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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 Canaan de INIA —
Ayacucho, ubicado en el distrito de Andrés Avelino Céceres Dorregaray, provincia
de Huamanga del departamento de Ayacucho, entre los meses de Febrero a Junio del
2013. EIl objetivo del trabajo fue determinar la motilidad post descongelacion de
espermatozoides de alpaca sometido a tres tratamientos consistentes, en dilutores, el
primer un dilutor comercial formulado para rumiantes (AndroMed®), el otro dilutor
(Triladyl®) y el tercer fue Tris - yema de huevo de gallina. Se trabajé con una
poblacién de 100 testiculos que corresponden a 50 machos alpacas mayores a 2 afios
de edad, procedentes del matadero Municipal de Pilpichaca. Los espermatozoides se
obtuvieron de la cola del epididimo. Se trabajo con muestras que demostraron tener
porcentajes de motilidad, porcentaje de vivos y muertos y buena concentracion de
espermatozoides por muestra como minimo. La motilidad pre refrigerado fue en
promedio 27%, 24.7% y 16.88% para Andromed®, Triladyl®y Tris - yema de huevo,
respectivamente. Asimismo, los resultados de motilidad post refrigerado fue en
promedio 51.47%, 43.23 y 39.38% para tratamiento Andromed®, Triladyl® y Tris -
yema de huevo, respectivamente. Finalmente, la motilidad de espermatozoides post
descongelado fue 22.24%, 16.82% y 17.50 para el tratamiento Andromed®, Triladyl®
y Tris - yema de huevo, para (p>0.05), prueba tukey. Concluyendose que el dilutor
comercial Andromed® resulté ser mejor, para obtener indices de motilidad elevadas.

Palabras claves: Espermatozoides, alpaca, criopreservacion, Andromed®, Triladyl®,

Tris — yema de huevo, motilidad.
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INTRODUCCION

La crianza de camélidos sudamericanos en las zonas alto-andinas del Perd es uno de
las principales actividades econdmicas mas importante sobre los 4000 m.s.n.m donde
estan las zonas méas pobres de la sierra con 2.9 millones de habitantes, que representa
el 12 % de la poblacion nacional.

El Peru tiene més de 4.2 millones de camélidos sudamericanos, con 3 840 000
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 238 020 (INEI-DRAA-
2013).

La congelacion de semen es una biotecnologia reproductiva muy poco empleada en
camélidos sudamericanos (CSA). Las dificultades en la coleccién de semen y en el
manejo de las muestras seminales, debido a su alta viscosidad y el escaso
conocimiento sobre dilutores apropiados para el semen de CSA constituyen uno en
los principales factores que imposibilitan el desarrollo de protocolos de
criopreservacion con resultados Optimos de calidad espermatica post-
descongelamiento.

Esto determina que la inseminacion artificial quede restringida al uso de semen
fresco. Asi mismo, se tiene que considerar la baja concentracion de espermatozoides
y el alto porcentaje de anormales que como caracteristicas usuales del semen de
alpaca, incrementan la dificultad de obtener parametros espermaticos adecuados
post-descongelamiento, que permitan la fecundacion.

En este sentido, la recuperacion de espermatozoides epididimarios constituye una

alternativa para la obtencion de muestras sin el inconveniente antes mencionado.



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 transportados 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 adn no es posible de forma éptima. La falta
de un protocolo efectivo para la congelacidén, como en otras especies, se debe a las
diferencias fisiologicas de especie y la bioquimica de los espermatozoides (Holt,
2000).

De alli la imperiosa necesidad de tener un protocolo que permita obtener parametros
aceptables de motilidad en la congelacion de espermatozoides de alpaca para una
posterior inseminacién con niveles aceptables de motilidad que permitan obtener un
producto viable; esto nos posibilita la evaluacion de tres dilutores para el proceso de
congelacion de espermatozoides obtenidos del epididimo de alpacas.

Por consiguiente el presente trabajo de investigacién tuvo por objetivo evaluar cual
de los tres dilutores tiene mejor viabilidad post descongelamiento en

espermatozoides obtenidos del epididimo de alpacas.

Por tanto el objetivo del presente trabajo fue:

e Evaluar cuél de los tres dilutores tiene mejor efectividad en mantener la
motilidad en el proceso de criopreservacion de espermatozoides

epididimarios de alpaca (Vicugna pacos).



Los objetivos especificos fueron:

Evaluar el porcentaje de motilidad de los espermatozoides de alpaca antes de
la refrigeracion.

Evaluar el porcentaje de motilidad de los espermatozoides post-refrigeracion
Evaluar el porcentaje de motilidad de los espermatozoides post-
descongelamiento.

Evaluar el porcentaje de vitalidad de los espermatozoides epididimarios en
pre refinacion, post refrigeracion y post descongelacion en los tres dilutores.

Determinar el efecto de la concentracion inicial de espermatozoides

epididimarios en los tres dilutores.



CAPITULO |
REVISION DE LITERATURA.

1.1. Antecedentes

El trabajo de investigacion muestra el efecto de tres dilutores (Tris, Tes y leche
descremada) en la criopreservacion de espermatozoides obtenidos del epididimo de
alpaca, la recuperacion de espermatozoides se realiz6 a las 0, 35, 48 y 72 horas (6
testiculos por grupo) y se evalué la motilidad, concentracion espermatica e
integridad funcional de membrana, los espermatozoides recuperados a partir de 35
horas post beneficio/castracion no fueron aptos para ser congelados. La motilidad
fue de 14.0, 86 y 17.0 % en los grupos Tris, Tes y leche descremada,

respectivamente (Banda R. y Col. 2010).

Se evaluaron los efectos de tres crioprotectores: Dimetil sulfoxido (DMSO),
etilenglicol (EG) y Glicerol (GL) sobre la criopreservacion de espermatozoides
epididimarios de alpacas. Los espermatozoides fueron recuperados con la fraccion A
del dilutor (leche descremada, yema de huevo y fructosa) y se emplearon las

muestras con motilidad espermatica igual o mayor a 50%. De la fraccion A fue



refrigerado (1°C/5min) hasta alcanzar 5°C. Después de 7 dias de almacenamiento las
motilidades post descongelacion fueron de 31, 8 y 24% y los porcentajes de
integridad funcional de la membrana espermatica fueron de 28,17 y 26% para

DMSO, EG y GL respectivamente (Marino T. y Col. 2015).

El efecto de diferentes concentraciones de glicerol, etilenglicol y Dimetil sulfoxido
sobre la motilidad, viabilidad e integridad acrosomal de espermatozoides
criopreservado de epididimo de alpaca utilizando los siguientes dilutores leche
descremada, yema de huevo y fructuosa, a 0.75 de concentracion molar, 17.5, 5.8 y
20.5% con un promedio de 14.6 %, para glicerol, etilenglicol y Dimetil sulfoxido

respectivamente (Choez K. y Col. 2014).

Estudio reciente muestra la evaluacion de tres dilutores (Andromed®, Triladyl® y
Base Tris en la criopreservacion de semen de alpaca en pelets, evaluaron mediante la
motilidad y los pardmetros de movilidad (VCL, ALH), se encontr6 que la motilidad
del semen refrigerado siendo el Triladyl® Base tris superiores. Al descongelamiento
la motilidad espermatica con el dilutor Triladyl® fue superior a los demas (Ordofiez

C.y Col. 2015).

En un trabajo sobre la evaluacion de caracteristicas microscopicas de semen de
llama criopreservado en dos dilutores (Andromed® y Base tris). Las variables que
evaluaron fueron motilidad espermatica (%), Vitalidad espermatica (%) y
anormalidades morfologicas (%).al pos descongelado obtuvieron 0 % y 17.03 %

respectivamente (Laruta L. y Col. 2015).

En un trabajo de investigacion reciente en la recuperacion de espermatozoides de

alpacas del conducto deferente durante la época reproductiva, muestran que utiliza



un dilutor comercial Triladyl®. Reportan que obtuvieron una concentracion
espermatica inicial de 159 000 y 98 000 de espermatozoides /mm?®, motilidad de 56.8

%, 56.2 y en la vitalidad 47.8 %, 52.0 % en dos machos (Guido P. y Col. 2014).

Entre los estudios mas importantes realizados en criopreservacién de semen de
camélidos sudamericanos esta el trabajo que usando semen de alpaca obtuvo un
porcentaje de motilidad post descongelamiento de 46.7% y en llama de 45%, siendo
estos los mayores obtenidos hasta la fecha, sin embargo no ha sido posible

reproducir la metodologia (Bravo et al., 1996).

El mejor dilutor para semen de alpacas parece ser tris tamponado. EI primer reporte
de semen diluido y mantenido en incubacién por dos horas considero tres dilutores,
fosfato salino tamponado, leche descremada y yema de huevo citrato glucosa. El
porcentaje de espermatozoides vivos inmediatamente después de la coleccion de
semen fue: 61.1, 60.8 y 64.0%, respectivamente. A las dos horas el dilutor que
mantenia mas espermatozoides vivos fue yema de huevo citrato glucosa (35.4%) en
contraste a 22.2 y 15.6% para fosfato salino tamponado y leche descremada,

respectivamente (Bravo, 1998).

En un trabajo de investigacion sobre coleccidon de semen mediante vagina artificial,
se reportd que en las alpacas no existe motilidad masal, por la baja concentracion
relativa de espermatozoides y porque se ha observado una motilidad progresiva
individual, poco vigorosa, esta Ultima observacion obedece a que el plasma seminal
es altamente viscoso, por lo tanto el movimiento de los espermatozoides es lento

comparado con el ovino y bovino (Sumar et al., 1981).



Estudios posteriores reportaron tasas inferiores de motilidad post descongelamiento
tales como las mencionadas por (Vaughan et al., 2003), que obtuvo porcentajes de
17.4% (Pérez et al., 2005), usando diferentes concentraciones de crioprotectores
reporté motilidades de 22.5 a 41% (Santiani et al., 2005), report6 la obtencion de

motilidades que iban desde 4 a 20%.

(Burgel et al., 2001). Reporta que se obtuvo una motilidad post descongelamiento
menor a 10% vy (Aller et al., 2003) obtuvo un 20% de motilidad post

descongelamiento.

Los trabajos referidos a la congelacion de semen de CSA muestran resultados
desalentadores en funcién a la calidad seminal post-descongelamiento. En llamas,
(McEvoy et al. 1992), obtuvieron solo un 10% de motilidad al descongelamiento de
semen colectado por electroeyaculacion (Von Baer y et al.,, 1999), describen
motilidades entre 16 y 28% en semen descongelado de llama, probando la adicién de
un surfactante al 0.5% (Equex). Mientras que (Aller et al.2003), reportan 20% de
espermatozoides métiles. En la alpaca se ha 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).

