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RESUMEN

Una de las limitantes en la Inseminacion Artificial (IA) es la obtencion de
espermatozoides de alta calidad ya que para la Fertilizacién In Vitro (FIV) es
fundamental contar con espermatozoides capaces de fertilizar el ovocito, por ello
se realiza una previa capacitacion para seleccionar aquellos aptos y en cuyo
proceso estos sufren un estrés fisico y quimico, que puede ocasionar dafios en la
estructura de la membrana espermética y pérdida del acrosoma. En el presente
trabajo de investigacion se tuvo como objetivo evaluar el efecto del tiempo de
centrifugacion en el gradiente de Percoll sobre la movilidad, integridad de la
membrana espermética y acrosomal en espermatozoides de alpaca. Se usoé la
triple tincion azul de Tripan, rojo neutro y Giemsa para la evaluacion de la
integridad acrosomal, y la tincidn fluorescente de Hoechst 33342/PI para evaluar
la integridad de membrana espermética. La concentracion y movilidad, fueron
analizados con el programa AndroVision (sistema CASA). Se trabajé con 20
muestras de semen colectadas de cinco alpacas machos (n=5) mediante vagina
artificial con cuatro repeticiones para cada uno (r=4) y la evaluacién de los tiempos
de centrifugacion en el gradiente de Percoll fueron de 10, 20 y 30 min a 700 x g.
El porcentaje promedio de la concentracion (x108/ml), movilidad (%), integridad de
membrana espermatica (%) y acrosomal (%) antes de la centrifugacion fueron de
151.95 x 108, 76.81%, 63,46% y 73.47%, mientras que los promedios de la
concentracién espermatica centrifugados por 10, 20 y 30 min fueron de 169.40 x
108, 170.84 x 10% y 102.03 x 106, lo cual refleja que en la centrifugacion por 20
min hay una diferencia estadistica significativa con respecto al control, para la
movilidad de los espermatozoides centrifugados por 10, 20 y 30 min
respectivamente, fueron de 82.87%, 71.63% y 34.13%, observandose una
diferencia estadistica significativa entre si y con la muestra control. El porcentaje
de integridad de membrana espermatica intacta tuvo un promedio de 66.64%,
56.31% y 22.69% para espermatozoides centrifugados en 10, 20 y 30 min
respectivamente, observandose una diferencia estadistica significativa entre si.
Para el caso de la integridad acrosomal, el porcentaje promedio fue de 83.04%,
66.45% y 33.86%,; respectivamente, para cada tiempo, existiendo diferencia
significativa entre los resultados y con la muestra control. La movilidad, la
integridad de membrana espermatica y acrosomal obtuvieron mejores resultados
para una seleccién de espermatozoides mediante el gradiente de Percoll
centrifugados por 10 min, mientras que la concentracion refleja mejores resultados
a una centrifugacion a 20 min, pero a 30 min se obtuvo una drastica reduccion. En
conclusion, una centrifugacién prolongada causa dafios en la movilidad de los
espermatozoides y también produce ruptura de la membrana espermatica y
acrosomal en los espermatozoides.

Palabra clave: Gradiente de Percoll, centrifugacion, integridad de membrana,
integridad acrosomal.



I. INTRODUCCION

Uno de los grandes retos que afronta la crianza de Camélidos Sudamericanos
(CSA) es su reproduccion y la obtencion de fibra de calidad, lo que ha impulsado
las investigaciones y programas de mejoramiento genético; sin embargo, sus
caracteristicas reproductivas dan un rendimiento pobre en comparacion a otras
especies domésticas. Esta deficiencia reproductiva de los camélidos es el principal
factor para el desarrollo de nuevas opciones tecnoldgicas, y poder fomentar
programas de mejora genética de estos animales y hacer de su crianza una
actividad competitiva y rentable para el desarrollo de las comunidades altoandinas

y del pais.

La Fertilizacién In Vitro (FIV) en CSA surgié como una tecnologia para obtener
tasas altas de embriones y solucionar la problemética de la deficiencia
reproductiva. Es una técnica de reproduccion asistida, que consiste en la
capacitacion de espermatozoides para fecundar ovocitos maduros con el objetivo
de producir embriones que luego seran trasferidos a una hembra receptora,
aplicando semen seleccionado de nivel superior. Dicha capacitacion de
espermatozoides es un proceso de seleccion, donde los espermatozoides
experimentan un estrés fisico y quimico y desde luego durante la separacién
espermatica ya sea haciendo uso de la técnica del gradiente de Percoll u otras
técnicas, los espermatozoides son sometidos a un proceso de lavado y separacion
por centrifugacion lo que puede ocasionar dafios en la membrana plasmatica que
produciria variacion en su permeabilidad, lo que a su vez produce alteraciones de
sus funciones metabolicas, deteriorando la movilidad y la capacidad fecundante
de los espermatozoides, también se puede generar dafio en el acrosoma, que
seria esta la causa principal para una baja fertilizacion in vitro o in vivo en esta
especie donde también afecta significativamente en la fragmentacion del DNA.
(Restrepo et al., 2016).



La mayoria de los estudios realizados se fundamentan en evitar dafios durante el
proceso de seleccién y separacidon espermdtica que se pueden prevenir
parcialmente o evitar aplicando parametros de andlisis seminal investigados
previamente con mejores resultados, en tal sentido, la evaluacion de estos
parametros representa indicadores fundamentales para el proceso de
fecundacion. El efecto de la centrifugacion depende de la fuerza, tiempo y el medio
utilizado, algunos estudios indican que reduce la movilidad, vitalidad y el potencial
de membrana, asi como el DNA. Por tanto, se recomienda optimizar las
condiciones de centrifugacion y utilizar medios protectores que minimicen el estrés

oxidativo y dafo celular (Giuliano et al., 2010).

Por ello, los métodos y tinciones que se usan para la evaluacion deben ser
confiables y eficientes como el uso del colorante Hoechst 33342/PI1 para evaluar
la integridad de la membrana espermatica y la triple tincion con azul de Tripan,
rojo neutro y Giemsa para la integridad acrosomal (Urrego etal., 2008). En
consecuencia, en la presente investigacion se evalud el efecto del tiempo de
centrifugacién con gradiente de Percoll sobre la integridad de la membrana
espermatica y acrosomal, con miras a considerarlo como un nuevo parametro en

el analisis seminal.

Se propone los objetivos siguientes:

Objetivo general

Evaluar el efecto del tiempo de centrifugacion en el gradiente de Percoll sobre la
integridad de la membrana espermética y acrosomal en semen de Vicugna pacos

“alpaca’.

Objetivos especificos

1. Evaluar los parametros de movilidad espermética luego de someter a
diferentes tiempos de centrifugacion por gradiente de Percoll.

2. Evaluar la integridad de la membrana espermatica luego de someter a
diferentes tiempos de centrifugacién por gradiente de Percoll.

3. Evaluar la integridad de la membrana acrosomal luego de someter a

diferentes tiempos de centrifugacién por gradiente de Percoll.



II.  MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

Urrego en el afio 2008, en una investigacion titulada Efecto de la centrifugacion
sobre la membrana plasmatica y el DNA de espermatozoides bovinos realizada
en Colombia, determiné si la integridad de la membrana plasmatica y del DNA
espermatico pueden ser perjudicados por la centrifugacion durante el proceso de
separacion mediante gradiente de Percoll, concluy6 que, efectivamente la
centrifugacion de los espermatozoides durante 10, 20 y 45 min a 700 x g tiene un
efecto deletéreo sobre el DNA de los espermatozoides y que la centrifugacion por
un tiempo de 45 min, ademas de causar dafio en el DNA produce una pérdida en
la integridad de membrana plasmatica. Para ello, el estudio utiliz6 como control
negativo espermatozoides no centrifugados y como control positivo
espermatozoides sometidos a estrés oxidativo con peréxido de hidrégeno (H205),
evaluandose la integridad de membrana espermatica mediante la prueba
hipoosmética (HOST) y para evaluar la fragmentacién del DNA se utilizé el ensayo
cometa. Los resultados obtenidos constataron que la centrifugacion durante 10,
30 y 45 min, a 700 x g presentd un efecto estadisticamente significativo sobre el
dafio en el DNA respecto a aquellos espermatozoides no centrifugados (p<0.05),
ademas existe una diferencia estadistica significativa (p<0.05) entre los
espermatozoides centrifugados a diferentes tiempos con respecto al control
positivo con (H20-), pero el gradiente diferencial de Percoll a menores tiempos (10
y 30 min) no tuvo diferencia estadistica significativa entre los espermatozoides
centrifugados y no centrifugados pero si en espermatozoides centrifugados por 45

min, evidenciandose que la centrifugacion a mayor tiempo ademas de causar



dafio en el DNA también produce la pérdida de la integridad de la membrana

espermatica.

Restrepo et al. (2016), evaluo el efecto de la centrifugacion sobre la integridad y
funcionalidad de espermatozoides equinos en Colombia, las muestras obtenidas
de semen, tres fueron centrifugadas de forma separada por 600, 1200 y 1800 x g
durante 10 min y la cuarta muestra no fue centrifugada (control). Se evalud la
movilidad total y progresiva, el potencial de membrana mitocondrial, la vitalidad y
la integridad del acrosoma. Los resultados fueron que, en el semen de equino, la
centrifugacion es intrinsecamente nociva y puede generar variaciones celulares y
que la fuerza y tiempo de centrifugacion prolongada es perjudicial sobre los
distintos parametros de integridad y funcionalidad espermatica, para todos los
tratamientos (600 x g, 1200 x g y 1800 x g) por 10 min respecto al semen no
centrifugado. Se observo incluso que la menor fuerza de centrifugacion produjo
una disminucién en la integridad y funcionalidad espermatica y una centrifugacion
a 1000 x g durante 20 min, también se redujeron los porcentajes de movilidad y la
velocidad de movimiento. De este estudio se deduce que los niveles de fuerza y
tiempo de centrifugacion logran alterar la movilidad espermatica y el potencial de

la membrana interna mitocondrial de los espermatozoides equinos.

Samudio, (2020) en su trabajo de investigacion en Honduras, evalué el efecto de
diferentes tiempos de centrifugacion utilizando el gradiente de Percoll de 45y 90%
sobre la integridad de la membrana plasmatica de espermatozoides bovinos
mediante la prueba de HOST. Como control positivo se us6 semen descongelado
y los tratamientos fueron semen descongelado y centrifugado en gradiente Percoll
a lo largo de 5, 10, 15 minutos a 200 x g, los resultados concluyen que no hay
diferencia estadistica significativa entre los tres tratamientos, pero si con respecto
al control que fue mucho mayor. Por tanto, la centrifugacion en estos rangos de
tiempo no afecta la integridad de la membrana plasmatica de los espermatozoides
bovinos. Para el caso de la Movilidad Individual (Ml) y la viabilidad los valores
obtenidos fueron mayores al 90% y 70% respectivamente, entre los tratamientos,
por tanto, no hay diferencia estadistica significativa entre si, pero si con respecto
a la muestra control (69.5%) (56.63%). En conclusion, la practica de cualquiera de
los tiempos de centrifugacion (5, 10 y 15 minutos a 200 x g) en el gradiente de

Percoll 45 y 90% mejora la endosmosis positiva y en cuanto a la movilidad



individual y la viabilidad con respecto al control dan como resultado valores

superiores.

Mena, (2014) en su investigacion realizada en Ecuador, tuvo como objetivo
comparar el impacto de la centrifugacion de semen bovino en gradiente Percoll de
45 y 90% vy la otra con adiciébn de bicarbonato de sodio para incrementar la
viabilidad de espermatozoides X para poder tener crias hembras en vacas
primerizas, aquellos espermatozoides sometidos a las columnas de Percoll se
centrifugd a 1000 x g por 10 min y para el otro tratamiento ademas de centrifugar
por gradiente Percoll se adicioné una solucién de bicarbonato de sodio a una dosis
por vaca. Los resultados demuestran que en el tratamiento 1 (semen centrifugado
por gradiente Percoll de 90 y 45%), de 30 vacas inseminadas hubo concepcion
en 19 de ellas, 5 gestaciones de crias machos y 14 de hembras. En el tratamiento
2 (semen centrifugado en Percoll a 90 y 45% con adicion de bicarbonato de sodio),
20 vacas de las 30 inseminadas, se obtuvo 2 gestaciones de crias machos y 18
de hembras. Se concluyé que el uso de la centrifugacion por gradiente Percoll y
afladiendo agentes protectores ademas de seleccionar semen de calidad
garantiza la obtencién de embriones seleccionados segun el sexo y haciendo
adicion de soluciones como el bicarbonato de sodio se logra alterar el pH de los

fluidos uterinos para incrementar en numero de crias hembras.

