un 65,06 + 9,43 % y 59,67 + 5,54 % en semen fresco y congelado,
respectivamente, a diferencia del patron A con un 25,78 £ 9,09 % y 26,17 + 4a
%, respectivamente, siendo similar en los demas machos. En el caso de
espermatozoides con ADN fragmentado del patron C, el porcentaje mayor de
espermatozoides con ADN fragmentado se observa en el macho 12010, con
valores de 17,33 % 3,3 % y 27,33 + 1,89 % en semen fresco y congelado,
respectivamente, a diferencia de los patrones D y F con porcentajes inferiores.

Asi mismo en la Tabla 3 se observa el media y desviacion estandar del valor
relativo del tamario de los halos A, B y C, utilizando el procesador de imagen
ImagedJ en el cual se usd imagenes capturadas con el programa Capta vision,
para ello los halos relativos obtenidos del halo A oscilaron entre 83,89 + 3,28 % y
89,03 + 1,67 %, el Bentre 71,70 + 1,43 % y 78,00 + 1,59 % y el halo C entre 61,77
+4,28 % y 67,08 = 1,94 %, los cuales en comparacién con un primer reporte en
andlisis cuantitativo de este método en alpacas sobre los valores de halo relativo
de A, B y C fueron 60.79 £35.05 %, 13.22+14.92 % y 10.44+15.57 %,
respectivamente, observandose que difieren con los resultados obtenidos en esta
investigacion, ello podria ser por la diferencia de métodos usados (Rodriguez,
2022). Sin embargo, una investigacion en llamas también reporto valores de 63.15
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+ 8.45 % de tamafio relativo del halo A, usando 2,5 % de 2-Mercaptoetanol,
reactivo que también se utilizo en la presente investigacion (Carretero et al., 2012).
En la Tabla 4 se observa la media porcentual de la madurez nuclear espermatica
de alpaca en semen fresco y congelado teniendo como resultado que todos los
machos tuvieron un porcentaje mayor al 95 % de ndcleos maduros. Al aplicar la
prueba estadistica Miao et al. (2006) se determind la distribucién simétrica por lo
que se procedio a realizaﬁ prueba de rangos y signos de Wilcoxon a cada macho
teniendo como resultado que no existe diferencia estadistica significativa (p>0,05)
entre las medianas de semen fresco y congelado; es decir la criopreservacion del
semen no afectd la madurez nuclear espermatica. Este resultado se debe a que
el origen de la madurez nuclear se da durante la espermatogénesis por el
reemplazo de las histonas por protaminas condensando fuertemente al nucleo
espermatico (Aoki & Carrell, 2003), sin embargo la criopreservacion si puede
provocar la descondensacion de la cromatina como lo reportd Contreras (2017),
durante su investigacion en semen descongelado de alpaca, obteniendo 2,25 +
0,29 % de espermatozoides con alto porcentaje de cromatina descondensada,
pero que no afecta a las protaminas ya Hle estas no pueden ser reemplazadas
como sucede en la fecundacion donde el nlcleo espermatico se descondensa
para formar el pronlcleo masculino y las protaminas son reemplazadas por
histonas maternas (Berrios & Bedford, 1979). Para confirmar lo sefialado se puede
mencionar la investigacion realizada con la misma técnica en toros por Nava, et al.
(2016), obteniendo un resultado mei'a porcentual de 0,9 = 1,29 %, de
espermatozoides con nulcleo inmaduro, este parametro no estuvo afectado ni por
el toro ni por el eyaculado. Asi mismo Sellami etal. (2013) realizd una
investigacién en varones infértiles obteniendo una media porcentual de 20.66 +
13.76 de espermatozoides con nlcleo inmaduro. Respecto a la importancia de
las protaminas para determinar la madurez nuclear espermatica, la técnica
utilizada en la presente investigacién es muy basica, siendo necesario confirmar
nuestros resultados ufazando técnicas mas precisas, como la empleada en
ratones, a traés de la cuantificacion relativa de la expresion génica por PCR en
tiempo real de los genes Prm1, Prm2 Tnpl y Tnp2 (Vasquez Cavero, 2012).
Adicionalmente, se podria considerar la identificacion de protaminas y de sus
alteraciones utilizando dos alternativas diferentes a través de: 1) electroforesis
bidimensional (2D) seguida de la identificacién por espectrometria de masas (MS)
con tecnologia MALDITOF o cromatografia liquida LC-MS/MS, y 2) la digestion
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inicial de proteinas para generar péptidos, seguido por su separacién y analisis
LC-MS/MS (Oliva et al., 2009b y Baker & Aitken, 2009).