Posteriormente, congelaron semen en dos pasos obteniendo una motilidad de 20% de
espermatozoides viables con acrosoma integro al descongelamiento de las muestras
obtenidas con vagina artificial (Santiani et al., 2005). No obstante, obtuvieron
resultados superiores de motilidad (30-40%) en muestras obtenidas y congeladas por

el mismo método (Bravo et al., 2000).



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 Yy tripsina) y la accion mecanica del paso
repetido a través de una jeringa de tuberculina (aspirado y eyectado mdltiple), 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 en reportar el congelamiento de espermatozoides epididimarios de
alpaca, obteniendo 18% de motilidad y 80% de integridad acrosomal al
descongelamiento. Reporta una tasa de supervivencia de solo 5% con

espermatozoides epididimarios de alpaca (Morton et al., 2007) y (Gonzales, 2008).

1.2. La alpaca.

Es una especie doméstica de mamifero andino cuyo nombre cientifico es (Vicugna
pacos). Genéticamente deriva mayormente de la vicufia 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 XVIII 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 vicuiia, tanto en tamafio, como en la fibra y la denticion. Su clasificacion se
complico 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 vicuiia estan estrechamente relacionadas, y que el nombre
cientifico correcto es Vicugna pacos, aungue se detectd un porcentaje de su ADN
proporcionado por la llama, por lo que técnicamente es un taxén hibrido

intergenérico (Wheeler et al., 2001).

Asi mismo tienen una vida productiva de aproximadamente 14 afios, quedando aptos
para la reproduccion a los 2 afios. La alpaca es una especie que representa un factor
importante de la economia de nuestro pais, La poblacion de alpacas es de 3 685,5
superando en 50,2% a la encontrada en el censo agropecuario de 1994. La raza
Huacaya concentra el 80,4% de la distribucién, seguida de la raza Suri con 12,2% y
Cruzados con 7,3%. La poblacion Alpaquera se concentra en la Sierra con 3 685,0
cabezas, que representa aproximadamente el 100, 0% del total. Considerando las
razas, es la Huacaya la que tiene mayor participacién 78,9%, seguida por la Suri con

12, 0% (INEI 2013 y CENAGRO, 2012).

Por lo menos 1.5 millones de campesinos de mas de 1,000 comunidades de
Apurimac, Arequipa, Ayacucho, Cusco, Huancavelica, Junin, Lima y Puno, los que
se dedican a la crianza de vicufias, llamas y alpacas. El Per( al poseer la mayor
poblaciébn mundial de alpacas, presenta dos variedades domesticadas: Suri y

Huacaya (Wheeler J, 1991).

1.2.1. Razas de alpacas.

1.2.1.1. Huacaya.
Representa méas 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 spera, opaca y esponjosa
ya que las fibras y las mechas se disponen perpendiculares 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 estda muy bien cubierta haciéndola muy
resistente a las condiciones climaticas adversas y a la altitud (Huanca y Mamani,
2013).

1.2.1.2. Suri.

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 ademéas 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 el 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.

10



1.3. Problemética de la fisiologia reproductiva de la alpaca.

La fisiologia reproductiva de las alpacas difiere de la de otros animales domeésticos y
queda pobremente entendida, por ello se busca establecer tecnologias para el manejo

y preservacion de sus gametos (Smith et al., 1994).

Poseen una estacionalidad reproductiva, incluyendo el apareamiento y el parto los
cuales se producen durante los meses de Diciembre a Marzo, coincidiendo con los

periodos de lluvias abundantes y presencia de forraje (Smith et al., 1994).

Las técnicas de reproduccion asistida como la criopreservacion de gametos y
embriones son una herramienta clave para el manejo sostenible y estudio a nivel
molecular del comportamiento de éstas células, con la finalidad de la produccion,

manejo y mejoramiento de esta especie (Smith et al., 1994).

En los Gltimos afios se ha venido realizando trabajos sobre el manejo de semen para
su preservacion, pero las caracteristicas que presenta este tipo de muestra son muy
desalentadoras, ya que la técnica de extraccién seminal no ha sido estandarizada y
solo se obtienen eyaculados con bajo volumen, alta viscosidad y una baja
concentracion de espermatozoides. Una alternativa que se ha presentado es el uso de
espermatozoides del epididimo ya que estos espermatozoides se encuentran en un
nivel de maduracion notable y su manejo en el laboratorio es muy satisfactorio.

(Smith et al., 1994).

El uso de estos espermatozoides es principalmente para establecer un protocolo de
preservacion que sea manejable y el cual permita la obtencion de espermatozoides
post descongelamiento que presenten una alta tasa de fecundacion (Smith et al.,

1994).

11



1.4. Anatomia reproductiva de la alpaca macho.

1.4.1. Testiculos.

Son o¢rganos pares, de forma ovoide redondeada. Se encuentran en las bolsas
escrotales  localizadas en la region perineal, en posicion similar a la del cerdo

(Bravo et al, 2000), ambos testiculos tienen el mismo tamafio.

En la alpaca adulta, el peso promedio es de 18 gramos y mide de 3,5 a 4,5 cm de
largo por 2 a 3 cm de ancho. En alpacas y llamas es frecuente el descenso
incompleto del testiculo, anormalidad conocida como criptorquidismo y puede ser
unilateral o bilateral. En otras especies, este defecto es considerado hereditario,
debido a genes recesivos. Si en el momento del nacimiento los testiculos no estan en
el escroto, el descenso puede ocurrir posteriormente, ya sea en forma parcial o
completa. Sin embargo, el descenso lento debe ser considerado una anormalidad,
que es probablemente una variacion de la expresion de los mismos factores que
determinan fallas en el descenso. Los machos con criptorquidismo bilateral son
estériles, pero la mayoria muestra deseo sexual y los efectos unilaterales; su
conducta sexual y produccion de semen es normal. Estos animales no deben ser
usados para la reproduccion, debido a la naturaleza hereditaria del defecto (Huanca,

1996).

1.4.2. Epididimo y conducto deferente.

Macroscopicamente, el epididimo presenta tres porciones bien diferenciadas: la
cabeza, relativamente voluminosa, que se inserta en la parte posterior del testiculo;
la porcion intermedia, de forma aplanada, y la cola o porcion terminal. La parte

posterior, proxima a la uretra, muestra cierto engrosamiento. La longitud total del
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conducto es de 40 cm y su diametro cerca de 174 a 237 micrometros (Bravo et al.,

2002).

1.4.3. Glandulas sexuales accesorias.

En alpacas y llamas, se ha descrito dos glandulas: la prostata y las glandulas
bulbouretrales. La prostata esta ubicada dorsalmente sobre el cuello de la vejiga.
Consta de un cuerpo con dos I6bulos unidos entre si, que estan proximos al primer
segmento de la uretra; presenta, adicionalmente, una porcion diseminada que penetra
en el muasculo uretral. Las glandulas bulbouretrales son pares, de forma ovoide.
Estan ubicadas a 7 cm u 8 cm de la prostata y lateralmente a la uretra, en la salida
pélvica. Cada glandula tiene un promedio de 1 cm de didmetro. En alpacas y llamas,

no existen glandulas vesiculares (Bravo et al., 2000).

1.5. Fisiologia reproductiva de la alpaca macho.

1.5.1. Pubertad.

Se define como la 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 et al,
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).
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1.5.2. Espermatogénesis.

La regulacion hormonal para la produccion de espermatozoides estd dada por GnRH
que estimula la adeno hipofisis que libera la LH, que en las células testiculares
intersticiales provoca la produccion de androgenos. También es liberada FSH
(Hormona Foliculoestimulante), cuyo blanco de accion celular son las células de
Sertoli con la consecuente produccion de ABP y andrégenos 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 divisién 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 a los espermatocitos tanto primarios y
secundarios que al dividirse se convierten esta vez en células haploides llamandose

espermatides (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; la
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 tabulo 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
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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 et al., 2002).

La ultima etapa testicular es la liberacién del espermatozoide y su consiguiente
almacenamiento y maduracién en los depdsitos epididimarios conocido como

espermiacion (Hafez, 2000).

1.6. Evaluaciones de los espermatozoides.

El éxito de las inseminaciones artificiales y los procesos de fertilizacion in vitro
tienen enormes repercusiones tanto econdémicas como bioldgicas y depende tanto de
la calidad como de la cantidad de espermatozoides depositados en el tracto

reproductivo de la hembra (Hancock J., 1951).

La estimacion de la calidad o de la evaluacion de espermatozoides requiere la
contrastacion y correlacion con datos de viabilidad, pardmetros de motilidad
espermatica, morfologia celular y grado de integridad celular (especialmente del

acrosoma) (Hancock J., 1951).

El desarrollo de pruebas de laboratorio que puedan anticipar de forma precisa el
poder fecundante de los espermatozoides en las especies domésticas y salvajes ha
sido un gran reto para los investigadores dedicados a las tecnologias reproductivas.
La evaluacion de los parametros fisiologicos y morfologicos que presentan los
espermatozoides es fundamental, ya que proporciona criterios sobre el destino de las
muestras, su forma de conservacion y su forma de aplicacion. Hoy en dia no existe
un método universal que pueda predecir la fertilidad de las muestras de

espermatozoides (Hancock J., 1951).
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1.7. Caracteristicas Seminales de la alpaca.

1.7.1. Macroscépicas.

Las caracteristicas macroscopicas del semen de camélidos sudamericanos, entre las
cuales se consideran, color, volumen, filancia, y pH. Estas caracteristicas del
eyaculado dependeréan del tipo de coleccién y de la manipulacion, asi como de las

caracteristicas (Bravo et al., 2000).

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 segun 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).

1.7.2. Microscopicas.
Las caracteristicas microscopicas mas importantes que se evaltian en el semen son
concentracion, motilidad, vitalidad y porcentaje de anormalidades.

Cuadro N° 1.1. Caracteristicas seminales microscopicas en alpacas

Método de Concentr,aplon Motilida Vitalidad
Autor coleccion espermatica d (%)
(ESP/mm3) (%)
Desviacién de
Quintano (2002) conductos 2 387 000 64.81 62.47
deferentes
Huanca y Gauly Vagina
80 000 -- --
(2001) artificial
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280 000 a5 750
Dévalos y Vagina 2a68.9 43a
000
Olazébal (2002 artificial 72.1
Allery col. Vagina
7 520 000 54.3 68.5
(2003) artificial
Gonzales y Copa. Vagina
2 870 000 25.7 31.8
(2003) artificial
Fernandez y col. Vagina
4 650 000 32.5 70.04
(2003) artificial

Fuente: (Pacheco J., 2008).

Motilidad espermatica.