Parrish et al., (1995) en su investigacion realizada en Virginia, evalu6 el efecto de
la separacién de espermatozoides bovinos congelados y descongelados en un
gradiente de Percoll de 45 y 90% y luego se comparé la separacién seminal
mediante swim - up para fertilizar ovocitos in vitro. Los resultados arrojaron que la
centrifugacion durante 15 minutos a 700 x g en el gradiente Percoll fue suficiente
para obtener una recuperacion 6ptima de los espermatozoides mdviles que se
encontraban en la parte inferior del gradiente, mientras que el porcentaje de
recuperacion de espermatozoides mediante swim — up fue mucho menor, no
obstante, se observd una diferencia estadistica significativa de aquellos
espermatozoides seleccionados mediante swim-up que penetraron ovocitos en un
74% con respecto a aquellos seleccionados mediante el gradiente de Percoll que
penetraron ovocitos en un 52%. Sin embargo, se encontr6 que los
espermatozoides separados mediante Percoll no es la causa de la disminucién de
la penetracion a los ovocitos por parte de estos espermatozoides, ya que se pudo

evidenciar que en 2 a 3 toros probados, la disminucion de la penetracién a los



ovocitos por parte de los espermatozoides separados por Percoll podria superarse

aumentando la concentracionde los espermatozoides durante la fertilizacion.

Heutelbeck et al., (2015) en su trabajo de investigacién en Alemania, tuvo como
objetivo evaluar si la seleccion de espermatozoides en equinos mediante
centrifugacion de densidad a 700 x g por 10 min, produce mayores tasas de
supervivencia cuando se lleva a cabo después de un dia de almacenamiento a
5°C, Se puso especial atencion en comparar la centrifugacion del dia de la
recoleccién de semen con la centrifugacion después de un dia refrigerado. La
morfologia y la movilidad que presentaron el esperma, asi como la integridad de
la membrana y el acrosoma se evaluaron antes y después de la centrifugacion, se
encontrd que tanto en el procesamiento de centrifugacion de dos capas como el de
una sola capa antes del almacenamiento dieron como resultado porcentajes mas
altos de espermatozoides morfolégicamente normales y moviles con mayor
integridad de la membrana y acrosoma, en comparacion con la centrifugacién de
las muestras diluidas. El procesamiento de centrifugacion de los espermatozoides
directamente después de la recoleccion del semen di6 como resultado los
porcentajes mas altos con membrana plasmética intactos con respecto, a aquellos
centrifugados después de la descongelacion. En conclusion, para la
criopreservacion retardada, es mejor realizar la centrifugacion por densidad
directamente después de la recoleccion ya que muestra mayor tolerancia al efecto

de la centrifugacién en la movilidad y en la integridad de sus membranas.

Carretero etal.,, (2015) en su investigacion experimental en Buenos Aires,
realizado en espermatozoides de llama, se estipul el estado acrosomal mediante
dos técnicas de microscopia de campo claro. La primera se us6 para estimar la
presencia y/o ausencia del capuchén acrosomal haciendo uso de la tincién con
Coomassie Blue en muestras de semen fresco, incubado con colagenasa, semen
refrigerado y semen congelado-descongelado, la otra técnica es la técnica de
Triple Tincion (TT), que permite estipular el estado acrosomal y la viabilidad
espermatica al mismo tiempo, hay 4 patrones que se usan en la TT
Espermatozoides vivos con acrosoma intacto (regién post acrosomal celeste o
azul claro y acrosoma purpura-violeta), por otro lado los espermatozoides vivos
con acrosoma dafiado (regién post acrosomal celeste o azul claro y acrosoma
lavanda o translicido); espermatozoides muertos con acrosoma intacto (region

post acrosomal azul oscuro-violeta y acrosoma puUrpura-violeta), los



espermatozoides muertos con acrosoma dafiado (regién post acrosomal azul
oscuro y acrosoma violeta claro o translicido). En conclusion, el andlisis de
multiples caracteristicas seminales es importante para determinar los posibles

dafios a los espermatozoides que causan los diferentes procesos IN VITRO .

Angel et al., (2009) en su estudio de investigacion en Colombia, evalué el efecto
de la centrifugacion sobre la membrana plasmatica y el DNA de semen bovino
sexado haciendo uso de la prueba del test hiposmético (HOST) y el ensayo
cometa. Las muestras de semen fueron sometidas por gradiente de Percoll de
45% y 90%, a una centrifugacion de 700 x g por 10 min. Los tratamientos usados
fueron 3, espermatozoides sin centrifugar (tratamiento 1), espermatozoides
lavados y seleccionados mediante Percoll (tratamiento 2) y espermatozoides
sometidos a estrés oxidativo con H202 (tratamiento 3). En los resultados se
observo que hay diferencia (p= 0.05) entre el tratamiento 1 y 2, pero no hay una
diferencia significativa (p<0.05) entre el semen centrifugado y el semen no
centrifugado, con respecto al control positivo, en conclusion, el estudio demuestra
gue la técnica de acondicionamiento, a través de Percoll no altera la integridad de
la membrana plasmética y tampoco tiene un efecto deletéreo en el DNA bajo ciertas

condiciones como 10 minutos de centrifugacion a 700 x g.

2.2. Marco conceptual

2.2.1. Semen

El semen es la suspension celular liquida que comprende a los espermatozoides
y las secreciones de los 6rganos accesorios del aparato reproductor del macho,
la fraccién liquida de dicha suspension, se le percibe como el plasma seminal
(Hafez et al., 2007). El semen en camélidos es sumamente viscoso y una baja
concentracion de espermatozoides, esta viscosidad es el mayor reto en la

tecnologia de reproduccién asistida de CSA (Ciprian, 2019).

2.2.2. Movilidad de los espermatozoides

Los espermatozoides moviles se les considera a aquellos que presentan un
movimiento activo, es un indicador mas cercano para medir la viabilidad de los
espermatozoides y la observacion visual es el criterio cominmente usado para la
estimacion (Cueva, 2018).

En el caso de camélidos se le denomina movilidad individual debido a la elevada
viscosidad que presenta el semen y el tipo de movimiento es oscilatorio y muy

lento, esta prueba se usa para evaluar la calidad del semen y a mayor porcentaje



de movilidad mayor indice de fertilidad de los espermatozoides ya que aumenta la

capacidad de penetracion al ovocito (Contreras, 2018).

2.2.3. Integridad de las membranas

Para la valoracion de la integridad funcional de membranas se usa pruebas
especificas para ver el mantenimiento intacto, sin lesiones o dafios de la
membrana. La integridad de la membrana plasmatica y acrosomal son los
indicadores de valoraciéon seminal mas revisados por su importante rol en la
fecundaciéon y ser responsable de la interaccién entre células para que dicho

proceso ocurra (Cueva, 2018).

2.2.3.1. Membrana espermatica

Es aquella membrana que engloba todo el espermatozoide protegiendo y
separando del ambito exterior, principalmente compuesto por una bicapa lipidica
que se caracteriza por tener una parte hidrofilica y otra hidrofébica. Dicha
membrana tiene un importante rol en los procesos de reconocimiento celular y
adhesion durante la penetracién del espermatozoide al ovocito y la lesidén o dafio

influye directamente en la fertilidad del macho (Rubio et al., 2009).

2.2.3.2. Membrana acrosomal

Los espermatozoides poseen una doble membrana acrosomal que deriva del
complejo de Golgi y contiene distintas enzimas hidroliticas que contribuyen en la
penetracion del espermatozoide al ovocito al ser responsable de la protedlisis de
la zona peldcida durante la fecundacion; por tal motivo, la evaluacién seminal hace
hincapié en la valoracion de la lesion o dafio de la membrana ya que altos
porcentajes de espermatozoide con el acrosoma dafiado conlleva a la baja tasa
de fertilidad, incluso investigaciones indican que solo tales espermatozoides con
acrosoma intacto pueden fusionarse a la membrana de la zona peldcida (Hidalgo
et al., 2005).

2.2.4. Gradiente Percoll

Es unatécnica de capacitacion espermatica que permite separar espermatozoides
con capacidad de fecundar el 6vulo, se basa en la sedimentacién-centrifugacion
en virtud a la velocidad potencial de los espermatozoides segun sus gradientes de
densidad. Esta técnica permite seleccionar espermatozoides que puedan dominar
la dificultad que presenta los gradientes de densidad y arribar al fondo mediante

la fuerza de la centrifugacion, los espermatozoides muertos o con baja movilidad



van quedando en las fases del gradiente, por ello, esta técnica es una de las mas
usadas en el campo de la reproduccion asistida en animales (Salazar, 2019).

El Percoll estd compuesto por una solucién acuosa de silica coloidal recubierta por
polivinilpirrolidona (PVP) y diatrizoato de meglumina, que se mezcla con una

solucién de sacarosa para crear una gradiente de densidad (Alvarez, 2005).

2.2.5. Centrifugacion seminal

Es un procedimiento para aislar espermatozoides de las demas particulas que se
encuentran en el plasma seminal, si bien la centrifugacion es un proceso
imperativo para la separacién seminal, no es un proceso inocuo al espermatozoide
ya que, altos niveles o tiempos prolongados de centrifugacién puede incitar la
peroxidacion lipidica de las membranas espermaticas, por ello, se sugiere trabajar
con fuerzas de centrifugacion sutiles e intervalos de tiempo cortos. Otro efecto de
la centrifugacion es que puede concebir dafio a la membrana plasmatica de los
gametos masculinos aumentando la producciéon basal de Especies Reactivas de
Oxigeno (ERO), los metabolitos producidos durante este proceso generan
radicales libres citotéxicos que ocasionan dafio e inducen una pérdida de la
funcion espermatica, puesto que anula las funciones necesarias para permitir la

fertilizacién del ovocito (Ochoa, 2016).

2.3. Bases tedricas

2.3.1. Espermatozoide

El espermatozoide son células elongadas altamente perceptibles, que son
resultado final de un proceso complejo altamente auténtico, donde existen
fracciones y reorganizacion estructurales celulares que ocurren en los testiculos,
llamado espermatogénesis, son original y autbnoma que forman parte del soma
que tienen el deber de mantener la identidad de los organismos diploides
abasteciendo el 50% del material genético nuclear a su descendencia (Gosalvez
et al., 2015).

Los espermatozoides estan conformados por la cabeza que comprende el nicleo,
algunas estructuras del citoesqueleto y citoplasma, la cola o flagelo que contiene
el mecanismo para la movilidad celular y el cuello que se une a la cabezay a la

cola (flagelo) del espermatozoide (Hafez et al., 2007).



e Cabezaespermatica

Posee forma aplanada oval, donde estd el ndcleo con la cromatina altamente
compactada que contiene el DNA de tipo haploide, ya que tiene la mitad de
cromosomas del nacleo de las células somaticas de la misma especie, también se
encuentran las proteinas basicas llamadas protaminas espermaticas (Hafez et al.,
2007).

El acrosoma se ubica en el extremo anterior del nicleo espermatico, se encuentra
comoun saco membranoso de doble capa, membrana acrosomal interna y
membrana acrosomal externa, que se forma a partir del complejo de Golgi de las
espermaticas y contienen acrosina (isoenzima especifica del espermatozoide que
facilita la fecundacién), hialuronidasa y otras enzimas hidroliticas que cumplen una
funcion en la penetracion de la zona pelicida del ovocito durante la fase de la
fecundacion; el segmento ecuatorial del acrosoma es fundamental al igual con el
segmento anterior de la region posacrosémica ya que durante la fecundacion se
fusionan con la membrana del ovocito. Por otra parte, las lesiones en la membrana
del acrosoma son irreversibles, ya que tienen causas diversas entre las que se
encuentran cambios osmoticos, cambios de pH y shock térmico que pueden
causar una perdida prematura del acrosoma de los espermatozoides (Hafez et al.,
2007).

e Cuello del espermatozoide

Forma la unién de la cabeza y el flagelo, constituido por fibras densas,
mitocondrias, el centriolo proximal y una gama de columnas segmentadas que da
elasticidad a los espermatozoides, desde el centriolo se originan las fibras y
microtibulos que forman la cola y sirve como un centro operacional en la
formacion del axonema y las columnas estriadas (Contreras, 2018).

e Flagelo del espermatozoide

Es el propulsor del movimiento y lo constituyen 3 regiones: el segmento
intermedio, el segmento principal y el caudal o terminal. EI segmento intermedio
abarca entre el cuello y el anillo citoplasmatico y se caracteriza por la presencia
de una doble hélice de mitocondrias, causantes del metabolismo energético y de
la regulacion de la muerte celular por ello, es el principal surtidor de energia para
la movilidad espermatica; el segmento intermedio junto con toda la longitud de la
cola abarca el axonema. El axonema se integra de nueve pares de microtubulos

longitudinales formando fibras densas que rodean el axonema (Hafez et al., 2007).
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El segmento principal, que continua en sentido posterior desde el anillo
citoplasmatico hasta casi el vértice de la cola, constituye la porcién mayor de la
cola, esta constituido por el axonema asociadas a fibras densas que van
reduciendo su tamafo hasta desaparecer al final del segmento principal. El
segmento caudal o terminal constituye la parte final de la cola y contiene el
axonema central sin vaina fibrosa envuelto por la membrana plasmatica (Hafez et
al., 2007).