En la Tabla 5, se observa la media porcentual del DFl en semen fresco y
congelado. Se aplico la prueba estadistica segin Miao et al. (2006), para
determinar la distribucion simétrica y al observar que se cumplia con esta se
realizé la prueba de rangos y signos de Wilcoxon a cada m teniendo como
resultado que en los machos 643, 9210, 12010, 30306 y 12034 no existe diferencia
estadistica significativa (p=>0.05) entre las medias del DFI en semen fresco y
congelado con un porcentaje de 19,83 +5,89; 28,08 +2,47; 37,33 £ 3,77; 20,89 +
0,38 y 23,83 =+ 3,06 respectivamente, estos resultados son concordantes con los
obtenidos por Carretero et al.,, (2015), quienes estudiaron el efecto de la
criopreservacion en semen de llamas donde obtuvo resultados de 29.0 y 36,3 de
DFI, respectivamente, asi como también obtuvo Huanca et al. (2020)
porcentaje de DF| de alpacas de 36,4; 13,65 y 8,42 en muestras colectadas por
desviacion de los conductos deferentes (DCD), por electroeyaculacion (EE) y
mediante poscopula (PC) respectivamente. Los DFI mencionados también son
similares en los machos 9184, 12006 y SA donde si existe diferencia estadistica
significativa (p<0.05) con porcentajes de 14,17 +1,67; 15,00 +1,84y 13,48 £ 0,90
respectivamente. Al respecto, el efecto de la criopreservacion sobre algunos
machos puede ser resultado de la produccidon de las especies reactivas de
oxigeno, ya que el proceso de congelacion-descongelacion induce cambios fisicos
y tensiones quimicas en las membranas plasmaticas de los espermatozoides que
estan asociados con el estrés oxidativo y la formacién de ROS, esto puede afectar
la integridad del ADN espermatico debido a la falta de maduracion
espermatozoides en el empaguetamiento de su cromatina por la falta de
sustitucion de histonas por protaminas (Boe-Hansen et al., 2018; Kumagesan et
al., 2020). Por ello muchos autores sefialan el efecto perjudicial del dafio del ADN
en las técnicas de reproduccién asistida, sin embargo otros obtienen resultados
opuestos o no concluyentes, pudiendo estar relacionado con las diferencias en los
métodos para medir el dafio del ADN o por la espﬁie en estudio (Ribas-Maynou
et al., 2021). Con la finalidad de lograr mejores resultados en la obtenciéon de
semen criopreservado de alpaca, otros estudios a parte de la evaluaciéon de la
integridad del ADN espermético, buscan correlacionar con las caracteristicas
microscépicas como movilidad, viabilidad, integridad de membrana, acrosoma,
actividad mitocondrial y concentracién espermatica. En la presente investigacion,
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se evalub alguna de ellas como se puede observar en la Tabla 6, donde se
observa la media porcentual de cada uno de los parametros espermaticos, donde
se analizo la simetria de los datos segln la prueba de simetria de Miao et al,,
(2006). Los datos que cumplian con la distribucidon simétrica fueron analizados
utilizando la prueba de rangos y signos de Wilcoxon a cada nﬁho teniendo como
resultado que en machos como el 643, 12010 y 12034 no existe diferencia
estadistica significativa (p>0.05) entre las medias del semen fresco y congelado
de alguno de los parametros, a diferencia de los otros machos dorﬁe siexiste esta
diferencia, sin embargo en el caso de la movilidad espermética si existe diferencia
estadistica significativa (p<0,05) en la mayoria de los machos, donde el macho
9184 tiene una media porcetual mayor de 59,17 + 08,00 % de movilidad
posdecongelado y el macho 30306 con un 0 %. En el caso de la viabilidad
espermatica los machos 12006 y 9210 tuvieron resultados de mayor y menor
porcentaje de viabilidad con una media de 61,17 + 14,72 % y 24,75 + 21,52 %,
respectivamente, como encontraron Juarez & Santiani, (2019) en semen
posdescongeﬁo un porcentaje de 32,30 % de viabilidad deﬁminada por el
fluorocromo SYBR-14 y ioduro de propidio (Pl). En los estudios de
criopreservacion de espermatozoides de alpaca mostraron resultados entre
24.047y13.82% (Wﬁontreras et al., 2020; Juarez & Santiani, 2019) de movilid