La movilidad espermaética se considera el primer pardametro de calidad ya que el
transporte espermatico en el tracto femenino y la capacidad de penetracion del
ovocito, dependen en gran medida de este parametro. Sin embargo, la movilidad no
es sindnimo de capacidad fecundante ya que refleja Gnicamente una de las funciones
del espermatozoide, que es la actividad flagelar, mientras que otras estructuras
espermaticas (acrosoma, membrana espermatica) también intervienen en el proceso
de la fertilizacion. Por tanto, a pesar de ser indispensable para la fertilizacion, no
pronostica de forma precisa la capacidad fecundante del espermatozoide, debido
fundamentalmente a la valoracion subjetiva de dicho parametro, por lo que su
correlacion con la fertilidad oscila entre valores que van de 0 a 0,6 (Fiser y Fairfull,
1990).

También Se hace la observacion a un aumento de 100 a 400x, se ha reportado un

porcentaje de motilidad de 34.2 + 5.3 (Davalos y Olazébal, 2002).
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Viabilidad.

Es el porcentaje de espermatozoides vivos es de 34.3 = 4.2 por ciento (Davalos y
Olazabal, 2002).

1.8. Experiencias en el uso de dilutores en semen de camélidos

Los dilutores, son medios que deben realizar las funciones de aportar nutrientes
como una fuente de energia, proteger contra el efecto nocivo del enfriamiento
rapido, ser amortiguadores de tal manera que impidan los cambios perjudiciales en
el pH, mantener la presion osmatica apropiada y el balance electrolitico, inhibir la
proliferacion electrolitica, incrementar el volumen del semen y proteger a las células

durante el congelamiento (Hafez, 2000).

Practicamente todos los diluyentes para semen liquido o congelado tienen yema de
huevo o leche descremada o una combinacion de estas dos, como componentes
béasicos. Es posible que el suero sanguineo al igual que la yema de huevo ofrezca una
proteccion a la membrana del espermatozoide al congelamiento, que consistiria en
una interaccion de la superficie celular mas con los lipidos que con las proteinas

(Hafez, 2000).

La dilucion y conservacion del semen procura el mantenimiento de su capacidad

fertilizadora por un tiempo prolongado (De Alba., 1985).

Las funciones principales de cualquier dilutor es que debe proveer nutrientes para
los espermatozoides y ademas ser un vehiculo para que el semen se emplee en
programas de inseminacion artificial. A la fecha se han usado varios dilutores en

semen de alpacas, entre ellos se encuentran: leche descremada, fosfato salino
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tamponado, glucosa citrato, yema de huevo glucosa citrato, Triladyl y tris

tamponado (Bravo, 1998).

La congelacién de los espermatozoides procedentes de los conductos deferente de
camélidos en el buffer tris con diferentes proporciones de yema de huevo y glicerol,
a la descongelacion varié el indice de recuperacion del 18% al 43% dependiendo

del nivel de la yema de huevo (Pérez et al, 2004).

La yema de huevo citrato - glucosa parece ser el mejor dilutor para el semen de
alpacas por lo menos por dos horas siguientes a la coleccion del semen. Ademas,
sefiala que las caracteristicas especiales del eyaculado de los camélidos
sudamericanos domeésticos (alpacas y llamas) tienen una alta viscosidad lo que
dificulta la posibilidad tan facil de utilizar dilutores que son empleados en otras
especies para fines de su conservacién de la calidad del eyaculado, reportandose con
resultados alentadores el uso de enzimas como la tripsina y colagenasa para lograr la

dilucion de la viscosidad del semen colectado en alpacas (Bravo, 1998).

La albumina sérica bovina (BSA) y glucosa en la conservacion de semen refrigerado
de llamas, es posible utilizar para la conservacién de semen de Ilamas en
refrigeracion, con una motilidad mayor del 43% a las 24 horas (Huanca y Gauly,

2001).

En camélidos aun se viene investigando dilutores adecuados para trabajos de
congelamiento. (Bravo, 1998). Los dilutores que mantuvieron mayor numero de
espermatozoides vivos, en orden de importancia, fueron: tris tamponado 70%;

Triladyl 65%; yema de huevo, glucosa y citrato 8% (Vaughan et al., 2003).
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Una de las investigaciones reporta que utilizo citrato sédico, yema de huevo,
glucosa, penicilina, sulfato de estreptomicina para diluir semen de llama (Aller et al.,

2003).

1.9. Diluyentes mas usados para congelar semen de alpaca.

Los diluyentes para congelar semen deberan tener propiedades similares a los
diluyentes que se utilizan para el semen fresco; es decir, deben estar tamponados
contra los cambios de pH y tonicidad y contener una fuente de energia. Ademas,
debe contener una sustancia para proteger la membrana celular durante el
enfriamiento a 5 °C (yema de huevo) y un agente crioprotector (glicerol) para evitar

lesiones de la membrana durante la congelacion (Evans et al., 1990).

El diluyente debe contener sustrato metabdlico, generalmente sin azucar,
concentracion apropiada de electrolitos para proteger a los espermatozoides de los
cambios de pH y presion osmdtica. También debe tener componentes con alto pH
para proteger a las células espermaticas de los efectos nocivos del frio. Las células
en ausencia de sustancias crioprotectores sufren el llamado choque de frio, estas se
rompen y mueren porque durante la congelacion se forman en su interior cristales de
hielo y porque se lesiona su membrana, permitiendo la salida de potasio, ATP,
lipoproteinas, enzimas y otros constituyentes. La glicerina es una medida de
precaucion para que tal proceso no ocurra. Como amortiguadores para evitar que
baje demasiado el pH como consecuencia del propio metabolismo de los
espermatozoides, se emplea el citrato, fosfato y tris. La presidon osmdtica se
mantiene mediante la presencia de azUcares para evitar la ruptura de las células.
También son necesarios los antibioticos para controlar el crecimiento de bacterias y

micoplasmas (Evans et al., 1990).
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1.9.1. 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 la mezcla con
yema de huevo de gallina en diferentes proporciones (Aisen et al., 2002).

El dilutor a base de yema de huevo es uno de los mas usados por su excelente
capacidad de conservacion espermatica, gracias a sus componentes crioprotectores,

nutritivos, tamponantes y antimicrobianos (Evans et al., 1990).

Por otra parte, la yema de huevo al 20% tiene una adecuada capacidad
amortiguadora para mantener el pH neutro, evitando la acidificacion del medio y por

tanto la mortalidad espermatica (Evans et al., 1990).

La yema de huevo, debido a su accion protectora sobre los espermatozoides,
aumenta el metabolismo de la glucosa de manera que los espermatozoides ahorran
fructosa y tienen mayor energia durante su conservacion (Pérez F., 1985). Los
fosfolipidos de la yema de huevo protegen al esperma contra el shock por frio (Pérez

F., 1985).

1.9.2. Dilutor a base de TES.
Lleva una proporcion mayor de Tes acompafiado de Tris, citrato de sodio y una
proporcion de aproximadamente 20% de yema de huevo, todo se prepara con agua

ultra pura (Rodriguez, 2009).

1.9.3. Dilutor a base de leche.
Lleva como componente principal leche descremada con una proporcion pequefia de
yema de huevo de gallina y como fuente energética fructosa u otro azlcar (Santiani

et al., 2005).
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La fructosa es necesaria para la supervivencia de los espermatozoides en
condiciones anaerdbicas y esta relacionada con la motilidad inicial de los
espermatozoides, la leche descremada es considerada como otro componente de los
dilutores para la refrigeracion del semen, ya que su contenido proteico actia como
buffer del pH y puede proteger parcialmente los espermatozoides durante la

reduccion de la temperatura para su conservacion (Pérez F., 1985).

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 segun la finalidad de

dilucion.

1.10. Agentes antibacteriales.

Se busca evitar la variacion de pH por la flora que contiene el semen. En 1949, se
introduce el uso de antimicrobianos (Penicilina) como forma de controlar o
disminuir la carga bacteriana presente en el semen (Fernandez R., 2007). Se emplea
500 a 1000 Ul de penicilina por mililitro de dilutor y 500 a 1000 pg de
estreptomicina por mililitro de dilutor (Pérez F., 1985). La penicilina contra
microorganismos gram positivos y la estreptomicina contra gram negativos (Sumano
y Ocampo. 1997).

Los antibidticos son requeridos por ley para ser afiadidos al dilutor. La Directiva
88/407 de la Unién Europea especifica 500 pg de estreptomicina, 500 Ul de
penicilina, 150 pg de lincomicina y 300 pg de espectinomicina por ml o una
combinacion alternativa de antibiéticos con un efecto equivalente contra

Campylobacter, las leptospiras y los micoplasmas (Pérez F., 1985).
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1.11. Diluyentes comerciales.

Los diluyentes comerciales importados (AndroMed®, Triladyl®, etc.) tienen un
elevado precio lo cual puede limitar el congelamiento de semen a baja escala; sin
embargo, su uso se justifica ya que cuenta con ingredientes de alta calidad,
comparados a los elaborados en forma casera; los cuales pueden tener fallas en su
elaboracion y calidad de ingredientes a pesar de su bajo costo (Santillana y Garcia.,

2001).

1.11.1. Andromed®.

AndroMed® es un diluyente libre de yema de huevo, desarrollado para la
preparacion, tanto de semen fresco como de semen bovino congelado. No contiene
ingredientes de origen animal y no presenta riesgo de contaminacion microbioldgica

(AndroMed® 2015).

Produce altas tasas de fertilidad. Es muy facil de preparar, ademas sus costos son
bajos. Los ensayos para probar las tasas de fertilidad de semen tratado con
AndroMed® han producido resultados excelentes. Las ventajas de este medio, libre
de yema de huevo, incluyen el facil manejo, la calidad estandarizada y la seguridad
microbiolégica. No existen mas inmuno-reacciones. Ademas, la composicion
quimicamente estandarizada de este diluyente lo hace mas adecuado para
procedimientos de control de calidad y muy atractivo como medio basico para

investigacion biotecnoldgica (AndroMed®, 2015).

AndroMed® también permite certificar partidas de semen para la exportacion a
paises que no permitan la importacion de medios que no contienen yemas de huevo

(AndroMed®, 2015).
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La alta calidad de AndroMed® ha sido demostrada en extensos ensayos bajo

condiciones controladas, como igualmente en muchos centros de inseminacion

artificial que han incorporado el uso de este diluyente (Muller F., 2001).

Cuadro 1.2. Comparacion de criterios de calidad en diluyentes de semen.

Crioprotector

Nueva generacion de

Factor convencional (con yema | crioprotectores (sin yema de
de huevo) huevo
Estandar de calidad . +
Certificacion de
) - +
partidas
Contaminacion
) Posible -
bacteriana
Progesterona,
Hidroxy-progesterona,
+ -
Pregnenolona
Manejo . +
Evaluacion
. . +/- +
microscopica
Evaluacion asistida
) +/- +
computacionalmente
Utilidad como medio
+/- +
para semen fresco
Utilidad como
+ +

Crioprotector

Fuente: (Muller F., 2005).
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1.11.1.1. Protocolos de produccion eficiente.