Figura 1. Estructura del espermatozoide de mamiferos (Hafez et al., 2007).

CABEZA -

2.3.2. Caracteristicas del semen de alpaca

El plasma seminal de los camélidos posee una composicién bioquimica que
contiene calcio, cloruros, proteinas, lipidos y glucosa en concentraciones
parecidas a los examinados en el semen de carnero y toro, sin embargo, la
concentracion de la fructuosa y el acido citrico es mucho menor en el plasma
seminal de las alpacas y los camellos, es probable que se deba a la carencia de
las glandulas vesiculares que son la principal fuente de acido citrico y la fructuosa
en distintas especies. El semen en camélidos es sumamente viscoso y una baja
concentracién de espermatozoides, esta viscosidad es el principal reto en la

tecnologia de reproduccién asistida de CSA (Ciprian, 2019).

2.3.2.1. Caracteristicas macroscoépicas

a) Color

El color de los eyaculados permuta de blanco lechoso a blanco translicido, segun
la concentracién de espermatozoides y la magnitud de contaminacion con otros

fluidos que pueden a ver en la eyaculacion, la tonalidad crema es un indicativo de
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la existencia de altas concentraciones de espermatozoides en el eyaculado
(Ciprian, 2019).

b) Volumen

El volumen de semen recibido se aprecia en un tubo colector graduado, y se
observa que cambia segun el estado fisioldgico del macho, la edad, raza,
alimentacién, ritmode coleccién y tipo de coleccion. En camélidos poco mas o
menos el 85% de la eyaculacién es plasma seminal y el 15% restante son células
del esperma, en alpacas el volumen encontrado oscila entre 1 a 4 mL (Cueva,
2018).

c) Viscosidady filancia

Esta caracteristica es habitual en semen de camélidos que le confiere un aspecto
simular a un gel obstaculizando una combinacion homogénea del semen con el
diluctor, lo que restringe el contacto entre la membrana del espermatozoide y los
componentes crioprotectores que se usan en la congelacion (Ciprian, 2019).

2.3.2.2. Caracteristicas microscépicas

La estimacién de estas caracteristicas es importante para la activacion de planes
de manejo reproductivo y hacer un calculo eficiente principalmente en la
valoracién de la movilidad, la morfologia de espermatozoides y el nUmero absoluto
de espermatozoides (Giuliano et al., 2010).

a) Concentraciéon espermatica

La concentracion se refleja en la proporcion de espermatozoides por unidad de
volumen (millones por mililitro de eyaculado esp/ml), la concentracién en alpacas
permuta de 30 000 a 150 millones de espermatozoides por ml. Uno de los métodos
mas aceptados para la estimacion de la concentracion en una muestra seminal es
la microscopia 6ptica, aplicando el método hemocitométrico, haciendo uso de una
camara de Neubauer, Burker o Thoma para el recuento. El otro método se basa
en la aplicacién de sistemas computarizados de recuento celular en tiempo real,
ademas el sistema convida una amplia gama de indices cinéticos (Ciprian, 2019).
b) Movilidad

La movilidad de los espermatozoides es significativa en la evaluacion para
apreciar la calidad del semen, estudios demuestran que el semen recibido por
vagina artificial en alpacas no muestra movilidad total, por tal motivo, es mejor
referirse como movilidad individual con un desplazamiento oscilatorio y muy lento

debido a la viscosidad del semen. La evaluacion debe ser inminente a la coleccion
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para apreciar la magnitud del movimiento espermaético, el disefio mas usado para
la apreciacion de la movilidad es la valoracion subjetiva, gue consiste en estimar el
porcentaje de espermatozoides moviles,asi como el prototipo de movimiento que

presenta (Contreras, 2018).

Por otro lado, también se realiza la evaluacion de la movilidad mediante el uso del
sistema CASA (Computer Assisted Sperm Analysis), que consta de varias
unidades independientes que se conecta a un microscopio y envia la imagen a un
monitor de TV, donde el analizador digitar captura imagenes mediante fotografias
de cada campo microscopico seleccionado y usando un software margina a los
espermatozoides de otras particulas que pueden estar presentes para determinar
la movilidad de acuerdo a su velocidad y trayectoria de cada espermatozoide
individual (Serrano, 2018).

¢) Integridad de membrana espermatica

La membrana es una estructura dindmica que envuelve a todo el espermatozoide,
permanece intacta, menos en el area del acrosoma previo a la fertilizacién o como
producto de la muerte del espermatozoide, se implica en el reconocimiento y
transporte de moléculas, estas funciones permiten al espermatozoide adaptar su
metabolismo al medio periférico y activar un sistema molecular para el

reconocimiento del ovocito (Hidalgo et al., 2005).

Estructuralmente compuesto por tres zonas: una bicapa lipidica que actia como
barrera, una interfase de fosfolipidos, agua y glicocalix. La bicapa lipidica se
subdivide en fosfolipidos polares, que se caracterizan por poseer cabezas polares
hidrofilicas, se sitla exteriormente y las cadenas de acidos grasos estan
adiestradas internamente unas a otras ya que actllan como colas hidrofébicas. La
mayoria de los fosfolipidos mas frecuentes son la fosfatidilcolina (actia como
cabeza hidrofilica), también se encuentranlos colesteroles, el grado de fluidez de
la membrana depende de su composicién fosfolipidica principalmente del
colesterol y de la naturaleza de las colas carbonadas. El colesterol, por
consiguiente, actla junto con las proteinas integrales presentes en la membrana
como un estabilizador garantizando una configuracién laminar de los fosfolipidos
y de la bicapa, las proteinas cumplen muchas funciones; algunas contribuyen en
el anclaje de la membrana a macromoléculas presentes, otros actian como

receptores de sefiales quimicas y algunos como enzimas que catalizan reacciones
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especificas (Cueva, 2018).

La glicocalix es una capa externa compuesto por hidratos de carbono, contribuye
a proteger la superficie de las células de agresiones mecanicas y quimicas,
ademas tiene un papel importante en los procesos de reconocimiento y adhesion
celular y en la permeabilidad celular. En la glicocalix encontramos uniones de
proteinas periféricas que actian como estabilizadores del espermatozoide durante
su transito por el tracto masculino y femenino (Cueva, 2018).

La membrana espermatica integra cumple funciones importantes que permiten
que el espermatozoide ajuste su metabolismo al medio circundante
concediendo un sistema molecular para el reconocimiento y union a la zona
pellicida, penetracion y fusién con el ovocito en el transcurso de la fecundacién. La
estimacion morfolégica o estructural del espermatozoide, hace relieve en la
valoraciébn del grado de lesibn en la membrana plasmatica ya que un
espermatozoide con membrana dafiada no es capaz de mantener las
concentraciones citoplasmaticas de iones y de cofactores fundamentales para
realizar la contraccion y movimiento flagelar, ademas esta integridad es importante
para una adecuada capacitacion y reaccion acrosdmica, por tanto, influye en la
fertilidad del macho (Rubio et al., 2009).

Dentro de las pruebas desarrolladas, se encuentra el test de endosmosis, que se
basan en la capacidad del espermatozoide para percibir agua en un medio
hiposmotico y que la hinchazén osmética esta afiliada en el enrollamiento de la
cola del espermatozoide y que se desenrolla en un medio isosmatico, por otro
lado, se desarrollaron tinciones vitales fluorescentes como el Hoescht
33342/loduro de propidio, que pueden fraccionarse en dos grupos: permeables
(tifien las células vivas) y no permeables (tifien las células muertas). La irradiacion
de la fluorescencia con la tincidn de células vivas precisa de las bombas idnicas
funcionales que se encuentran solo en las células viables, por lo tanto,son criterios

de la integridad de la membrana plasmética (Sanchez, 2016).
d) Integridad del acrosoma espermaético

La importancia de la estimacion de este componente espermatico es intrinseca ya
que juega un rol fundamental en el suceso de la fecundacion del ovocito. El
acrosoma es un organelo membranoso de doble capa derivado del complejo de
Golgi, que se ubica en la zona apical de la cabeza espermatica que consta de una

membrana acrosomal interna que es continua a la membrana acrosomal externa,
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durante la reaccidn acrosomal existe una fusion entre la membrana acrosomal
externa y la membrana plasmatica, dando como resultado una liberacién del

contenido acrosomal al medio extracelular (Pérez et al., 2020).

En espermatozoide que tenga el acrosoma en perfectas capacidades, se distingue
tres regiones en la cabeza: la zona acrosomal con un borde apical, la zona
posacrosomal, y el segmento ecuatorial entre ambas. Durante la reaccion
acrosomal intervienen una serie de eventos y cambios bioquimicos y fisioldgicos,
gque involucran muchas enzimas, que estan presente en el acrosoma, el mas
nombrado es la acrosina,que pertenece a la superfamilia de la serina proteasa que
solo esta presente en las células espermaticas; esta contribuye en la penetracion
del espermatozoide en el cigoto al ser la responsable de la protedlisis en la zona
pellcida, otra enzima presente es la hialuronidasa especifica del espermatozoide,
variedades de enzimas hidroliticas, que cumplen un rol necesario para deshacer la
conformacion de la zona pellcida y posibilitar en ingreso al espacio perivitelino y
péptidos del acrosoma. La glicoproteina ZP3 presente en la zona pellcida de los
mamiferos, es la proteina de los ovocitos que inducen a lareaccién acrosomal, que
activa una cascada de sefializaciébn de membrana, que a su vez conlleva al
aumento de la cantidad de calcio intracelular, para llevarse a cabo la fusién de la
membrana acrosomal externa y la membrana plasméatica del espermatozoide
(Delgado, 2019).

Los ejemplares seminales con altos porcentajes de acrosomas dafiados o
carentes conllevan a la baja tasa de fertilidad, incluso investigaciones en
espermatozoides de ratones demuestran que solo aquellos con acrosomas
intactos pueden adherirse a la membrana de la zona pellcida; por tal motivo, la
determinacion del estado acrosomal es necesario y Util, son diversas las técnicas
que se desarrollaron para este fin y los métodos deben ser eficaces e inocuos,
entre ellas tenemos a la microscopia de campo (MC), la microscopia de
fluorescencia (MF), las diferentes tinciones, como la eosina/verde, Giemsa, la
eosina/nigrosina, las dobles vy triples tinciones, la citometria de flujo permite una
estimacion mas segura; recientemente se han hecho uso de anticuerpos
acrosomales especificos perceptibles con fluorescencia. La técnica de triple
tincion (azul de Tripan, rojo neutro y solucién Giemsa) basa su metodologia en la
tincion de los espermatozoides con azul de Tripan en combinacién con otros

colorantesy tinciones comerciales (Hidalgo et al., 2005).
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Figura 2. Organizacion de la cabeza de espermatozoide de mamifero (Rodriguez,
2012).
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2.3.3. Técnicas de separaciéon de los espermatozoides

Las técnicas habituales de seleccion de espermatozoides en reproduccién asistida
son el Swim-up y gradiente de densidad Percoll, que se sustentan en la
recuperacion o separacion de los espermatozoides con mayor movilidad y
morfologia, dentro de estas técnicas se incluyen la separacibn mediante
centrifugacion ya que se requiere la recuperacion de un elevado porcentaje de
espermatozoides con caracteristicas funcionales capaces de fecundar al ovocito
y que estén dispensado de desechos celulares y de espermatozoides muertos
(Sanchez et al., 2017).