posdescongelacién, entre 17 y 61 % de integridad de la membrana plasmatica. La
baja tasa de supervivencia de espermatozoides criopreservados de CSHJodria
estar relacionada a los agentes crioprotectores por ello se deberia probar diversos
protocolos de criopreservacion de semen de viaas especies (W. Contreras et al.,
2020). La criopreservacion, es un proceso de almacenamiento por un largo
periodo; sin embargo, la alta viscosidad del plasma seminal y la mala calidad de
los eyaculados en alpacas son las principales desventajas para el desarrollo

optimo de una técnica de congelacion de semen (Malo et al., 2019).
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V. CONCLUSIONES

Los machos presentaron porcentajes de 98,92 %y 98,97 %; 0,85 %y 0,23
%; 0,85 % y 0,80 % en semen fresco y congelado para los patrones
negativo, intermedio y positivo, respectivamente.

La integridéd del ADN espermatico se distribuyd en seis patrones de
lectura: A) halo grande, B) halo mediano, C) halo pequefio, D) sin halo, E)
degradado y F) halo extendido y no homogéneo, de los presentaron
porcentajes de 25,84 % y 27,53 %; 59,05 % y 50,90 %; 9,13 % y 16,51 %;
244 % y 2,61 %; 0 %; 3,48 % y 2,46 % en semen fresco y congelado
respectivamente. -

El area relativo (%) del halo de dispersion de la cromatina espermatica se
obtuvo para el halo A entre 83,89 % y 89,03 %,; el halo B entre 71,70 % y
78,00 % y el halo C entre 61,77 % y 67,08 %.

La criopreservacion de semen de alpaca no tuvo efecto en la maduracion
nuclear espermética ya que los resultados fueron mayor al 95 % de nucleos
maduros. Respecto a la integridad del ADN espermatico, de igual manera,
con excepcion de tres machos que si presentaron diferencias estadisticas
significativas con porcentajes de 14,17 %; 15,00 % Yy 13,48 % de DFl en
semen congelado.

La criopreservacion tuvo efecto sobre las caracteristicas microscépicas
espermaticas y el parametro mas afectado fue la movilidad teniendo
resultados entre un 59 % y 0 % de movilidad espermatica en semen

poscongelado.
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VIl. RECOMENDACIONES

Realizar trabajos de investigacién enfocandose en una alimentacién balanceada

B’aratener mayor disponibilidad y mejores muestras seminales.

Estudiar mas a fondo la dinamica de la integridad del ADN espermatico, para

conocer mejor la resistencia del ADN nuclear en la criopreservacion y mejorar los

indices dﬁeﬁciencia durante la aplicacion de las Biotecnologias Reproductivas.

Evaluar la integridad del ADN espermatico y la madurez nuclear usarﬁo

fluorocromos en citometria de flujo y métodos mas exactos en la deteccion del

dano espermatico.

Es importante tomar en consideracién la diferencia que existe entre cada macho
que los resultados obtenidos de cada analisis difieren entre cada macho.

Para desarrollar trabajos posteriores se deben de implementar en el laboratorio,

técnicas y estrategias de biologia molecular para realizar analisis mas completos

en semen de alpaca.

59




Maduracidén nuclear e integridad del ADN espermatico de
“alpaca” en semen fresco y congelado. INIA - Ayacucho, 2019
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