La preparacion es simple: se requiere afiadir 800 ml de agua destilada al contenido
de 200 ml de un frasco de AndroMed®. La microscopia es mas eficiente donde
AndroMed® es un medio altamente transparente que entrega iméagenes de semen
extremadamente claras bajo el microscopio. Los eyaculados de calidad cuestionable
pueden ser detectados y evaluados facilmente, en base a un estandar de seleccién

definido (AndroMed®, 2015).

1.11.1.2. Amplio rango de aplicacion.

AndroMed® también es apropiado para la preservacion de semen fresco a +5°C
hasta +10°C. En la investigacion celular, AndroMed® es recomendable cuando se
utilizan los espermatozoides como modelo, debido a que su composicion
estandarizada lo hace apto para el analisis computacionalmente asistido (CASA —

computer-assisted semen anlysis) de semen (AndroMed®, 2015).

1.11.1.3. Composicién.

AndroMed® contiene fosfolipidos, TRIS, &cido citrico, azlcares, antioxidantes,
tampones, glicerina, agua de altisima pureza y antibidticos, de acuerdo a la Directiva
de CE 88/407 (Tilosina, Gentamicina, Espectinomicina, Lincomicina) (AndroMed®,

2015).

1.11.1.4. Estandar de produccion y control de calidad.

Todas las materias primas utilizadas en la produccion de AndroMed® son
producidas segun normas GMP y DIN ISO 9001:2000 y certificadas segun

estandares Ph Eur, BP 0 USP. Ellas son sometidas a pruebas de calidad basadas en
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las directrices para sustancias farmacéuticas, cumpliendo todos sus requerimientos.
Los componentes individuales de cada partida de diluyente son controlados quimica-
y fisicamente y también en cuanto a su aptitud para la conservacion de semen, en
laboratorios independientes bajo la supervision de veterinarios especializados. Los
certificados de analisis y los protocolos de las pruebas garantizan un rastreo
completo. Es posible obtener un certificado general de calidad, como también

certificados de partidas individuales (AndroMed®, 2015).

La congelacion de pajuelas se efectla sobre rampas en vapor de Nitrogeno, a una
altura de 4 cm sobre el nivel del Nitrégeno liquido, o en un congelador de semen

profesional con una temperatura inicial de -120°C (AndroMed®, 2015).

El proceso de congelacién en un congelador automatico debiera extenderse por al
menos 7 minutos con mini-pajuelas (0,25 ml) y 10 minutos con pajuelas medianas

(0,5 ml) (AndroMed®, 2015).

1.11.2. Triladyl®.

Medio de conservacion para la congelacién de semen bovino (Triladyl®, 2015).

1.11.2.1. Estandar de la industrial internacional.

Desde su lanzamiento al mercado en el afio 1974, este diluyente se ha establecido
como un medio clasico para la produccion de semen bovino. Con Triladyl® también
se ha podido congelar una serie de eyaculados de otros mamiferos, como ovinos,
caprinos, camélidos y caninos, como igualmente de diversas especies exoticas

(Triladyl®, 2015).
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1.11.2.2. Aplicacion eficiente.

La tasa de dilucion para los eyaculados permite un amplio rango de variacion, sin
comprometer los resultados de fertilidad. Triladyl® se utiliza con buenos resultados
en diluciones con baja concentracion espermatica (menos de 10 millones de
espermios/dosis) como también para la dilucion de eyaculados con baja

concentracion celular (Triladyl®, 2015).

1.11.2.3. Composicion.

Triladyl® es un buffer que contiene TRIS, acido citrico, azucar, glicerina, agua
purisima y antibidticos, de acuerdo a la Directiva 88/407 de la UE (Tilosina,
Gentamicina, Espectinomicina, Lincomicina). Triladyl® CSS no contiene
antibidticos. Sin embargo, se dispone de un Cocktail de antibi6ticos en polvo (Art.
N° 13500/0005), adecuado para el procesamiento de semen en dilucion de 1 paso, de

acuerdo a la norma CSS (Triladyl®, 2015).

1.11.2.4. Recomendaciones para la aplicacion.

Coleccion de semen: Al momento de la coleccidn, la temperatura interna de la
vagina artificial no debe superar los +43° C, para evitar dafios celulares producidos

por temperatura excesiva (Triladyl®, 2015).

Preparacion del diluyente final: El diluyente listo para su uso se compone de una
parte de Concentrado de Triladyl®, tres partes de agua de alta pureza y una parte de
yema de huevo, de modo que el diluyente contiene 20% de yema de huevo
(Triladyl®, 2015). Se comienza la preparacion vaciando un frasco completo de

Concentrado de Triladyl® en una probeta graduada, agregandole 750 ml de agua de
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alta pureza. Esta solucion madre es estable y puede conservarse a temperatura de +5°

C por hasta una semana (Triladyl®, 2015).

A continuacion se separa completamente la yema de huevo fresca de la clara de

huevo y de sus membranas y se pesan 250 g en una balanza (Triladyl®, 2015).

La solucion madre es luego agregada en varios pasos a la yema de huevo,
mezclandola cuidadosamente. Para el desarrollo completo de las cualidades de
conservacion del Triladyl®, debe cuidarse de que la solucion madre sea adicionada a
la yema de huevo y no en sentido contrario. El diluyente es filtrado a continuacion

por un filtro de diluyente estéril 0 una compresa de gasa estéril (Triladyl®, 2015).

Pre dilucién y dilucién del semen: Después de la coleccion, el eyaculado es puesto
en una bafio-maria a +28°C hasta +32° C. Tras el examen macroscopico y la
evaluacion al microscopio, el eyaculado es pre diluido dentro de su vaso de
coleccidn en proporcion 1:1, vertiendo lentamente el diluyente a lo largo de la pared
del vaso. Una vez calculado el volumen total del diluyente, el semen pre diluido es
vertido a lo largo de la pared interna a un envase temperado de mayor tamafio,

previamente enjuagado con diluyente (Triladyl®, 2015).

A continuacion se adiciona el volumen de diluyente faltante al semen pre diluido,
agitando suavemente el envase para favorecer la dispersion homogenea del semen en
el diluyente. En lugar de efectuar las diluciones en probetas graduadas, es preferible
el uso de una balanza electronica o del sistema de dosificacion “Smart Dispenser”

(Triladyl®, 2015).

El semen, el diluyente y los envases de vidrio deben estar siempre a igual

temperatura que el semen, para evitar un shock térmico de las células espermaticas.
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El semen pre diluido puede retirarse del bafio maria para continuar su procesamiento

a temperatura ambiente. El envasado se efectla a temperatura ambiente (Triladyl®,

2015).

Cuadrol.3. Componentes de los diluyentes AndroMed® y Triladyl®.

ANDROMED®

TRILADYL®

Agua bidestilada

Agua bidestilada

Fructosa Fructosa
Glicerol Glicerol
Acido citrico Acido citrico
Buffers Tris

Fosfolipidos (Lecitina de soja)

Fosfolipidos (Lecitina de yema de huevo)

Espectinomicina

Espectinomicina

Lincomicina Lincomicina
Tilosina Tilosina
Gentamicina Gentamicina

Fuente: Minitube, 2015.

1.12. Principios generales de la criopreservacion de semen

La preservacion del semen en diversas especies es un importante campo de
investigacion, tanto para facilitar las posibilidades de reproduccion de diversos
individuos y asi salvaguardar las caracteristicas genéticas encaminadas a la mejora
de las especies, como para la conservacion de muchas especies y razas que estan en

extincién o cuentan con pocos ejemplares (Polge et al., 1949).

El proceso de refrigeracion forma parte del proceso de congelacion del semen; sin
embargo, también puede utilizarse como método de conservacion a corto plazo para

lo que necesita medios diluyentes adecuados que deben contener componentes
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especificos, es decir, una solucién tampodn, sales, azucares y sustancias que aporten
una cierta proteccion de la membrana contra el descenso de temperatura, como la

yema de huevo (Polge et al., 1949).

A diferencia de la refrigeracion del semen, el proceso de congelacion necesita
también del empleo de un agente crioprotector que permita un descenso mayor de la
temperatura. Desde el descubrimiento del glicerol como agente crioprotector

efectivo (Polge et al., 1949).

En el establecimiento de las técnicas basicas de criopreservacion, el semen de una
variedad de especies se congela y utiliza con éxito en la inseminacion artificial. Sin
embargo y con excepcion de los bdvidos, la utilizacion generalizada de semen
congelado no se ha extendido en las otras especies domésticas. En parte porque los
protocolos de congelacion no proporcionan resultados aceptables de fertilidad (Parks

y Graham, 1992).

La reduccion de la temperatura por debajo de los 37°C vy, principalmente, de los
20°C induce una serie de alteraciones de naturaleza biofisica en el espermatozoide

(Amann y Pickett, 1987).

El mayor desafio para las células en el proceso de congelacion no es resistir a las
bajas temperaturas del nitrogeno liquido, sino mantener la viabilidad en un rango de
temperaturas, entre los —15 y —60°C, que las células experimentan por dos ocasiones,
es decir, durante la congelacion y durante la descongelacion. A —196°C no se
producen reacciones téermicas, puesto que debajo de los —130°C no existe agua en el

estado liquido (Mazur, 1984).
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1.13. 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 et al., 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 et al., 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 azUcares disacaridos como trehalosa y sucrosa (Hammerstedt et al.,
1990), los cuales pueden proporcionar estabilidad de la membrana debido a su
capacidad para asociarse a las membranas mas fuertemente que un crioprotector
permeable pudiendo causar remocién parcial del agua del espermatozoide, y asi

reducir la posibilidad de formacién de hielo intracelular (Anchordoguy et al., 1987).

1.13.1. 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 et al., 1953).
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Por resistencia la porcidn lipidica constituida por los fosfolipidos, lecitina y cefalina,
es efectiva en la proteccion contra el chogue térmico; la lecitina es el principal
fosfolipido protector y, por conservacion consigue la supervivencia del

espermatozoide (Blackshaw, 1954).

Ademaés 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).

1.14. Dilucién de semen.

La respuesta de los espermatozoides a los procesos de congelacion-descongelacion
varia entre las especies, e incluso entre individuos dentro de una misma especie.
Esto parece ser debido a diferencias en la composicion de las membranas, lo cual
determina requerimientos especificos entre especies en la composicion de los

diluyentes (Garden J., 1992).

La dilucién del semen se realiza por razones técnicas y bioldgicas. La primera para
incrementar el volumen de eyaculado e inseminar un gran nimero de hembras (uso
intensivo del padre) y la segunda para proporcionar nutrientes, un sistema
amortiguador a los cambios de pH y un ambiente isotonico a las células
espermaticas. Ademas, protegen a los espermatozoides del shock por frio y contra

las injurias de la congelacion (Evans y Maxwell, 1990).