Inicialmente los gradientes de densidad fueron ideados utilizando Percoll como
matriz de preparacion para los gradientes. Sin embargo, en 1993 el fabricante
retiré del mercado el producto para uso de reproduccién asistida en humanos,
debido a que existen riesgos de contaminacion con endotoxinas inherentes a su
fabricacién, aunque su uso aun es permitido en reproduccion asistida para
animales (Salazar 2019).

o Gradiente de Percoll

Esta técnica de capacitacion se fundamenta en el principio de sedimentacién-

centrifugacion en virtud de su velocidad potencial de células esperméticas segun
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sus gradientes de densidad, las células se consolidan en un gradiente que se
encuentra en equilibrio equivalente con su propia densidad, de tal manera, que
esta técnica permite discernir a aquellos espermatozoides que pueden vencer la
dificultad que presenta los gradientes de densidad y llegar hasta el fondo del tubo
mediante la fuerza de centrifugacion, ademas que actda como un filtro para el
plasma seminal, células epiteliales, espermatozoides con baja movilidad o
muertos (Auquilla, 2011).

Un gradiente de densidad, es un solvente dispuestos en una columna donde
contiene diferentes concentraciones, la parte inferior contiene el solvente con
mayor densidad mientras que en la parte superior disminuye la concentracion, asi
se evita efectos de mezcla y oclusién de aire. Por tal motivo, por este método el
semen diluido en medio decapacitacion, es situado en la parte superior del Percoll
en volumen equivalente al de las gradientes, la concentracién inferior es de 90%
mientras la superior es de 45%, procediendo luego a la centrifugacion y por la
fuerza de gravedad los espermatozoides con mayor movilidad y morfologia se
desplazan hacia las gradientes de mayor densidad,concentrandose en el fondo del
tubo, quedando en las fases del gradiente los espermatozoides muertos de baja

movilidad, el plasma seminal y otros constituyentes (Contreras, 2018).

La principal ventaja de este método es que se pueden usar en eyaculados de baja
concentracion espermética y de movilidad reducida, sin embargo, por otro lado, la
desventaja radica en su valor es de alto costo y la dificil preparacion de las

gradientes de densidad (Contreras et al., 2021).

2.3.4. Lacentrifugacion seminal

Entre las técnicas no traumaticas de evasion de viscosidad, se describe la técnica
de centrifugacion del semen, se realiza con el objetivo de excluir el contenido de
espermatozoides del plasma seminal en el semen, pero al mismo tiempo para
aparatar espermatozoides capaces de fecundar y en semen de camélidos y
camellos se han recurrido a bajas y altas fuerzas de centrifugacion (Giuliano et al.,
2010).

La centrifugacién es un procedimiento de separacion, que se usa para aislar
particulas suspendidas en un medio liquido aprovechando las diferentes
velocidades de desplazamiento segun su forma, tamafio o peso al ser sometidos
a una fuerza centrifuga. La fuerza centrifuga es provista por una maquina llamada

centrifugadora que mediante un rotor se encarga de ejercer esta fuerza mediante
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movimientos de rotacion, de tal manera que se puede aumentar la fuerza de
gravedad efectiva en el tubo conico para producir una precipitacion del sedimento
en la base del tubo de manera mas veloz y efectiva a una determinada velocidad
0 revoluciones por minuto (Pefia et al., 2014). La fuerza ejercida sobre las
particulas se llama Fuerza Centrifuga Relativa (FCR), pongamos el caso de, una
FCR de 500 x g indica que se aplica una fuerza centrifuga 500 veces mayor a la
fuerza gravitacional de la tierra (9.8). Mediante la centrifugacién se han
implementado técnicas para la seleccion espermatica como gradiente de Percoll
para el tratamiento del semen y asi poder garantizar su almacenamiento,
refrigeracion y congelacion para la inseminacion artificial (Auquilla, 2011).

Sobre todo, en alpacas los eyaculados que producen son muy viscosos y filantes,
debido a ello fueron necesarios implementar métodos préacticos de campo, para
superar los inconvenientes creados por la naturaleza viscosa del plasma seminal,
entre ellos se han investigado la centrifugacion a diversas disposiciones de fuerza
y tiempos para aislar espermatozoides con el menor dafio posible, sin embargo,
siempre existe el riesgo de dafar las estructuras de esta, por ello la evaluacién del
efecto de la centrifugacion se ha vuelto un tema de investigacion en las distintas
especies de animales y encontrar un protocolo adecuado que se ajuste a cada
tipo de especie para obtener muestras aptas para la inseminacion artificial y

minimizar los dafios (Gémez, 2020).

2.3.5. Efecto de la centrifugacidn sobre el espermatozoide

La centrifugacion es un paso fundamental en el lavado y seleccion de los
espermatozoides en el cual se puede genera lesién a la membrana plasmética de
los gametos masculinos e incrementar la produccién basal de Especies Reactivas
de Oxigeno (ERO). Las ERO son especies de moléculas quimicas o atomos que
contienen electrones desapareados en su orbital externo lo que le da una
reactividad quimica que desencadena a actuar rapidamente con otras moléculas.
Los metabolitos producidos por el oxigeno que tiene una reduccion de uno de sus
electrones son, el radical superéxido (O;), el radical hidroxilo (OH’) y el peréxido
de hidrégeno (H:0,), las ERO reacciona indiscriminadamente con cualquier
molécula con la que tenga friccién, le extraen electrones y generan nuevos

radicales libres citotdxicos (Montesa, 2011).

Las ERO tienen un efecto dual sobre las células espermaticas ya que son

primordiales para los procesos de capacitacion y reaccién acrosémica, por el
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contrario, sus altas concentraciones inducen a una pérdida de la funcién
espermatica, puesto que anula las funciones suficientes y necesarias para permitir
la fertilizacién del ovocito. En la membrana plasmatica de los espermatozoides el
radical hidroxilo inicia la oxidacién de los &cidos grasos poliinsaturados de las
cadenas laterales de las membranas, en un proceso que se conoce como la
peroxidacion lipidica. Esto es debido a que cada acido graso que padece la
peroxidacion genera un radical con el potencial suficiente para producir
peroxidacion en otro acido graso, este fenédmeno es altamente deletéreo que se
traduce estructuralmente como una disminucién en la fluidez de la membrana y
funcionalmente es una reduccién de la capacidad fecundativa de la célula
espermatica. La integridad del DNA espermatico, asi como de la membrana
acrosomal también, es afectada por la alta concentracion de ERO, las cuales
dependen de los niveles de estrés que se producen durante la centrifugacion
cuyos factores pueden ser un tiempo prolongado, la fuerza ejercida durante la
separacion seminal o por la exposicidbn a sustancias nocivas, ademas estos
pueden desencadenar un aumento significativo en la fragmentacion del DNAy una

perdida riguroso de la movilidad (Urrego et al., 2008).

2.3.6. Técnicas para la evaluacion de la integridad de la membrana
espermaticay acrosomal

La evaluacion de la membrana plasmética refleja la viabilidad espermatica, por
ello resulta importante la evaluacion de la integridad de la membrana, mas aun si
se sabe que los dafios se ocasionan a nivel de la cabeza y el flagelo espermaético,
pueden ocurrir independientemente uno del otro y la presencia de la membrana
flagelar intacta, no sugiere necesariamente la integridad de la membrana
acrosomal (Zhu et al., 2000).

Las tinciones tales como Eosina/Nigrosina (EN) y Tripan-Blue (TB), han sido
utilizada durante mucho tiempo con el fin de estimar la integridad de la membrana
plasméatica y acrosomal, también se hizo uso del colorante
Eosina/Nigrosina/Giemsa, SYBR- 14/loduro de propidio, Hoechst 33342/loduro de
propio y el test hipo-osmético conocido como HOST, lo que se evidencia por el

enrollamiento del flagelo (Sanchez, 2016).

Para la evaluacién de integridad acrosomal se pueden usar diferentes técnicas,
entre ellas el azul de Coomassie para evaluar la presencia y/o ausencia del

capuchon acrosomal, también es valorada mediante lectinas conjugadas
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fluorescentes ya que la desaparicion de la fluorescencia es indicativa de un
acrosoma intacto, mientras que la fluorescencia indica la ruptura del acrosoma o
de la reaccion acrosémica. Otra técnica habitualmente utilizada es la citometria de
flujo o microscopia de fluorescencia que se interpreta que cuando la tincién
acrosOmica tiene lugar en espermatozoides fijados y permeabilizados, todos los
acrosomas fluorescentes son distinguibles como intactos, mientras los acrosomas
con baja o solo con una banda de tincion fluorescente muestra sefiales de ruptura
0 reaccion (Sanchez, 2016).

Existen otros test fluorescentes para estimar el acrosoma, como la tincién de
clortetraciclina (CTC), en la que la fluorescencia se activa cuando cohesiona a
iones de calcio y cuando se combinan con otras tinciones fluorescentes, como
Hoechst 33258 se logran diferenciar subpoblaciones espermaticas (Sanchez,
2016). En llamas se usaron técnicas de tincién, como el azul Tripan, rojo neutro y

solucién Giemsa (Giuliano et al., 2010).

2.3.6.1. Tincién fluorescente Hoechst 33342/PI

El colorante Hoechst 33342 es un fluorocromo permeable a la membrana
plasmatica, de tal manera que penetra a todas las células y presenta peculiaridad
por los pares de bases A — T uniéndose y tifiendo al DNA, de modo que todos los
espermatozoides son perceptibles de color azul. La longitud de onda de excitacién
es de 532 nm, siendo la emisién a 461 nm aproximadamente. El colorante Pl
(loduro de Propidio) solo traspasa las membranas dafiadas ya que se superpone
al colorante azul Hoechst, aquellos espermatozoides con membrana dafiada se
pigmentan de color rojo/violeta. Sobre esta base el programa AndroVision®
estipula el porcentaje de espermatozoides con membrana intacta o defectuosa
(Cueva, 2018).

El loduro de propidio es una contratincion popular cromosémica, utilizado para la
identificacion de células muertas, permitiendo evaluar la viabilidad mediante la
apreciacion de la membrana plasmaética y nuclear, este compuesto ingresa en los
espermatozoides con la membrana plasmatica deteriorada y se fusiona al ntcleo,
de manera que al ser excitados por la longitud de onda adecuada (510 — 560 nm)
difunde fluorescencia roja (Alvarez, 2019).

El uso del Hoechst 33342 es limitado debido a que la longitud de onda de su
espectro de excitacion, se encuentra en un rango UV y la mayoria de los

citbmetros cuentan de un laser con una longitud de onda de 488 nm y para estimar
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aguellas muestras sefialadas con este fluorescente es preciso habilitar de un laser

de menor longitud de onda (Cueva, 2018).

2,3,6.2. Tripletincién con azul de Tripén, rojo neutro y solucién de Giemsa
Es una técnica de microscopia Optica capaz de evaluar el estado acrosomal y la
viabilidad espermética al mismo tiempo, ya que el azul de Tripan es indicador de
vitalidad y el Giemsa se anexa a la matriz acrosomal, en el caso de los camélidos
sudamericanos se han podido reconocer cuatro patrones haciendo uso de la triple

tincion:

¢ Espermatozoides vivos con acrosoma presente, se observa que la regién
acrosomal se tifie de purpura y la zona post acrosomal se tifie de azul claro o
blanquecino.

e Espermatozoides vivos con acrosoma dafiado o suelto, se observa que la zona
acrosomal se tifie de rosa palido y la zona post acrosomal de azul claro o
blanquecino.

e Espermatozoides muertos con acrosoma presente, se observa que la zona
acrosomal se tifie de pUrpuray la region post acrosomal de azul oscuro.

e Espermatozoides muertos con acrosoma dafado o suelto, la zona acrosomal
se tifie de rosa pélido o violeta claro mientras que la zona post acrosomal se
tifie de azul oscuro (Carretero et al., 2015).
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Figura 3. Caracteristicas de la muestra espermatica sometidas al proceso de
triple tincion con azul de Tripan, Rojo neutro y solucién Giemsa (Cueva, 2018).
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ll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion de la zona de estudio
El presente estudio se desenvolvid en las instalaciones del Laboratorio de
Biotecnologia Reproductiva de la Estacion Experimental Agraria Canaan — INIA,

Ayacucho.

3.1.1. Ubicacion politica

Regidn : Ayacucho

Provincia : Huamanga

Distrito : Andrés Avelino Caceres Dorregaray

Lugar : Estacion Experimental Agraria Canaan — INIA

3.1.2. Ubicacién geogréfica
Estacion Experimental Agraria Canaan — INIA, se localiza en la Av. Abancay a 20
min de la Plaza Mayor de Huamanga, ubicada al sureste de la Provincia de

Huamanga, regién Ayacucho.

Latitud sur 1 13°09'48” S.
Longitud Oeste : 74°11’'53” W.
Altitud : 2736 msnm.

3.2. Poblacién y muestra

3.2.1. Poblacion
La poblacién de estudio integra todos los espermatozoides presentes en los

eyaculados de semen que fueron captados mediante la vagina artificial de 5
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alpacas machos (n=5) con cuatro repeticiones (r=4), de la Estacion Experimental
Agraria Canaan, INIA - Ayacucho.

3.2.2. Muestra

El tamafio muestral consistié en 20 muestras de semen de alpaca, cuya movilidad
fue mayor al 50 % y la concentracién mayor a 80x10%ml de semen, que seran
considerados como criterios de inclusion, de los cuales se tomaran 100 pl para la
capacitacion mediante Percoll y 10 ul para la estimacién de la integridad de
membrana espermatica y acrosomal. Los ejemplares de semen fueron colectados
mediante la técnica de la vagina artificial a partir de 5 machos cuya frecuencia de
colecta fue 2 veces por semana, por cada macho de la Estaciébn Experimental
Agraria Canaan, INIA - Ayacucho.

3.2.3. Sistema de muestreo

La colecta de muestras de semen de alpaca, fueron a través de la vagina artificial
apartir de los 5 machos entrenados de los cuales se escogié de manera aleatoria
a tres de ellos para la recoleccién que fue 2 veces a la semana por cada himero

de arete del macho.

3.3. Metodologiay coleccion de datos

3.3.1. Armado de la vagina artificial

e Enuntubo rigido de PVC de 7 cm de diametro por 25 cm de largo se introdujo
por la parte interna una funda de latex y se doblé en uno de los extremos.

e Una bolsa previamente cortada de polietileno, se adhiri6 en uno de los
extremos de un tubo Falcén y se unié con una cinta masquin.

e La bolsa con el tubo Falcén se sujetd al tubo de PVC del lado de la funda
doblada y se fij6 con una liga.

e Por el otro extremo del tubo se vertié agua caliente de 43 a 50°C en el interior
del tubo.

¢ Inmediatamente se procedio a tirar el latex y doblarlo para luego ser sujetado
con una liga de manera que se evita la salida del agua.

o Luego se insuflo aire a través del pitén del tubo de manera que se logré una
cierta presion en el interior del tubo recreando un ligero ajuste en el interior de
la vagina.

e Se situé una especie de capuchdn previamente atemperado al tubo Falcon
para conservar la temperatura de los espermatozoides que fueron

recolectados.
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Se empacé a la vagina artificial en una compresa de caucho que contenga
agua caliente a 52°C aproximadamente, seguidamente se envolvié con una
frazadilla de franela para conservar la temperatura y se sujetd con ligas

firmemente (Espezla et al., 2021).

3.3.2. Recoleccién del semen de alpaca

La vagina artificial armada se trasport6 al lugar de recoleccién y se coloc6 en
el interior del maniqui, previamente fue limpiada y desinfectada con alcohol e
incluso en algunos casos se agreg6 gel para facilitar el ingreso de la vagina
al maniqui.

Una vez que se comprobd que la vagina este firme en el maniqui, este se
coloc6 en una posicion de cubito ventral.

Luego se seleccion6 a los machos respectivos y se procedié a la monta y
copula.

Una vez que el macho logré penetrar se anot6 el tiempo de cépula que tuvo
una duracién de 10 a 40 min aproximadamente y también se anot6 la raza y
el nimero de arete de cada macho respectivamente.

Finalmente, cuando el macho se levanté inmediatamente se llevo la vagina al

laboratorio para su analisis macroscopico y microscdpico del semen.

Figura 4. Colecta de semen de alpaca A) Armado de la vagina artificial, B)

Monta de la alpaca macho en el maniqui.
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3.3.3. Andlisis macroscopico del semen

Tan pronto como, el tubo Falcén con la muestra se retiré de la vagina artificial
seguidamente se procedid a colocar en bafio maria a 37°C para iniciar con el
analisis de sus caracteristicas macroscopicas, seguida del analisis microscépico.
Como dato importante se tomd en consideracién que las muestras seminales no
fueron expuestas a la temperatura ambiental por tiempo prolongado y se evadié el
contacto directo con la luz solar.

a) Color

El color se determind mediante la observacion a simple vista y se clasific6 como,
blanco lechoso (indica una concentracion alta), blanco semi lechoso y un color
cristalino o transparente (indica una concentracion baja).

b) Volumen

Se observo directamente del tubo Falcon graduado, se diferencié el semen de la
espuma del eyaculado para determinar el volumen. El volumen de semen en
alpacas varia entre 0.8 mL a 3 mL aproximadamente.

¢) Filancia

Se introdujo una micropipeta al semen colectado, luego se extrajo un poco de
muestra y se coloco sobre un portaobjeto, se esperd unos segundos y luego se
jalé hasta el punto de despliegue, mediante una regla se determiné la longitud

maxima que el semen alcanzé hasta su despliegue.

Esta accion determind la propiedad de viscosidad del semen recolectado, en

algunos casos hubo ausencia de filancia.

3.3.4. Andlisis microscopico del semen

3.3.4.1. Movilidad

La movilidad de un espermatozoide es un parametro que indicara la vitalidad de la

célula espermatica, el semen de alpaca presenta un movimiento oscilatorio debido

a su viscosidad (Espezua et al., 2021).

e Se tomo6 una gota de la muestra seminal con la micropipeta y se colocé en una
lamina portaobjeto que previamente fue atemperada a 37°C.

e Se observo el semen fresco y también el semen luego de la seleccién mediante
Percoll y centrifugacion a diferentes tiempos, a través del microscopio Gptico a

40X, y se determind los valores en porcentaje de 0 a 100% segun su movilidad.
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Para la determinacion de la movilidad se puede realizar haciendo una
estimacién subjetiva, pero para obtener valores mas exactos se realiz6 por

medio del sistema CASA.

3.3.4.2. Concentracion

La concentracién espermatica indica el nimero de espermatozoides presentes

en eleyaculado.

Se tomd 10 pl de muestra seminal con una micropipeta.

En un lamina portaobjeto previamente atemperada a 37°C y se cubrié con una
laminilla.

Finalmente, se observd mediante el microscopio 6ptico a 40X para el andlisis
en el AndroVision sistema CASA, se selecciond el programa movilidad y
concentracion, se hizo la evaluacion de 5 campos de la muestra y el sistema
determin6é los patrones de movimiento dando la estimacion respectiva
(Espezua et al., 2021).

3.3.4.3. Evaluacion de laintegridad de membrana espermatica (Tincién
fluorescente Hoechst 33342/PI)

En un tubo Eppendorf atemperado se colocaron 10 pl de semen seleccionado
por Percoll yseguidamente se afiadié 1.5 pl de Hoechst 33342/PI, luego se

homogenizé lentamente.

Al tubo Eppendorf se forré con papel aluminio para protegerlo de la luz y se
incub6 a 37° C por 15 minutos.

Una vez, cumplido el lapso de tiempo se extrajo una gota de la muestra y se
colocd sobre un portaobjeto y se cubrié con un cubreobjeto.

Luego, se observo en el microscopio a 200X y se encendi6 el modo de luz UV
para ser analizado mediante el sistema CASA.

Se ingreso, al sistema AndroVision CASA luego en “Andlisis avanzado”,
después modulo “viabilidad”.

Aquellos espermatozoides con la membrana dafiada se pigmenté de color rojo
o rosado y los espermatozoides con la membrana intacta fueron de color azul.
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El analisis de la integridad de membrana espermatica se operé en semen
fresco y en espermatozoides centrifugados por espacio de 10, 20 y 30 minutos
respectivamente.

Ademas, para el recuento de espermatozoides viables con integridad de
membrana espermatica se analizé en 5 campos y para estimar el porcentaje

de los espermatozoides viables se empled la siguiente féormula (Cueva, 2018).

% de S IM = N° de Spz con membrana intacta en 5 campos X 100
odespzcon - N° total de Spz en 5 campos

3.3.4.4. Evaluacion de la integridad acrosomal (triple tincion con azul de

Tripén, rojo neutro y Giemsa)

Con la ayuda de una micropipeta, se extrajo una gota de semen seleccionado
mediante Percoll y se colocd en un portaobjeto atemperado.

Luego, se afiadi6é una gota de azul de tripan al 0,2% (preparacion a partir de
0,4% SIGMA T-8154 diluido con 0,9% de NaCl en proporcion 1:1).

Seguidamente, con la ayuda de la micropipeta se homogenizé y con otro
portaobjeto se extendié mediante un frotis por toda la superficie del portaobjeto.

Se dejo secar verticalmente a temperatura ambiente por 3 minutos.

Luego se fij6 con una solucién de rojo neutro al 0,2% (SIGMA N° 2889) por 5

minutos.

Después con una piseta se enjuagé 3 veces con agua destilada y se dejo secar
verticalmente.

Finalmente, se coloreo con Giemsa al 7,5% (preparacion al momento del uso
11.5 ml de agua destilada y 1 ml de Giemsa), se dejé secar por 24 horas.

Se enjuagd con agua destilada 4 veces.

Se realizé la evaluacion en un microscopio a 1000X con aceite de

inmersion.

La evaluacion de la integridad acrosomal se realiz6 en semen fresco, semen
seleccionados por gradiente de Percoll y centrifugados a 10, 20 y 30 minutos

respectivamente.
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e Para la obtenciéon del porcentaje de espermatozoide vivos con membrana

acrosomal integro se aplico la siguiente formula (Cueva, 2018).

% de Spz VAI = N° de espermatozoides tipo I X 100
o deSpz ~ N° total de espermatozoides tipo I, IL III Y IV

Tipo | : Espermatozoide vivo con acrosoma
Tipo Il : Espermatozoide vivo sin acrosoma
Tipo 1l : Espermatozoide muerto con acrosoma
Tipo IV : Espermatozoide muerto sin acrosoma

3.4. Preparacion de los reactivos para el analisis seminal

Los reactivos usados como el Percoll se prepararon con anterioridad al proceso
de extraccion del semen y la preparacion fue de acuerdo a cada protocolo, se tuvo
en cuenta las medidas de bioseguridad implementadas para el laboratorio
(Anexo 1).

3.4.1. Preparacion de TALP-SPERM 10X

e Se desinfect6 el area de trabajo con alcohol antes de la preparacion.

e Se encendio la balanza analitica 2 horas antes de realizar la calibracién para
pesar.

e Se procedié a pesar todos los reactivos segln la cantidad correspondiente
para un determinado volumen de preparacion.

e Enun tubo Falcén previamente lavado y desinfectado se coloc6 cada uno de
los reactivos pesados y se enraz6 con agua de mili Q y finalmente se afiadio
con una micropipeta lactato de sodio.

e Luego se llevé al vortex para la homogenizacion y evitar la formacion de

grumos.

¢ Finalmente, se midi6 el pH a 7,4 y se filtré con membrana de 0,22 um.

e Se rotuld y se coloc6 en la refrigeradora para su conservacion a 5°C
(Palomino, 2019).
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3.4.2. Preparacion de Percoll de 90%

Antes de empezar la preparacion se desinfecto el area de trabajo con alcohol.
Se encendio la balanza analitica 2 horas antes de realizar la calibracion.
Una vez que la balanza se calibré, se procedio a pesar NaHCOs.

Se vertié a un vaso precipitado previamente lavado y desinfectado en la cAmara

de flujo laminar para evitar la contaminacion.

Luego se afiadié Sperm-TALP 10X mediante una micropipeta de 1000 pl.
Seguidamente se agrego6 el lactato de Nay el Percoll.

Finalmente se afiadié MgCl, + 6H,0 y CaCl, + 2H.0.

Una vez, se tubo todos los reactivos se llevd al vortex para su

homogenizacion durante 5 minutos.
Se medi6 el pH a un rango de 7,3 — 7,45.
Luego se realiz6 la filtracion con membrana de 0,22 um.

Por dltimo, se almacend en un tubo Falcon, se rotuld y se llevo a refrigerara
5°c para su conservacion (Gémez et al., 2014).

3.4.3. Preparacion de Percoll de 45%

Se desinfect6 el area de trabajo con alcohol antes de la preparacion.
Se encendio la camara de flujo laminar.

Luego se procedié a medir el Percoll de 90% y se colocé en un tubo Falcon
previamente lavado y desinfectado.