1.15. 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
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investigacion que se ocupan del desarrollo de este aspecto de la investigacion en el
Per0. Hoy en dia se sigue buscando las formas de elevar los parametros seminales
pos descongelacién, como el problema de la viscosidad seminal que ha posibilitado
la 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 la 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. ElI 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 Il
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 Céceres 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, precipitacion pluvial

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

2.2. Duracién.

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

INIA-Ayacucho.
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2.3. Muestra.

Para el presente estudio se utilizaron 100 testiculos provenientes de 50 alpacas

machos mayores a 2 afios de edad.

2.4. Materiales.

2.4.1. De laboratorio

v"alcohol polivinilico

v 100 pajillas francesas de 0.5 cc

v" 01 Caja de Guantes de Latex.

v" 01 Pipetas automaticas de 0-10, 10-20, 20-100 y hasta 1000 microlitros (ul).
v" 50 tubos Falcon de 15 ml.

v 01 Placas Petri pequefia, mediana y grande.

v" 01 Caja de jeringas desechables de 1, 5, 10, 15y 20 ml.
v 01 Caja de pipetas estériles de 5y 10 ml.

v Agujas21Gx1y1/2”,18Gx 1y1/2”,

v’ Cémara de Neubauer.

v' Laminas cubreobjetos y portaobjetos.

v Tips para micropipeta de diferentes capacidades.

2.4.2. Equipos

v Balanza analitica.

v" Equipo de Bafio Maria.

v' Esterilizador de calor himedo (autoclave).

v’ Estufa.

v" Microscopio.
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v Platinas térmicas.

v Refrigerador.

v" Tanque criogénico de nitrégeno liquido de 33 litros.
v" Termocupla o termdmetro de lecturas bajo cero.

v' Termémetro digital.

2.4.3. De Campo.

v' Libretas de apuntes.

v 01 Equipo de diseccion.
v 01 Mameluco.

v 01 par de Botas de jebe.

2.4.4. Material bioldgico.
v' Testiculos de alpacas obtenidos en el camal Pilpichaca.

v Huevo fresco de gallina

2.4.5. Dilutores o extensores.

v" Dilutor AndroMed®.
v Dilutor Triladyl®.

v Dilutor en Base tris (preparado con yema de huevo).

2.4.6. Otros.

v" 01 Guardapolvo blanco
v' 01 Cémara digital.
v 01 paquete de gorras descartable.

v" 01 caja de mascarilla quirtrgica.
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01 Caja de Hojas de Bisturi N°21

03 Litros Nitrogeno liguido

04 Rollos de papel toalla absorbente.

Hervidora eléctrica.

01 de bolsas pléasticas.
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2.5.

2.5.1. Procedimiento experimental: se realiz6 como muestra la figura N° 2.1.

Metodologia.

Figura N° 2.1. Flujo de congelacion de espermatozoides del epididimo de

alpacas.

Recoleccion y traslado de testiculos de alpacas del
matadero de Pilpichaca-Huancavelica.

Diseccidn de testiculos, para la obtencion del epididimo

Obtencidn de espermatozoides de la cola del epididimo.

Dilucion de espermatozoides en cada uno de los dilutores
(Andromed®, Triladyl® y Tris-yema de huevo)

Refrigeracion de los espermatozoides

Llenado y sellado de pajillas

>

ot

Congelacién de espermatozoides

F

i,

Post descongelacion de espermatozoides y evaluacion de
espermatozoides.

Fuente: Elaboracion Propia
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2.5.1.1. Preparacion de dilutores y materiales de laboratorio.

La preparacion de dilutores antes del viaje al matadero de Pilpichaca-Huancavelica
fue de la siguiente manera:

a. Andromed®.- Es un dilutor libre de yema de huevo indicado para procesamiento
seminal de rumiantes, especialmente bovinos (Minitube, 2015). AndroMed®
contiene fosfolipidos, TRIS, &cido citrico, azlcares, antioxidantes, tampones,
glicerina, agua de altisima pureza y antibidticos (Tilosina, Gentamicina,
espectinomicina, lincomicina). Para lograr las propiedades dptimas 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 °C y +32 °C

. 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 volimenes menores, siempre
que se mantenga la proporcién de 4 partes de agua con 1 parte de concentrado.

. En un tubo falcon de 15 ml se afiadi6 4ml de agua de transferencia o
bidestilada, inmediatamente a esta se le agrega 1ml de dilutor AndroMed® luego se
hiso un movimiento ligero para homogenizar.

b. Triladyl®.- Medio de conservacion para la congelacion de semen bovino. es un
buffer que contiene TRIS, &cido citrico, azucar, glicerina, agua purisima y
antibioticos, de acuerdo a la Directiva 88/407 de la UE (Tilosina, Gentamicina,
Espectinomicina, Lincomicina). Triladyl® CSS no contiene antibidticos. Sin

embargo, se dispone de un Cocktail de antibioticos en polvo (Art. N° 13500/0005),
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adecuado para el procesamiento de semen en dilucién de 1 paso, de acuerdo a la
norma CSS.

. Preparacion del diluyente final: El diluyente listo para su uso se compone de
una parte de Concentrado de Triladyl®, tres partes de agua de alta pureza y una parte
de yema de huevo, de modo que el diluyente contiene 20% de yema de huevo. 750
ml de agua bidestilada, 250ml de Triladyl® y 2509 de yema de gallina.

. Resumidamente en un tubo falcon de 15 ml se puso 7.5 ml de agua bidestilada
mas 2.5 ml de Triladyl® y finalmente 2.5 ml de yema de huevo de gallina fresca.
Luego se mezcl6 cuidadosamente y se calentd a un estado de 30 °C. finalmente se
filtré el medio gracias a filtros especiales de transferencia.

c. Tris Base-yema de huevo.- La cual tiene entre sus ingredientes Tris
(Hidroximetil amino metano), &cido citrico y fructosa los cuales son preparados en
agua bidestilada completando la mezcla con yema de huevo de gallina en diferentes
proporciones (Aisen y col., 2002). El dilutor a base de yema de huevo es uno de los
mas usados por su excelente capacidad de conservacion espermatica, gracias a sus
componentes crioprotectores, nutritivos, tamponantes y antimicrobianos.

« En un tubo falcon de 15 ml se puso 0.36 de Tris Base, 0.19gr de Acido citrico,
0.05gr de fructuosa, 8.5 ml de agua bidestilada o transferencia, 1.5 ml de yema de

huevo fresco de gallina y 0.1 ml de antibiotico Gentamicina.

2.5.1.2. Recoleccion y traslado de testiculos de alpacas del matadero de
Pilpichaca-Huancavelica.

Se consider6 machos mayores de 2 afios, una vez que las alpacas fueron beneficiados

y desangrados se procedio a la extraccion, para lo cual se utiliz6 un bisturi se corté a

nivel del escroto luego se divulsiono hasta exponer los dos testiculos. Luego se cortd
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el corddn espermatico y se obtuvo los testiculos. Finalmente los testiculos fueron
envueltos con papel toalla puestos por pares en una caja de polietileno. Para su
posterior traslado hasta la ciudad de huamanga, al laboratorio de biotecnologia

reproductiva INIA Ayacucho.

2.5.1.3. Diseccidn de testiculos para la obtencion del epididimo.

Antes de empezar con este procedimiento se prepard los materiales necesarios para
su realizacion.

La diseccion de testiculos se realizd en el laboratorio de biotecnologia reproductiva.
Primeramente, se sacO de la caja aislante todo los testiculos los cuales fueron
limpiados en pares respectivos, cada par corresponde a un macho. Luego con una
hoja de bisturi se hizo un corte de la tanica vaginal en la parte del cuerpo y de esta
manera se obtuvo la cola del epididimo.

En la mesa de trabajo se coloc6 una platina térmica graduada para que llegue a los
38°C, inmediatamente se puso las microplacas de Petri rotuladas respectivamente.

Es aqui donde los Dilutores se sacaron de la refrigeradora y se pusieron en el bafio

maria hasta llegar a 37 °C.

2.5.1.4. Obtencion de espermatozoides de la cola del epididimo.

Con una hoja de bisturi se hizo cortes longitudinales a nivel de la cola del epididimo,
donde se encuentra la mayor concentracion de espermatozoides viables, de esta
manera se obtuvieron los espermatozoides. Luego se prendié el microscopio.
Posteriormente se afiadié con una micropipeta de 1000 ul los dilutores que estaban

atemperados en el bafio maria, 2ml de Andromed en una microplaca, 2ml de Triladyl
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en otro y 2 ml de Tris preparado con yema de huevo de gallina en otra microplaca

rotulado. Se repite dependiendo de la muestra.

2.5.1.5. Dilucion de espermatozoides en cada uno de los Dilutores.

La dilucion se realizo de la siguiente manera.

La cola del epididimo que estaba cortados longitudinalmente se sumergio 2 veces en
las microplacas que contenian dilutor primero en Andromed, Triladyl y Base Tris
con yema de huevo. Luego con un suave movimiento se homogenizo6 y se colocé en

la platina térmica a temperatura 37 °C.

2.5.1.6. Evaluacién microscopica antes del refrigerado.

2.5.1.6.1. Analisis microscopico.

Motilidad. Se colocd con una micropipeta 0.5 ul de la dilucion sobre una lamina
portaobjetos que se encontraba en una platina atemperado y se observé en el
microscopio a un aumento de 100 y 400x.

Porcentaje de vivos (vitalidad).

Se tomo 0.5 ul de la dilucién y 0.5ul de solucién acuosa de tincién de eosina 5% y
nigrosina 10% precalentada a 37 °C, se mezcld sobre una lamina portaobjetos
atemperada y se realizd un frotis el cual se dejo secar por 1 minuto y se observo al
microscopio a un aumento de 100x, 400X se contd vivos y muertos. Se hizo con un
aumento mayor para observar espermatozoides muertos de color rojo violeta y los
ViVvOs que se observan transparentes con la cabeza brillante.

Con una micropipeta de 1000 ul se deposita en tubos Ependorf rotulados la dilucién
sobrante. Luego de depositar toda la dilucion en los tubos Ependorf se deja por 10

minutos a temperatura ambiente para que de esta manera la temperatura del dilutor
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con los espermatozoides desciende gradualmente, ya que si se procede a refrigerar
inmediatamente ocasionaria un shock térmico, conllevando a la muerte de los
espermatozoides. Finalmente se llevaron a refrigeracion a unos 5°C por un periodo
de 12 a 16 horas para el analisis del dia siguiente.

Concentracion.

Con una micropipeta de 100 microlitros se aspird 95 microlitros agua y se deposito
en un tubo de microcentrifuga seguidamente se aspird con otra micropipeta de 10
microlitros, 5 microlitros de la dilucién de los tubos Ependorf y se mezclan para
dispersar uniformemente los espermatozoides.

Se llend el preparado en la camara de Neubauer en ambos campos con la misma
muestra en el cual se hizo el conteo una vez los espermatozoides hubieran reposado
por 5 minutos.

La concentracion se calculd 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 espermatozoides en 0.9 ml de suero fisiol6gico = 10.

2.5.1.7. Refrigeracion de los espermatozoides.

La dilucion fue depositada en tubos Ependorf, colocados ordenamente en gradillas de
tecnoport. Seguidamente 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 éptima de 0.5 a 0.6
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°C/minuto para evitar el shock térmico. Luego se llevaron a refrigeracion a 5°C por
14 a 16 horas.

2.5.1.8. Llenado y sellado de pajillas.

Para el llenado de las pajillas de 0.50, con los espermatozoides diluidos, fue
mediante succion hasta el punto limite de la pajilla. Después de succionar se sacude
y se expulsa unas gotas para el llenado exacto. Luego se sella con alcohol
polivinilico. Finalmente se rotuld con los respectivos tratamientos y se colocan en un

envase conteniendo agua helada. Luego se llevan a congelacion.

2.5.1.9. Congelacién de espermatozoides

Los espermatozoides envasados se congelaron por la acciéon del frio dentro del
tanque criogénico (Mendoza, 2015), temperatura mas baja cuanto mas préximo al
nitrégeno liquido.

Las pajillas llenadas que estaban dentro de la cubeta con hielo a 5 °C fueron sacados
uno por uno, luego secados perfectamente antes de ser colocados en una canastilla
adaptada y enfriada. Luego la tapa se cerrd con cinta maskingtape para evitar la
flotacion de las pajillas con los espermatozoides en el nitrogeno, al momento de la
inmersion final de la canastilla.

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

Las pajillas colocados y tapados en la canastilla modificada se bajaron por tres
tiempos a razon de 3 cm cada 5 minutos hasta su completa inmersion. Esto para
completar el proceso de congelacion a -196 °C.

Vale decir que la canastilla se coloc6 a una altura de 10 centimetros sobre el

nitrégeno liquido al principio del proceso de congelacion.
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Los tres 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.

2.5.1.10. Descongelacién y evaluacion de espermatozoides.

En un primer momento los espermatozoides refrigerados a temperatura de 5 °C se
evaluaron en su motilidad antes de ser congelado mediante observacién microscopica
a 100 y 400x, con una micropipeta, se saco de los tubos viales 0.5 microlitros y se
colocé sobre una lamina porta objetos y se observé al microscopio para evaluar la
motilidad correspondiente. Esto con la finalidad de congelar muestras con altos
porcentajes de motilidad.

Igualmente la evaluacion post descongelacion de la motilidad se hizo tomando cada
pajilla congelado de cada tratamiento pocos minutos después y sumergiéndolo en un
termo conteniendo agua caliente a 38 °C por espacio de un minuto aproximadamente.
Se tomo algunas gotas las cuales se colocaron en una laminilla precalentada y se

evalué a aumentos de 100 y 400x.
2.6. Disefio estadistico:

Se utiliz6 estadigrafos de tendencia central (promedio)y de dispersion (desviacion
estandar, coeficiente de variabilidad, maximos y minimos), a la vez los datos
obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza (ANVA) partiendo de un
Disefio Completamente al azar (DCA) cuyo modelo aditivo lineal (Kaps and

Lamberson, 2004) es la siguiente.

yij:u+Di+ei]'

45



Donde:

yij = Eslavariable respuesta (motilidad y vitalidad).

u = Es la media general o constante comdn.

D; = Es el efecto del factor dilutor.

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

Para la comparacion de medias en caso se encontrase diferencia significativa al
ANVA se utilizé 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) y se han tabulado los cuadros utilizando Software Microsoft

Excel.
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Motilidad de espermatozoides epididimarios pre-refrigeracién en alpacas

(Vicugna pacos).

La coleccion de testiculos y epididimos representan la etapa inicial de este proceso,

se colectaron de machos de diferentes edades y condiciones fisiologicas, los cuales

fueron obtenidos del matadero Municipal de Pilpichaca, Provincia de Huaytara,

Departamento de Huancavelica, una vez en el

laboratorio se hizo cortes

longitudinales y fueron sumergidos en los tres Crioprotectores (Andromed®,

Triladyl® y Base Tris). Se evalué la motilidad con cada crioprotector como se

muestra en el cuadro N° 3.1

Cuadro N° 3.1. Motilidad de espermatozoides epididimarios pre-refrigeracion

en alpacas.
TRATAMIENTO | N | PROMEDIO+DS | CV (%) | MINIMO | MAXIMO
ANDROMED® | 17 27+8.85° 32.7 15 45
TRILADYL® 17 24.7+7.17° 29.4 15 40
BASE TRIS 16 16.88+4.43" 26.22 10 25

2P iterales similares en la misma columna indican que no hay diferencia significativa (p=0.05),

prueba tukey.
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El cuadro N° 3.1 muestra los resultados de la motilidad de espermatozoides
epididimarios pre refrigeracion en alpacas, procesadas con los tratamientos
Andromed®, Triladyl® y Base Tris, en los cuales se obtuvo en promedio 27+8.85%,
24.7£7.17% y 16.88+4.43% vy coeficientes de variabilidad de 32.7%, 29.4% vy

26.22% respectivamente.

Se puede apreciar que existe una diferencia significativa entre la utilizacion de los
tratamientos Andromed®, Triladyl®, sobre el tratamiento en Base Tris, estas debidas

fundamentalmente a su composicion de cada uno de estos dilutores.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion son inferiores a los
reportados por Ordofiez y col. (2015), quienes reportan una motilidad inicial de
57.96%, 57,96% y 57.96% de espermatozoides en semen fresco de alpacas para
dilutores Andromed®, Triladyl® y Base Tris. Esta diferencia se debe a que las
muestras de espermatozoides fueron obtenidas directamente del lugar donde se

almacenan de la cola del epididimo.

Los resultados obtenidos son inferiores a lo reportado por Choez K. y col; (2014),
quienes reportaron una motilidad inicial de 56+14.03% y utilizaron como dilutor
leche descremada-yema de huevo y fructuosa para la recuperacion y dilucion de los
espermatozoides epididimarios. Esta diferencia se deberia al proceso de transporte de
las muestras, dado que las muestras obtenidas en el presente estudio fueron

transportadas solamente en papel toalla y a una temperatura de 5°C.

48



3.2. Motilidad de espermatozoides epididimarios post refrigeracion en alpacas

(Vicugna pacos).

La refrigeracion de espermatozoides obtenidos de epididimos fue por un tiempo de

12-16 horas obteniéndose los resultados que se muestran en el Cuadro N° 3.2.

Cuadro N° 3.2. Motilidad de espermatozoides epididimarios post refrigeracion

en alpacas.
TRATAMIENTO| N |PROMEDIO+DS | C.V (%) | MINIMO | MAXIMO
ANDROMED® | 17 51.47+12.22° 23.74 30 75
TRYLADIL® | 17 | 43.23+10.30*" 23.82 30 60
BASE TRIS 16 39.38 +7.72° 19.60 25 50

#Literales similares en la misma columna indican que no hay diferencia significativa (p>0.05), prueba

tukey
El cuadro N° 3.2 muestra los resultados de la motilidad de espermatozoides
epididimarios post refrigeracion en alpacas, procesadas con los tratamientos
Andromed®, Triladyl® y Base Tris, en los cuales se obtuvo en promedio
51.47+12.22%, 43.23+10.30% y 39.38+7.72% Yy coeficientes de variabilidad de

23.74%, 23.82% y 19.60% respectivamente.

Se puede apreciar que no existe una diferencia significativa entre la utilizacion de los
tratamientos Andromed® y Triladyl®, tampoco entre el tratamiento Triladyl® y el
tratamiento en Base Tris, pero si existe diferencia estadistica entre el tratamiento
Andromed® y el tratamiento Base Tris. Esta diferencia se debe a que en la
refrigeracion los espermatozoides captan los nutrientes necesarios de los dilutores
comerciales para su adaptacion y sobrevivencia, es por ello que se eleva el porcentaje

de motilidad en este proceso.
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Los resultados obtenidos son superiores a los reportados por Ordofiez C. y col.
(2015), quienes reportan una motilidad progresiva post refrigeracion de 1.91.0%,
46.94% vy 43.02% de espermatozoides en semen refrigerado de alpacas en los
dilutores Andromed®, Triladyl® y Base Tris, respectivamente. Esta diferencia se
deberia a que en el presente trabajo de investigacion las muestras de
espermatozoides fueron obtenidas directamente del lugar donde se almacenan (Cola

del epididimo).

Mendoza A. (2013), reporta una motilidad post refrigeracion de espermatozoides de
56.2% con el dilutor Andromed® en semen colectado con maniqui de alpacas. Estos
resultados son semejantes a los encontrados en la investigacion realizada donde se
obtuvo como promedio 51.47+12.22% con el tratamiento Andromed®. Esta
semejanza se debe mayormente a que los espermatozoides reaccionan mejor con el

dilutor Andromed debido a su composicion.

3.3. Motilidad de espermatozoides epididimarios post descongelacién en alpacas

(Vicugna pacos).

Cuadro N° 3.3. Motilidad de espermatozoides epididimarios post descongelacion

en alpacas.
TRATAMIENTO | N |PROMEDIO+DS| C.V (%) | MINIMO | MAXIMO
ANDROMED® 17 22.24+6.22° 27.97 15 35
TRYLADIL® 17 16.82+5.28° 31.4 10 28
BASE TRIS 16 17.50+4.83° 27.6 10 25

®Literales similares en la misma columna indican que no hay diferencia significativa (p>0.05), prueba

Tukey
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El cuadro N° 3.3 muestra los resultados de la motilidad de espermatozoides
epididimarios post descongelacién en alpacas, procesadas con los tratamientos
Andromed®, Triladyl® y Base Tris, en los cuales se obtuvo promedios de
22.24+6.22% 16.82+5.28% y 17.50+4.83% y coeficientes de variabilidad de 27.97%,

31.4% y 27.6% respectivamente.

Se observa que existe diferencias estadisticas significativas entre el tratamiento
Andromed® y el tratamiento Triladyl® (p>0.05), asi mismo existe diferencia
estadistica entre el tratamiento Andromed® y el tratamiento en Base Tris (p=0.05),

pero no hubo diferencias entre el tratamiento Triladyl®y Base Tris (p>0.05).

Los resultados obtenidos son similares a los reportados por Banda y Col. (2010),
quienes reportaron una motilidad de 14.0+7.5%, 8.6+3.8% y 17.0+4.3% Yy utilizaron
dilutores Tris, Tes y leche descremada. De igual manera Choez K. y col. (2014),
reportaron una motilidad de 17.50+£13.79% 5.846.60% y de 20.5+9.26% para
dilutores en base Tris con una concentracién de 0.75Molar de Glicerol, Etilenglicol
y DMSO respectivamente. Los resultados obtenidos se deberian a la similar
composicion del dilutor en base Tris utilizado en el presente trabajo y existiendo una

diferencia numérica a favor de los dilutores comerciales Andromed®, Triladyl®.