Finalmente, se afiadi6 el Sperm —TALP 10X y se llevd al virtex para su
homogenizacioén.

Se sellé con una tira de Parafilm.

Se rotulé con los datos correspondientes y se llevd a refrigerar a 5°C para

Su posterior conservacion.
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3.4.4. Preparacion del medio Tyrode’s Albumina Lactato Piruvato (TALP-

FIV)

3.5.

Se desinfecto el rea de trabajo con alcohol antes de la preparacion.
Se encendi6 la balanza analitica 2 horas antes de realizar la calibracién.

Una vez, que la balanza se encontré calibrado, se procedié a pesar cada uno
de los reactivos segun la cantidad para un volumen de preparacion
determinado.

Todos los reactivos pesados se disolvieron en agua mili Q y con la ayuda de
una micropipeta se afiadi6 el lactato de sodio.

Luego, se coloct en un tubo esterilizado y se llevo al vortex para su completa
homogenizacién.

Finalmente, se filtré con una membrana de 0,22 um, se rotulé y se almacendé
en la refrigeradora a 5°C para su conservacion (Palomino, 2019).

Separacion seminal por la gradiente de Percoll a diferentes tiempos

de centrifugacion.

Antes del uso, el Percoll de 45% y 90%, Sperm — TALP y TALP-FIV se
procedi6 a calentar a 38°C.

En la cdmara de flujo laminar previamente desinfectado con alcohol, se
deposito en el fondo del tubo conico de 1.5 ml 100 ul de Percoll de 90% y en la
parte superior, otros 100 pl de Percoll de 45% de manera que se formé un
menisco entre los dos gradientes.

Seguidamente, con mucho cuidado se deposité 100 ul de semen sobre el
gradiente Percoll de 45%.

Luego se procedid a realizar la centrifugacién a 700 x g por espacio de 10, 20
y 30 minutos, para cada caso respectivamente.

Se eliminé el sobrenadante y se adicion6 100 ul de Sperm -TALP, para luego
volver a centrifugar a 350 x g por espacio de 5 minutos.

Se volvio a eliminar el sobrenadante y se adiciond 50 pl del medio TALP FIV.
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e Seguidamente, se realizé la extraccion de 10 pl de muestra en un portaobjetos
atemperado para la evaluacion correspondiente como la maotilidad,
concentracion, integridad de la membrana espermatica e integridad
acrosomal (Contreras et al., 2021).

3.6. Tipo deinvestigacion

El tipo de investigacion del siguiente estudio fue bésica — experimental. Se
denomina basica, ya que la principal aportacién fue nuevos conocimientos de
parametros para la seleccion mediante gradiente de Percoll y centrifugacion a
cortos tiempos para evitar y prevenir el dafio de la membrana espermética y
acrosomal de los espermatozoides. Mientras que la investigacion tipo
experimental es debido a la manipulacion de variable independiente de tiempos
para la centrifugacion y observar el efecto sobre la variable dependiente integridad
de la membrana espermatica e integridad acrosomal de espermatozoides de

alpaca.

3.7. Anélisis estadistico

Los datos alcanzados fueron necesarios para el establecimiento de tablas
estadisticas en el programa software Excel para luego ser ordenados y exportados
al programa estadistico de Minitab, ahi se efectué la prueba de normalidad para
ver si los datos cumplian los principios de distribucion normal y se realizé la prueba
de normalidad de Anderson-Darling. También se us6 un intervalo de confianza de
Bonferroni del 95 % para desviacion estandar. Para la prueba de igualdad de
varianzas se usO el método de Bartlett para datos paramétricos y la prueba de
Levene para datos no paramétricos, luego de contrastar que dichos datos de las
variables cumplian una distribucién normal, se pasé a comparar los promedios
mediante un analisis de varianza (ANVA) para un Disefio en Bloques
Completamente Aleatorio (DBCA) y se us6 la prueba de Tukey con la finalidad de
comparar parejas para la concentracion, movilidad, integridad de membrana

espermatica e integridad acrosomal, en los tres tiempos.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 1. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas del semen de Vicugna pacos “alpaca” (n=5; r=4). Los valores estan expresados
en promedio y desviacién estandar. INIA - Ayacucho 2023.

Cadigo Volumen Filancia Concentracion (iEEge £ el Integridad

- .
HEEE de arete clles (ml) (cm) (x10%ml de semen) gzt (7 mempr_ana acrosomal (%)
espermatica (%)

1 12006 Blanco lechoso 1.50 2.3 112.78 +8.06 76.75 +3.76 63.50 +2.31 73.00 +2.47

2 9184 B"'l"en;f’ozf)m' 0.83 15 17430 +6.23 79.75 +1.98 6450 +2.98 75.00 +4.34

3 9210 Blanco lechoso 1.85 1.9 197.40 +6.48 75.05 +4.00 63.57 +3.12 71.73 +2.32

4 13022 B'?Qgﬁozzm' 1.50 1.0 164.40 +5.20 76.18 +4.22 62.63 +2.07 73.55 +3.06

5 S/A B'T‘e"fﬁoiimi 1.65 1.0 110.85 +7.93 7633 +259 63.08 +1.90 74.08 +2.91
Promedio 151.95 +6.78 76.81 +3.31 63.46 +2.48 73.47 +3.05
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Tabla 2. Concentracion seminal (x10%/ml de semen) de Vicugna pacos “alpaca”
(n=5; r=4), después de la centrifugacion a 700 x g . Los valores estan expresados
en promedios y desviacion estandar. INIA — Ayacucho 2023.

Caodigo Tiempo de centrifugacion (min)
Macho
de arete 10 20 30
1 12006 140.5 +£8.02 152.4 18.71 93.90 14.32
2 9184 191.1 +8.76 183.2 +6.45 107.5 6.45
3 9210 1949 +3.82 1939 14.36 106.2 +6.31
4 13022 176.2 +8.20 178.5 +7.27 103.0 +6.57
5 S/A 1445 +9.79 146.2 6.54 99.53 15,94
Promedio 169.4 +7.72 170.8 6.67 102.0 +5.92
A A B
*SIA . “Sin arete” (identificacion de la alpaca suri negra).
AyB . Indica una diferencia estadistica significativa entre si.
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Figura 5. Promedio de la concentracion seminal (x108/ml) en los tres tiempos de
centrifugacion (min) a 700 x g de Vicugna pacos “alpaca”. INIA — Ayacucho 2023.
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Tabla 3. Movilidad espermatica (%) de Vicugna pacos “alpaca” (n=5; r=4) después
de la centrifugacion a 700 x g. Los valores estan expresados en promedios y
desviacion estandar. INIA — Ayacucho 2023.

Cddigo Tiempo de centrifugacion (min)
Macho

de arete 10 20 30
1 12006 81.82 $4.81 69.48 +4.43 29.73 +4.22
2 9184 86.97 15.16 74.53 +2.68 39.48 +3.19
3 9210 81.80 +6.83 69.38 +6.55 34.23 18.11
4 13022 82.88 +3.29 73.63 +2.75 33.20 +6.05
5 S/A 80.88 +3.89 71.13 +4.15 34.00 +6.13
Promedio 82.87 4.80 71.63 #4.11 34,13 1554

A B C
*S/A : “Sin arete” (identificacion de la alpaca suri negra).

A, By C : Indica una diferencia estadistica significativa entre si.

37



Figura 6. Promedio de la movilidad espermatica (%) en los tres tiempos de
centrifugacion (min) a 700 x g de Vicugna pacos “alpaca”. INIA — Ayacucho 2023.
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Tabla 4. Integridad de membrana espermatica (%) de Vicugna pacos “alpaca”
(n=5; r=4), después de la centrifugacion a 700 x g. Los valores estan expresados
en promedios y desviacion estandar. INIA — Ayacucho 2023.

Caddigo Tiempo de centrifugacién (min)
Macho
de arete 10 20 30
1 12006 65.40 +2.86 5833 +5.23 2415 475
2 9184 68.05 +3.86 6055 +4.89 28.70 4.28
3 9210 68.13 +7.93 5743 +6.16 21.88 +4.82
4 13022 67.25 440 5343 449 1835 £2.23
5 S/A 6438 +191 51.80 +294 20.35 £3.21
Promedio 66.64 +4.19 56.31 +4.74 22.69 13.86
A B C
*S/A : “Sin arete” (identificacion de la alpaca suri negro).

A, By C: Indica una diferencia estadistica significativa entre si.
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Figura 5. Promedio de la integridad de membrana espermatica (%) en los tres
tiempos de centrifugacion (min) a 700 x g de Vicugna pacos “alpaca”. INIA —
Ayacucho 2023.
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Tabla 5. Integridad acrosomal (%) de Vicugna pacos “alpaca” (n=5; r=4), después
de la centrifugacion a 700 x g. Los valores estan expresados en promedios y
desviacion estandar. INIA — Ayacucho 2023.

Cédigo Tiempo de centrifugacion (min)
Macho
de arete 10 20 30
1 12006 83.80 *3.74 65.15 +2.44 3148 +2.74
2 9184 82.03 1542 68.15 +3.75 36.20 16.29
3 9210 84.05 *2.52 66.67 *3.81 34.23 1545
4 13022 83.05 +3.34 65.80 +3.84 34.00 15.84
5 S/A 82.25 *3.13 66.45 +295 3338 14.36
Promedio 83.04 *3.63 66.45 336 33.86 494
A B C
*S/IA : “Sin arete” (identificacion de la alpaca suri negro).

A, By C : Indica una diferencia estadistica significativa entre si.

41



Figura 6. Promedio de la integridad acrosomal (%) en los tres tiempos de
centrifugacion (min) a 700 x g de Vicugna pacos “alpaca”. INIA — Ayacucho 2023.
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Figura 7. Comparacion de la muestra control con los tres tiempos de centrifugacién (min) a 700 x g de la concentracion (x10%/ml) de
Vicugna pacos “alpaca” INIA — Ayacucho 2023.
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Figura 10. Comparacion de las muestras control con los tres tiempos de centrifugacion (min) a 700 x g de la Movilidad (%), Integridad de
membrana espermatica (%) e Integridad acrosomal (%) de Vicugna pacos “alpaca” INIA — Ayacucho 2023.
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Figura 11. Espermatozoides tefiidos con el colorante fluorescente Hoechst
33342/PI, analizados con el programa AndroVision sistema CASA. Color azul:
Espermatozoide viable con membrana espermatica intacta, se observé en la
imagen de color azul. Color rojo: Espermatozoide no viable con membrana
espermatica dafiada, se observé en la imagen de color rosado.
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Figura 12. Espermatozoides tefiidos con triple tincién Azul de Tripan, rojo neutro
y Giemsa. INIA - Ayacucho 2023. a) Espermatozoide vivo con acrosoma intacto
(acrosoma azul violeta y regidon post acrosomal translucido ligeramente
coloreado); b) Espermatozoide vivo sin acrosoma (acrosoma translucido y region
post acrosomal translucido ligeramente coloreado); ¢) Espermatozoide muerto con
acrosoma intacto (acrosoma azul violeta y region post acrosomal azul oscuro o
azul violeta); d) Espermatozoide muerto sin acrosoma (acrosoma translucido y
regiéon post acrosomal azul oscuro o azul violeta).
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V. DISCUSION

En base a los resultados obtenidos de la investigacion realizada, en la Tabla 1, se
observan los resultados de las caracteristicas macroscépicas y microscopicas del
semen como son el promedio y desviacion estandar (DE) que fue de 151.95 + 6.78
x10%mL de la concentracion, para la movilidad el promedio y DE fue de 76.81 +
3.31%, para la integridad de membrana espermatica el promedio y DE fue de
63.46 * 2.48%, y para la integridad acrosomal con promedio y DE fue de 73.47 £
3.05%. Estos parametros reflejan la buena calidad del semen fresco ya que son
requerimientos que ha de reunir un espermatozoide para ser apto y fecundar a un
ovocito; la movilidad es todavia uno de los parametros mas utilizados para valorar

la calidad del eyaculado.