Marino T. y Col. (2015), reportaron una motilidad pos descongelado de 31.1+8.5%,
8.316.9% y de 23.9+8.3%, quienes utilizaron un dilutor en base Tris de leche
descremada-yema de huevo y fructuosa, como crioprotectores DMSO, Etilenglicol y

Glicerol a una concentracion de 0.9M de respectivamente.

Estos resultados son superiores a los encontrados en la investigacion realizada donde

se obtuvo como promedio 17.50+4.83 con el tratamiento Base Tris, esto
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probablemente se deberia a la concentracion del crioprotector en un 7% de glicerol

utilizado en la investigacion y el método de congelacion y descongelacion.

Ordofiez C. y col. (2015), reportaron una motilidad progresiva post descongelacion
de 0.00%, 15.69% y 11.08% de espermatozoides en semen descongelado de alpacas
con los dilutores Andromed®, Triladyl® y Base Tris. Esta diferencia se debe al
método de obtencion de las muestras, dado que Ordofiez C. y Col. (2015), colectaron
semen por electro eyaculacion y en la investigacion las muestras fueron obtenidas

directamente de la cola del epididimo.

Laruta y Col. (2015), reportaron una motilidad espermatica post descongelamiento
de 17.03 % y 0.0% en semen de llamas, en este trabajo utilizaron como dilutores

Base Tris-Acido citrico-fructuosa-yema- glicerol y Andromed®.

Los resultados obtenidos en el siguiente trabajo de investigacion muestran que hay
una ligera similitud con el tratamiento Base tris donde se obtuvo como promedio
17.50+4.83%, pero el tratamiento con el dilutor Andromed® es superior mostrando
un promedio de 22.24+6.22% frente al 0.0% obtenido por Laruta y Col. (2015). Esta
diferencia se debe al método de obtencion de las muestras, donde Laruta y Col.
(2015), colectaron semen por electro eyaculacion y en la investigacion las muestras

fueron obtenidas directamente de la cola del epididimo.

52



3.4. Vitalidad de espermatozoides epididimarios pre-refrigeracion en alpacas

(Vicugna pacos).

El cuadro N° 3.4 muestra los resultados de la vitalidad de espermatozoides

epididimarios pre-refrigeracion en alpacas, procesadas con los tratamientos
Andromed®, Triladyl® y Base Tris, en los cuales se obtuvo en promedio
95.41+1.91% 91.94+2.79% y 91.44+3.22% vy coeficientes de variabilidad de 2%,

3.04% y 3.53% respectivamente.

Cuadro N° 3.4. Vitalidad de espermatozoides epididimarios pre-refrigeracion en

alpacas.
TRATAMIENTO | N [PROMEDIO+DS| C.V (%) | MINIMO | MAXIMO
ANDROMED® |17 | 95.41+1.91° 2 90 98
TRYLADIL® |17 | 91.94+2.79" 3.04 90 08
BASE TRIS 16 | 91.44+3.22° 3.53 85 98

227 jterales similares en la misma columna indican que no hay diferencia significativa (p>0.05),

prueba tukey
Se puede observar que si hay diferencias estadisticas significativas entre el
tratamiento Andromed® y el tratamiento Triladyl® (p>0.05), también hay diferencias
estadisticas entre el tratamiento Andromed® y Base Tris (p>0.05), pero no hubo

diferencias entre el tratamiento Triladyl®y Base Tris (p>0.05).

Pérez y Col. (2014) quienes reportan una vitalidad inicial de 47.8+8.8 % y 52.0+9.3

% de espermatozoides recuperados de conductos deferentes desviados

quirdrgicamente de dos machos, donde utilizaron un solo dilutor comercial Triladyl®
Estos resultados son inferiores numéricamente a los encontrados en el presente

trabajo de investigacion realizada, donde se obtuvo como promedio 91.94+2.79 %
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con el tratamiento Triladyl®. Esta diferencia se debe al proceso de obtencién de la
muestra ya que en la investigacion las muestras fueron obtenidas directamente de la

cola del epididimo.

De igual manera los resultados obtenidos en el trabajo de investigacion son
superiores a lo reportado por, Laruta y Col. (2015) reportan vitalidad espermatica
pre-refrigerado de 86.67% y con un coeficiente de variacion de 6.66% en semen
fresco de Ilamas sin adicion de dilutor y obtenido por electroeyaculacion. Esta
diferencia se debe a que en el presente trabajo de investigacion antes de llevar a
refrigerar las muestras ya estaban diluidas respectivamente en los dilutores, por
consecuente se muestra una elevada vitalidad con el tratamiento Andromed®, de

igual manera las muestras fueron obtenidas directamente de la cola del epididimo.

3.5. Vitalidad de espermatozoides epididimarios post-refrigeracién en alpacas

(Vicugna pacos).

Cuadro N° 3.5. Vitalidad de espermatozoides epididimarios post-refrigeracion
en alpacas.

TRATAMIENTO | N [PROMEDIO%DS CV MINIMO | MAXIMO

ANDROMED® | 17 87.65+3.59° 4.09 80 90
TRYLADIL® 17 82.35+4.00° 4.86 75 )
BASE TRIS 16 | 78.75 +6.45° 8.2 60 85

2P Literales similares en la misma columna indican que no hay diferencia significativa (p>0.05),

prueba tukey
El cuadro N° 3.5 muestra los resultados de la vitalidad de espermatozoides
epididimarios post refrigeracion en alpacas, procesadas con los tratamientos

Andromed®, Triladyl® y Base Tris, en los cuales se obtuvo en promedio
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87.65+3.59% 82.35+4.00% y 78.75+6.45% y coeficientes de variabilidad de 4.09%,

4.86% Yy 8.2% respectivamente.

Se puede observar que si hay diferencias estadisticas significativas entre el
tratamiento Andromed® y el tratamiento Triladyl® (p>0.05), también hay diferencias
estadisticas entre el tratamiento Andromed® y el tratamiento Base Tris (p>0.05), pero
no hubo diferencias entre el tratamiento Triladyl® y el tratamiento Base Tris

(p=>0.05).

Se puede ver gque después de la refrigeracion y el tiempo transcurrido de 14 horas la
vitalidad post refrigeracion se ve afectado en un 20 a 25 % de espermatozoides esto
se debe al schok térmico que sufren los espermatozoides. En este trabajo de
investigacion los espermatozoides procedieron del epididimo y por lo tanto, no
estuvieron expuestos al plasma seminal. En ese sentido, el efecto del plasma seminal
sobre la viabilidad espermatica durante el proceso de refrigeracion y
criopreservacion es controversial. Por un lado se indica que el plasma seminal

protegeria a los espermatozoides Barrios y col 2000; Parrilla 'y Col. (2004).

La gran mayoria de los trabajos de investigacion, reportan resultados de motilidad
inicial y post descongelacion, vitalidad inicial y post descongelacion, mas, no
reportan vitalidad post refrigeracion, es por eso que no se encuentran discusiones en

este cuadro.
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3.6. Vitalidad de espermatozoides epididimarios post descongelacion en alpacas
(Vicugna pacos).

Cuadro N° 3.6. Vitalidad de espermatozoides epididimarios post descongelacion

en alpacas.
TRATAMIENTO | N |PROMEDIO£DS CV MINIMO | MAXIMO
ANDROMED® 17 57.65+6.15% 10.67 50 70
TRYLADIL® 17 58.53+5.52° 9.44 50 65
BASE TRIS 16 55.63 +£7.04° 12.66 40 65

® Literales similares en la misma columna indican que no hay diferencia significativa (p>0.05), prueba

tukey
El cuadro N° 3.6 muestra los resultados de la vitalidad de espermatozoides
epididimarios post descongelacion en alpacas, procesadas con los tratamientos
Andromed®, Triladyl® y Base Tris, en los cuales se obtuvo en promedio
57.65+6.15% 58.53+5.52% y 55.63+7.04% y coeficientes de variabilidad de 10.67%,

9.44% y 12.66% respectivamente.

Se puede observar que no hay diferencias estadisticas significativas entre el

tratamiento Andromed®, tratamiento Triladyl®y el tratamiento Base Tris (p>0.05).

Los resultados obtenidos en el siguiente trabajo de investigacion son mayores a los
reportados por Banda y Col. (2010), quienes reportaron una vitalidad/integridad
acrosomal de 32.6+£15.6, 26.3£17.3 y 27.2+13.5 post descongelacion de
espermatozoides de alpacas y utilizaron dilutores Tris, Tes y leche descremada. Esta
diferencia estadistica se debe a que la evaluacion de la vitalidad de los
espermatozoides se hizo 16 horas después de la congelacion, mostrando asi

vitalidades mayores, frente a que Banda y Col. (2010), quienes evaluaron 15 dias

después de la criopreservacion y utilizaron colorante Azul de tripan. No existe
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informacidn precisa sobre la supervivencia de espermatozoides de camélidos

sudamericanos mantenidos dentro del epididimo desde el momento que se beneficia

0 se castra al animal hasta que la muestra pueda ser procesada en un laboratorio.

3.7. Concentracion

(Vicugna pacos).

inicial

de espermatozoides epididimarios en alpacas

Cuadro N° 3.7. Concentracion inicial de espermatozoides epididimarios en

alpacas.
TRATAMIENTO| N |PROMEDIO+DS| C.V (%) | MINIMO | MAXIMO
ANDROMED® | 17 30.91+20.31° 65.69 10 73
TRYLADIL® | 17 | 27.41#15.31° 55.84 11 61
BASE TRIS 16 | 25.31+17.99% 71.08 10 70

# Literales similares en la misma columna indican que no hay diferencia significativa (p>0.05), prueba

tukey
El cuadro N° 3.7 muestra los resultados de la concentracion de espermatozoides
epididimarios en alpacas, procesadas con los tratamientos Andromed®, Triladyl® y
Base Tris, en los cuales se obtuvo en promedio 30.91+20.31 27.41+15.31 y
25.31£17.99 y coeficientes de variabilidad de 65.69%, 55.84% y 71.08%

respectivamente.

Se puede apreciar que no hay diferencias estadisticas significativas entre el

tratamiento  Andromed®, tratamiento  Triladyl® y Base Tris (p=0.05),

respectivamente.

Los resultados obtenidos en el trabajo de investigacion son superiores a lo reportados
por Pérez y Col. (2014), quienes reportaron una concentracion de 15.9+6.8 millones

de espermatozoides recuperados del conducto deferente desviados quirargicamente y
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utilizaron un dilutor comercial el Triladyl®. Esta diferencia numérica se debe a que
Pérez y Col. (2015), aspiraron del conducto deferente con una jeringa tuberculina
que contenia el dilutor Triladyl® esto permite una alta contaminacién y obteniendo
espermatozoides inmaduros y jovenes del trayecto, mientras en el trabajo de
investigacion se obtuvo directamente de la cola del epididimo con margenes de error

de laboratorio 25 a 30 %.