Se puede corroborar con las investigaciones de Linares (2020) que obtiene
similares resultados en cuanto al volumen con un promedio de 1. 22 ml y la filancia
1.33 cm en semen fresco de alpaca en la regién de Ayacucho, también se observa
un aumento en la concentracion con 211.30 x 10 ¢/ml, la movilidad con 71.65% y
una ligera disminucion con respecto a la integridad de membrana espermatica con
promedio y DE que fue de 57.65 + 16,79% analizados mediante Hoechst y
colectados en condiciones similares mediante vagina artificial. Sin embargo, hay
reportes como de Ramirez, (2017) que encontrdé en la movilidad un promedio de
52.50 % en finales de época reproductiva mediante vagina artificial, esta se debe
probablemente a la colecta frecuente de cada macho y el tiempo prolongado de la
copula ya que a mayor tiempo se reduce significativamente la movilidad de los

espermatozoides.
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También hay otro trabajo similar de Zirena, (2014) que report6é porcentajes bajos
de reaccion positiva al test de endosmosis (HOST) en semen fresco con un
promedio de 43.13 + 17.59%, y movilidad de 43.33% colectados mediante vagina
artificial, este valor inferior seguramente se deba a la frecuencia de colecciéon de
6 a 7 colectas por semana y también a que el uso de Hoechst 33342 para
evaluacion de integridad de membrana espermatica es mas exacta a comparaciéon
del HOST. Por otro lado, en la investigacion de Mendoza (2015), se encontrd
porcentajes superiores de 79,6% de movilidad, esto se debe a que el autor logré
la muestra en poco tiempo y ademas hizo uso de una frazadilla eléctrica el cual

mantuvo una temperatura constante la muestra seminal.

Enla Tabla 2, el promedio mas alto de la concentracion fue de 170.8 + 6.67 x10%/ml
a los 20 min de centrifugacion, mientras, que a los 10 min fue de 169.40 + 7.72
x108/ml por ende, no hay diferencia estadistica significativa entre ambos, a los 30
min hubo un descenso a 102.0 + 5.92 x10%/ml, donde si hay una diferencia
estadistica significativa con respecto a los 10 y 20 minutos de centrifugacion. En
la Figura 5, se muestra las comparaciones graficas de los promedios en los
diferentes tiempos de centrifugaciéon (min). Un mayor tiempo de centrifugacion no
siempre se traduce a una mayor concentracién de espermatozoides como lo
sefiala el trabajo de Alvarez, (2005) en mamiferos, donde demuestra que el semen
puede tener una alta concentracién, pero si la movilidad, viabilidad o integridad de
membranas y DNA son bajas, la calidad seminal no sera éptima, de hecho, un
tiempo excesivo puede ser perjudicial ya que puede provocar pérdida de
espermatozoides al adherirse en la capa de leucocitos que se acumulan en el
fondo del tubo durante la centrifugacién, también un tiempo excesivo de

centrifugacion provoca sedimentacion excesiva y reduce la recuperacion.

También en otro estudio de Contreras, (2018), se encontré bajos porcentajes de
concentracion seminal en alpacas luego de una centrifugacion por gradiente de
Percoll a 1500 rpm durante 10 min, con un promedio y DE que fue de 80.51 *
34.53% y en la muestra control (espermatozoide sin centrifugar) 103.40 £+ 51.60%,
esta disminucién de los resultados posiblemente se deba a que se hizo uso de

pajillas congeladas de semen de alpaca.

En la Tabla 3, la movilidad luego la de centrifugacién por 10 min en la separacion
espermatica mediante gradiente de Percoll muestra el mas alto promedio y DE

que fue de 82,87 + 4.80%, esto se debe a que la técnica de gradiente Percoll tiene
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como objetivo primordial separar los espermatozoides vivos de los muertos y otros
restos celulares, por tanto, los espermatozoides seleccionados mediante esta
técnica son en su totalidad espermatozoides vivos, entre tanto, que en la muestra
control presenta espermatozoides vivos, muertos y otros restos celulares
(Camargo, 2020). Sin embargo, luego de la centrifugacién por 30 min se puede
observar un notable descenso a un valor de tan solo 34.13 + 5.54% de movilidad,
en cuanto a los resultados, luego de la centrifugacion de 20 min el valor fue 71.63
+4.11%, donde se contempla que hay una diferencia estadistica significativa entre
los 3 tiempos de centrifugacion para cada ejemplar de alpaca tal como se puede
observar en la Figura 6. Estas diferencias se deben a que la centrifugacion
prolongada de méas de 20 min causa dafios en los espermatozoides afectando la
movilidad por el aumento de las Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) que causa
dafio oxidativo en las membranas alterando su estructura y reduciendo su
movilidad, también inicia una peroxidacion lipidica de las membranas y el estrés
oxidativo Montesa, (2011).

Zhana et al., (2023), en su investigacion sobre espermatozoides en mamiferos se
logré observar que las Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) ademas de alterar
la funcion de la mitocondria, también activa las caspasas que son enzimas
involucradas en la apoptosis lo que lleva a la muerte de espermatozoides y reduce
la movilidad. En estudios recientes en bovinos, haciendo uso de protectores de
membrana como la BSA que actla como un componente conservador se puede

minimizar los dafios ocasionados por la centrifugacion (Martinez et al., 2022).

Otros autores como Munera et al., (2023) realizaron investigaciones en otras
especies de roedores concuerdan que la centrifugacion puede ocasionar dafios a
los espermatozoides promoviendo lesiones mecéanicos, estructurales, cambios en
el acrosoma y una reduccién sustanciosa de la movilidad; sin embargo, indican
que una centrifugacion por 20 min (a 600 x g) con gradiente de densidad de una
sola capa (SLC) en semen congelado permite tener muestras de calidad
espermatica superiores en movilidad y funcionamientos de membrana. Gomez,
(2020) reporta que el uso de altas fuerzas de centrifugacion (4448 x g) por tiempos
cortos como 7 min, permiten una tasa de recuperacion de hasta 98% con una
depreciacién en la pérdida de movilidad de los espermatozoides de alpaca (3,5%),

por tanto, una centrifugacion a altas fuerzas por cortos tiempos y haciendo uso de
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medios protectores posibilitan separar espermatozoides con la minima perdida

postcentrifugacion.

En la tabla 4, se muestra los promedios (%) y la DE de la integridad de membrana
espermatica. En ella se observa que el porcentaje promedio mas alto a 10 min de
centrifugacion fue de 66.64 + 4.19%, en la centrifugacion de 20 min fue de 56.31
* 4.74% y en 30 min fue de 22.69 + 3.86%, observandose una diferencia
estadistica significativa entre los tres tiempos de centrifugacion, tal como se
muestra en la Figura 7; mientras el valor en cuanto al control fue de 63.46 + 2.48%,
lo cual evidencia que se hall6 una mejora en la proporcion de espermatozoides
con integridad de membrana espermatica intacta en aquellos que fueron
separados por gradiente Percoll a 10 min, resultados que concuerdan con otros
autores en otras especies (Munera et al., 2023). Sin embargo, se observa que hay
un mayor dafio de la membrana espermatica a mayor tiempo de centrifugacion y
se obtiene mejores promedios para una centrifugacién de 10 min. Camargo,
(2020) en su investigacion reporta que la técnica de centrifugacion con Percoll
desde 5 minutos hasta 15 minutos no impacta la integridad de la membrana ni

causa dafos en la morfologia de la cabeza de los espermatozoides bovinos.

Estos resultados difieren con los hallazgos de Restrepo etal., (2016) que
trabajaron en semen de equinos lo cual sefiala que inclusive a bajos niveles de
fuerza de centrifugacion (600 x g, 1200 x g y 1800 x g) por 10 min logran perturbar
la movilidad espermatica, la integridad del acrosomay el potencial de la membrana
interna acrosomal de los espermatozoides equinos en todos los tratamientos, en
relacion al semen no centrifugado (control). Del mismo modo también difiere con
los resultados de Urrego et al., (2008) que en su investigacion en bovinos sefiala
gue se encontré diferencia significativa en cuanto al dafio de la membrana
plasmatica evaluado por HOST entre aquellos espermatozoides centrifugados por
45 min (700 x g) con respecto a los no centrifugados, pero que no hubo diferencias
significativas entre los no centrifugados y los centrifugados por 10 y 30 min. Estas
diferencias de los resultados con respecto al presente trabajo indican que los
espermatozoides de otras especies como bovinos son mucho mas tolerantes al
dafio producido por la centrifugacién que afecta la membrana plasmatica,
membrana acrosomal ya que la membrana plasmatica tiene una alta
concentracion de acidos grasos polinsaturados, los cuales inician una

peroxidacion lipidica en presencia de la ERO.
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Segun Deori et al., (2020).en su investigacion reciente se comprobd que un mayor
tiempo de centrifugacion afecta negativamente la integridad de la membrana
espermatica produciendo dafio mecénico debido a la fuerza de centrifugacion
prolongada que conlleva a la formacién de poros o la pérdida de integridad,
ademas ocasiona un desorden de la membrana lo cual afecta la estructura y se
produce una pérdida lipidica esencial en la membrana y un estrés oxidativo que

afecta su capacidad fertilizante del espermatozoide.

En la Tabla 5, se expone los promedios (%) y la DE de espermatozoides vivos con
acrosoma integro individualmente en 5 machos analizados, el valor mas alto a los
10 min de centrifugacién con Percoll fue de 83.04 + 3.63%, asi mismo se
obtuvieron valores promedio a los 20 min de centrifugacion de 66.45 + 3.36%, y a
los 30 min 33.86 + 4.94%, con respecto al valor de la muestra sin centrifugacion
fue de 73.47 + 3.05%. Esto marca una diferencia estadistica significativa en
relaciéon a la centrifugacion de 10 min, mientras que también existe una diferencia
estadistica significativa a los 20 y 30 min donde se puede observar una reduccién
de la integridad de la membrana acrosomal, tal como se puede observar
graficamente en la Figura 8. Todas las caracteristicas microscopicas evaluadas
reflejan una varianza en los valores promedio con respecto a la muestra control y
los centrifugados a diferentes tiempos como se puede apreciar en la Figura 9.
Algunos estudios concuerdan y se puede considerar que una fuerza de
centrifugacion alta o tiempo prolongado es perjudicial, en semen centrifugado a
1000 x g durante 20 min los valores obtenidos de los niveles de integridad
acrosomal, serian equivalentes a los alcanzados después de 48 horas de

refrigeracion (Restrepo et al., 2016).

En la investigacion realizada por Gémez, et al., (2014) indica que la centrifugacion
a 900 x g durante 10 min en semen caprino usando medios protectores se adquirié
un decremento de la integridad acrosomal. En especies como el perro, los tiempos
cortos de centrifugacion habrian hecho posible una mengua en la pérdida de la
funcionalidad integral de la membrana plasmatica y acrosomal; de otro modo, en
semen de bovinos empleando tiempos cortos pero altas fuerzas de centrifugacion
(900 x g por 5 min) en gradiente de Percoll se contempl6é una disminucién de la

integridad de la membrana hasta en un 22.85%.

Se entiende que la centrifugacion es intrinsecamente nociva y puede concebir

perturbaciones celulares generales dependiendo de la especie. En el Percoll, se
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realiza doble centrifugacién. En la primera centrifugacién, se elimina el
sobrenadante y el sedimento resultante se vuelve a resuspender en un medio de
capacitacion volviendo a centrifugarse y como una alternativa opcional se realizan
trabajos en miniPercoll reduciendo el tiempo y aumentando la fuerza de
centrifugacion. Souza, (2019) en su investigacion en ovinos indica que al
amplificar la centrifugacion a 500 x g por 5 min haciendo uso de la separacion
mediante miniPercoll, no obstante, la tasa de recuperacién fue baja, los
parametros como la movilidad, integridad de membrana espermatica y acrosomal

no fueron afectados en semen congelado.

Carretero etal., (2015) en su investigacién de la evaluacion de la integridad
acrosomal en llamas con la tincién de campo claro, accede a estipular el estado
acrosomal y la viabilidad simultdneamente por la triple tinciébn. Los
espermatozoides con acrosoma intacto pueden sufrir reacciones acrosémicas
durante tiempos prolongados de centrifugacion, siendo esencial para la

penetracion a la zona pellcida del ovocito.

Cueva, (2018) sefala que el uso de técnicas sencillas como la triple tincién para
evaluar el estado acrosomal de los espermatozoides y la tinciéon fluorescente
mediante Hoechst 33342/PI analizados con el sistema AndroVision fue un triunfo
tal como se muestra en la Figura 10, donde los espermatozoides tenidos de color
azul son aquellos espermatozoides con membrana intacta y los espermatozoides
teflidos de color rojo/rosado son los no viables con membrana espermatica
dafiada, el loduro de propidio (PI) es capaz de atravesar a los espermatozoide con
membrana plasmatica lesionada y por tanto permite distinguir las células muertas

y el Hoechst 33342 es capaz de atravesar la membrana celular intacta.