Los resultados obtenidos en el trabajo de investigacion son similares a los reportados
por Banda y Col. (2010), quienes reportaron una concentracion de 39+17.0 millones
de espermatozoides y 37.8+37.7 millones de espermatozoides epididimarios a 0 y 35
horas del beneficio. Esta semejanza se debe a la dilucion utilizada, en comparacion al
trabajo de investigacion que se realizdé con 5 ul de diluciéon y 95 ul de formol, de

igual manera el analisis de la concentracion se realiz6 a 8 horas pos beneficio.
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

e El dilutor Andromed® resulto tener mejor capacidad de mantener la motilidad
de espermatozoides epididimarios en el proceso pre refrigeracion, post
refrigeracion y post descongelacion, frente a los dilutores Triladyl® y Base Tris
mas yema de huevo

e El dilutor Andromed® demostré tener mejor efecto sobre la motilidad de
espermatozoides epididimarios pre refrigeracion frente a los dilutores Triladyl®
y base Tris mas yema de huevo.

e El dilutor Andromed® resulté eficaz en mantener la motilidad espermética en la
etapa post refrigeracion con un 51.47+12.22% frente a 43.23+10.30% vy
39.38+7.72%, para Triladyl® y Base Tris, respectivamente.

e El dilutor Andromed® demostré tener efectividad en mantener la motilidad
espermatica en el proceso de post descongelacion de espermatozoides
epididimarios con un 22.24+6.22% frente a 16.82+5.28% para Triladyl® y

17.50+4.83%, para Base Tris, con resultado estadisticamente significativa.
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e Se determind que la vitalidad de espermatozoides epididimarios pre
refrigeracion es dptimo con los tres dilutores, pero en post refrigeracion y post
descongelacion, el dilutor Andromed® mostro tener mejor efecto frente a los
dilutores Triladyl® y Base Tris.

e Se determiné que los dilutores Andromed®, Triladyl® y Base Tris no tuvieron
un efecto sobre la concentracion inicial de espermatozoides epididimarios.

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 congelacién de semen en alpacas a fin de obtener
mayores parametros de calidad espermatica como la utilizacion de
espermatozoides procedentes del epididimo.

e Utilizar el dilutor Andromed® en trabajos de inseminacion artificial con semen
refrigerado ya que demostrd tener mejores parametros de motilidad en esta
etapa.

e Utilizar el dilutor Andromed® como dilutor base y adicionar sustancias que
mejoran los pardmetros espermaticos a fin de lograr un dilutor modificado que

tenga mejores resultados.
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VI. ANEXOS

Grafico N° 6.1. Diagrama de proceso de criopreservacion de espermatozoides
del epididimo de alpacas.

OBTENCION DE ESPERMATOZOIDES
DE LA COLA DEL EPIDIDIMO.

[ DILUTOR ANDROMED I DILUTOR TRYLADIL ][ DILUTOR BASE TRIS ]
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DESCONGELADO

Fuente: Elaboracién Propia.
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ANEXO N° 02. Composicion de los dilutores utilizados.

Cuadro N° 6.1. Componentes del dilutor AndroMed®

COMPONENTES | CANTIDAD
Fosfolipidos. Desconocida.
Tris. Desconocida.
Acido citrico. Desconocida.
Azlcares. Desconocida.

Antioxidantes.

Desconocida.

Tampones.

Desconocida.

Agua ultrapura.

Desconocida.

Tilosina.

Desconocida.

Gentamicina.

Desconocida.

Espectinomicina.

Desconocida.

Lincomicina.

Desconocida.

Glicerina

Desconocida.

Fuente: MINITUBE, 2003.

Cuadro N° 6.2. Componentes del dilutor

Triladyl®.

COMPONENTES

CANTIDAD

Agua bidestilada

Desconocida

Fructosa Desconocida
Glicerol Desconocida
Acido citrico Desconocida
Tris Desconocida

Fosfolipidos (Lecitina de yema de huevo)

Desconocida

Espectinomicina

Desconocida

Lincomicina Desconocida
Tilosina Desconocida
Gentamicina Desconocida
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Cuadro N° 6.3. Componentes del dilutor Tris — yema de huevo de gallina.
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Cuadro N° 6.4. Resultados obtenidos en las diferentes etapas de criopreservacion de espermatozoides del epididimo de alpacas.

ETAPAS DEL PROCESAMIENTO DE LOS ESPERMATOZOIDES

Evaluacion de Espermatozoides del epididimo antes de la

Evaluacion de
Espermatozoides diluido después de la
Refrigeracion

Refrigeracion

Evaluacién

de Espermatozoides después

de Criopreservacion

- = | - - a) _ o _

20 glga| 3| ga| 8| | ga| 82| 8|28 8| 2|8|2]|8|3| 8| 2| 8

o| >18<S| 3 g2 | >| x| 8| 3| Q| 3| 3 > x| > Q| 3] 3| 3| = >

s|S|od| x| 83| 5| ~| o3| S|&8|5(z| 5| F|5|g|5|x| 5|F| S
COLOR < S| F > > < = < i
B.LECH 20 95 10| 25 16.5] 90 10 15 Q0| 40 85| 40 85 45 80| 20 551 15 65| 20 60
B.LECH 15 90 195] 15 111 90 15 12 90| 30 80| 30 80 35 751 15 60| 10 501 15 55
B.LECH 15 95 211 20 325| 90 20 63 Q0| 35 Q0| 35 80 45 80| 15 60| 10 60| 25 60
B.LECH 30 95 325] 25 26| 95 15 21 90| 60 90| 55 85 40 85| 25 501 20 60| 20 50
B.CLARO | 25 95 15( 15 12 90 15 12 95( 50 90| 30 80| 25 70) 18 50| 10 50| 15 45
B.LECH 30 95 19] 35 51.5| 98 20 38 90| 60 90| 60 90 50 80| 20 60| 20 65| 25 55
B.LECH 40 95 515] 30 4151 90 10 10 85| 75 90| 50 85 45 60| 30 65| 20 60| 10 40
B.LECH 45 95| 605] 20 1551 90 20 15 95| 70 90| 40 80| 30 80| 30 60| 15 55| 10 55
B.LECH 30 95 16.5] 25 36.5| 90 10 25 90| 50 80| 45 80 45 85| 25 50| 20 65| 20 60
B.CLARO 25 95 12| 20 11] 90 15 20 90| 50 85| 35 80| 30 80| 15 50| 10 60| 15 60
B.LECH 20 95 16| 40 61| 95 25 70 98| 45 90| 60 90 40 85| 15 50| 28 65| 20 65
B.LECH 20 95 20| 35 415| 95 20 36 951 40 85| 60 80 35 751 20 551 25 60| 15 50
B.LECH 30 98 26| 20 12.50| 90 20 13 90| 60 90| 40 75 30 80| 30 60| 15 501 10 50
B.LECH 15 95 215 30 345 95 20 15 90| 50 85| 45 80 45 85| 20 65| 20 60| 20 60
B.LECH 35 98 73| 25 185 95 20 20 95| 50 90| 35 80 50 80| 25 60| 18 60| 20 65
B.LECH 30 98 4551 20 1551 90 15 20 90| 45 90| 35 85 40 80| 20 60| 15 501 20 60
B.LECH 35 98 66| 20 285| 90 65 0| 40 85 35 701 15 60
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Grafico N° 6.2. Porcentaje de motilidad pre-refrigeracion, post refrigeracion y

post descongelacion.

PORCENTAJE DE MOTILIDAD

60.00
51.47
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a
)
5 30.00 27.06 5, 51
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Antes de la refrigeracion Después de la Refrigeracion Después de la Congelacion
DILUTORES

B ADROMED m TRILADYL TRIS

Fuente: Elaboracion Propia.

Grafico N° 6.3. Tendencia de motilidad segun dilutores en diferentes etapas de
la criopreservacion

PORCENTAIJE DE MOTILIDAD EN DIFERENTES ETAPAS

ADROMED =—TRILADYL TRIS

Después de la Después de la
Refrigeracion Congelacion

Antes de la refrigeracion

ADROMED 27.06 51.47 22.24
——TRILADYL 24.71 43.24 16.82
TRIS 16.88 39.38 17.19

Fuente: Elaboracion Propia.
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Grafico N° 6.4. Porcentaje de vitalidad utilizando los tres dilutores en

diferentes etapas de la criopreservacion.

VITALIDAD ESPERMATICA EN DIFERENTES ETAPAS
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Fuente: Elaboracién Propia

Grafico N° 6.5. Porcentaje de vitalidad utilizando los tres dilutores, en las

diferentes etapas de la criopreservacion.
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Fuente: Elaboracion propia.
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Anexo N° 04: Procedimiento

Foto N° 01: Machos que fueron sacrificados, traslado de muestras del matadero
de Pilpichaca Huancavelica.

Fuente: Elaboracion propia.

Foto N° 03 y 04. Preparacion de dilutores en el laboratorio de biotecnologia
reproductiva del INIA

Fuente: Elaboracion propia.
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Foto N° 05. Refrigeracion de los dilutores preparados

Fuente: Elaboracion propia

Foto N° 06. Los dilutores se sacaron de la refrigeradora y se atemperaron a 37
°C

Foto N° 07 y 08. Limpiado y recuperacion de espermatozoides.

Fuente: Elaboracion propia.
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Foto N° 09 y 10: Observacion y guardado de la dilucion en la refrigeradora en
tubos Ependorf tiempo 16 horas.

Fuente: Elaboracion propia.

Foto N° 08 y 09. Tincidn y espermatozoides tefiidos con Eosina-nigrosina

Foto N° 10 y 11. Preparacién de camara newvauer para la concentracion

Fuente: Elaboracion propia.
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Foto N° 12. Lectura de la concentracion de espermatozoides.

Foto N° 13 y 14. Medicién de la canastilla

Fuente: Elaboracion propia.
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Foto N° 15, 16 y 17 . Enpajillado, sellado y colocacidn en cubetas con hielo antes
de poner al tanque.

Fuente: Elaboracion propia.
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Foto N°. 18, 19 y 20. Secado e inmersidn en el tanque criogénico

Fuente: Elaboracion propia.
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Foto N° 21y 22. Proceso de descongelacion.

Fuente: Elaboracion propia.

Foto N° 23 y 24 observacion de la motilidad de espermatozoides post
descongelacion

Fuente: Elaboracion propia.
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Anexo N° 05. Materiales.

Fuente: Elaboracion propia.
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Fotografia N° 07: Platina
térmica de neovot.
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Fotografia N° 08: microscopio |,
electrénico (50X, 100X, 400X).

Fuente: Elaboracion propia.
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Fuente: Elaboracion Propia.
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