Lima et al.,, (2022) en su investigacion demuestra que una fuerza y tiempo
prolongado de centrifugaciéon ademas de causar dafios mecanicos que conlleva a
la pérdida de la integridad, también causa una desorganizacion de la membrana
acrosomal lo que afecta la funcién y la estructura de esta, del mismo modo, se
demostré que puede causar la perdida de enzimas acrosémicas esenciales lo que
afecta la disposicion de los espermatozoides para fertilizar el 6vulo, también

produce una disminucién de la capacidad de reaccion acrosémica.
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VI. CONCLUSIONES

La centrifugacion mediante gradiente de Percoll en espermatozoides de
alpaca durante 10 min a 100 x g proporciond una tasa alta de movilidad
espermatica, mientras que centrifugacién por 20 min indujo una disminucién
de 9-10% de movilidad; y centrifugacion por 30 min mostré que puede
causar dafios en la movilidad donde se hall6 diferencia estadistica
significativa con una disminucién de mas del 50% con respecto a los
resultados de la centrifugacion por 10 min.

La Integridad de la Membrana Espermatica (IME) fue otro de las variables
mas afectadas por la separacion en gradiente de Percoll, con centrifugacion
prolongada de 30 min a 700 x g ocasiond pérdida de la integridad de la
membrana espermatica existiendo asi diferencia estadistica significativa
entre los tratamientos.

En los resultados de la evaluacion de la Integridad Acrosomal (IA) arrojaron
gue a mayor tiempo de centrifugacion se produce una pérdida de la
integridad acrosomal producto del estrés oxidativo que genera la
centrifugacion prolongada, afectando en la fusion a la zona pellcida del
ovulo, la centrifugaciéon con Percoll a 10 min dio mejores resultados con

diferencia estadistica significativa.
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VIl. RECOMENDACIONES

Se recomienda la separacion espermatica mediante gradiente de Percoll
con centrifugacion por 10 min a 700 x g, lo cual brinda un buen aporte para
las evaluaciones de los parametros seminales en semen de alpaca.

Es necesario realizar mas trabajos de investigacion utilizando diferentes
tiempos y fuerzas de centrifugacién en eyaculados de alpaca para evaluar
las caracteristicas y dafios que puede ocasionar esta técnica y que
conduzca a una maxima recuperacion celular con dafios minimos, asi
mejorar los indices de eficiencia en la seleccion mediante gradiente de
Percoll que son usadas en los procedimientos de FIV.

Realizar mas trabajos en procedimientos de separacion espermatica
haciendo uso de protectores de membrana en semen de alpaca ya que en
esta especie son muy pocos los trabajos realizaron y asi encontrar buenos
conservadores para minimizar los efectos que ocasiona esta técnica y
tener una mejora en la tasa de supervivencia de los espermatozoides y la

eliminacién de ERO que se produce a consecuencia del estrés oxidativo.
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Anexo 1. Preparacion de los medios de cultivo.

Tabla 6. Medio base TALP-SPERM 10X para 40 ml.

Nombre Férmula Cantidad
Cloruro de sodio NacCl 0.2308 g
Cloruro de potasio KCI 0.0024 g
Bicarbonato de sodio NaHCO3 0.084 ¢
Fosfato de sodio NaH2P0O4 0.00168 g
Lactato de sodio NaC3H503 0.148 ml
Cloruro de calcio CaCl2(2H20) 0.01176¢g
Cloruro de magnesio MgCI2(6H20) 0.0089 g
Acido 4-(2hidroxietil) HEPES 0.10412 ¢

piperazin-1-iletanosulfénico

Ajustar el pH a 7.4, filtrar usando filtro de 0,2 umy
almacenar en la nevera.

Tabla 7. Medio base de TALP-FIV para 50 ml

Nombre Férmula Cantidad
Cloruro de sodio NacCl 0.3331¢g
Cloruro de potasio KCl 0.0119¢
Bicarbonato de sodio NaHCO3 0.105 g
Fosfato de sodio NaH2PO4 0.0018 g
Lactato de sodio NaC3H503 0.093 ml
Cloruro de calcio CaCl2(2H20) 0.0147 g
Cloruro de magnesio MgCI2(6H20) 0.0051¢g
Rojo fenol C19H1405S 0.0005 g

Ajustar el pH a 7.4, filtrar usando filtro de 0,2 umy
almacenar en la nevera.
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Anexo 2. Preparacién de los Stock

Tabla 8. Stock de cloruro de magnesio 0.1M para 10 ml.

Nombre Férmula Cantidad
Cloruro de magnesio MgClI2(6H20) 0.0203 g
Agua bidestilada H20d 10 ml

Mezclar con vértex, filtrar con 0.2 um y almacenar en la nevera

Tabla 9. Stock de cloruro de calcio 1M para 5 ml.

Nombre Férmula Cantidad
Cloruro de calcio CaClI2(2H20) 0.735¢g
Agua bidestilada H20d 5ml

Mezclar con vortex, filtrar con 0.2 um y almacenar en la nevera
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Anexo 3. Preparaciéon de Percoll de 90% y 45%.

Tabla 10. Percoll de 90%.

Nombre Férmula Cantidad
Tyrode's Albumina Lactato Piruvato Talp Sperm 10X 0.5 ml
Cloruro de calcio CaCl2(2H20) 9.85 ul
Cloruro de magnesio MgCI2(6H20) 19.7 ul
Bicarbonato de sodio NaHCO3 10.45 mg
Lactato de sodio NaC3H503 18.4 ul
Percoll * Sigma P4937 4.5 ml
Mezclar con vortex, ajustar el pH a 7,4 y almacenar.
*Marca y referencia del reactivo

Tabla 11. Percoll de 45%.

Nombre Férmula Cantidad
Tyrode's Albumina Lactato Piruvato Talp Sperm 10X 10 ml
Percoll * Sigma P4937 10 ml

Mezclar con vdrtex y almacenar en la nevera.
*Marca y referencia del reactivo
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Tabla 12. Datos generales de las evaluaciones de las muestras seminales de cada ejemplar de Vicugna pacos “alpaca” (n=5; r=4). INIA
— Ayacucho 2023.

Macho 1 2 3 4 5

Cddigo de arete 12006 9184 9210 13022 S/IA

Color Blanco semi Blanco lechoso Blanco semi Semi lechoso
lechoso lechoso lechoso

Volumen (ml) 1.50 0.83 1.85 1.50 1.65
Filancia (cm) 23 1.5 1.9 1.0 1.0
Concentraciéon (x106/ml) 112.78 174.3 197.4 164.4 110.85
Movilidad 76.75 79.75 75.05 76.18 76.33

Integridad de membrana

espermatica (%) 65.5 64.5 63.57 62.63 63.08

Integridad acrosomal (%) 73.00 75.00 71.73 73.55 74.08
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Anexo 4. Prueba de normalidad de Anderson-Darling para la concentracién
(x10%/ml de semen) de espermatozoides de Vicugna pacos “alpaca”. INIA —

Ayacucho 2023.

Parametros estadisticos

Tiempo de centrifugacion (min)

10 20 30
A-cuadrado 0.35 0.31 0.23
Valor p 0.293 0.394 0.641
Media 169.44 170.83 102.03
Desviaciéon estandar 25.13 20.58 5.49
Mediana 176.15 178.5 103
N 5 5 5
Minimo 140.45 146.15 90.93
Maximo 194.9 193.9 107.5
Intervalo de confianza 95% 95% 95%
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Anexo 5. Prueba de igualdad de varianzas por el método de Levene de la
concentracion (x108/ml de semen) de espermatozoides de Vicugna pacos
“alpaca”. INIA — Ayacucho 2023.

Prueba
Método Estadistica Valor p
de prueba
Comparaciones multiples - 0.006
Levene 2.53 0.121

Prueba de igualdad de varianzas: Concentracion vs. Tiempo
Mualtiples intervalos de comparacién para la desviacién estandar, o = 0.05

Comparaciones multiples
Valorp  0.008

10 | | Prueba de Levens

Valorp 0121

o ——]

1] 10 20 30 40 50

5t los intervalos no se sobrepaonen, las Desv.Est, correspondientes son significativamente diferentes,
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Anexo 6. Prueba de andlisis de Varianza ANVA de un DBCA para la concentracion
(x10%/ml de semen) de espermatozoides de Vicugna pacos “alpaca”.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor P
Bloque 4 3391.6 847.9 7.15 0.009
Tiempo 2 15500.3 7750.2 65.39 0
Error 8 948.1 118.5
Total 14 19840.1

Anexo 7. Prueba de comparacién por pareja utilizando el método de Tukey y un
nivel de confianza de 95% para la concentracion (x108/ml de semen) espermatica
de Vicugna pacos “Alpaca”.

Comparacion por pareja de Tukey: Tiempo (min)

Tiempo N Media Agrupacién
10 5 1694 A
20 5 1708 A
30 5 102.0 B

Las medias que no comparten una letra son
significativamente diferentes.

Comparacion por pareja de Tukey: Bloque

Arete Bloque N Media Agrupacion

9184 3 3 165.0 A

13022 2 3 160.4 A

S/A 4 3 152.5 A

9210 5 3 130.5 A

12006 1 3 128.9 A
Las medias que no comparten una letra son significativamente
diferentes.
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Anexo 8. Prueba de normalidad de Anderson-Darling para la movilidad (%) de
espermatozoides de Vicugna pacos “alpaca’.

) . Tiempo de centrifugacion (min)
Parametros estadisticos

10 20 30
A-cuadrado 0.55 0.34 0.34
Valor p 0.074 0.322 0.329
Media 82.87 71.63 34.13
Desviacion estandar 2.399 2.364 3.496
Mediana 81.83 71.13 34
N 5 5 5
Minimo 80.88 69.38 29.73
Maximo 86.97 74.53 39.48
Intervalo de confianza 95% 95% 95%
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Anexo 9. Prueba de igualdad de varianzas por el método de Bartlett de la
movilidad (%) de espermatozoides de Vicugna pacos “alpaca”.

Prueba
Método Estadistica Valor p
de prueba
Bartlett 0.37 0.686

Prueba de igualdad de varianzas: Motilidad vs. Tiempo

Prusba de Bartlett
Valorp  0.685

101 |

L ]

Tiempo
B
]

30 l

a 2 4 8 B 10 12 14

Intervalos de confianza de Bonferroni de 95% para Desv.Est.
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Anexo 10. Prueba de andlisis de Varianza ANVA de un DBCA para la movilidad
(%) de espermatozoides de Vicugna pacos “alpaca”.

Analisis de Varianza:

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor P
Bloque 4 76.23 19.06 8.47 0.006
Tiempo 2 6514.2 3257.1 1446.82 0
Error 8 18.01 2.25
Total 14 6608.44

Anexo 11. Prueba de comparacion por parejas utilizando el método de Tukey y
un nivel de confianza del 95% para la movilidad (%) de espermatozoides de
Vicugna pacos “alpaca”.

Comparacion por pareja de Tukey: Tiempo (min)

Tiempo N Media Agrupacion
10 5 8287 A
20 5 71.63 B
30 5 34.13 C

Las medias que no comparten una letra son
Significativamente diferentes.

Comparacion por pareja de Tukey: Bloque

Arete Bloque N Media Agrupacion
9184 2 3 66.9933 A
13022 4 3 63.2367 A

S/A 5 3 62.0033 B
9210 3 3 61.8033 B
12006 1 3 60.3433 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente
diferentes.
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Anexo 12. Prueba de normalidad de Anderson-Darling para la integridad de
membrana espermatica (%) de Vicugna pacos “alpaca”.

) . Tiempo de centrifugacion (min)
Parametros estadisticos

10 20 30
A-cuadrado 0.36 0.24 0.2
Valor p 0.29 0.594 0.739
Media 66.64 56.31 22.69
Desviaciéon estandar 1.68 3.61 3.98
Mediana 67.25 56.3 21.88
N 5 5 5
Minimo 64.38 51.8 18.35
Méaximo 68.13 60.55 28.7
Intervalo de confianza 95% 95% 95%
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Anexo 13. Prueba de igualdad de varianzas por el método de Bartlett de la
integridad de membrana espermatica (%) de Vicugna pacos “alpaca”.

Prueba
Método Estadistica Valor p
de prueba
Bartlett 2.54 0.281

Prueba de igualdad de varianzas: IME vs. Tiempo

Prueba de Bartlett
Valor p 0z2a

101 |

Tiempo
B
]

304 l

0 2 4 6 8 0 2 14 6
Intervalos de confianza de Bonferroni de 95% para Desv.Est.
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Anexo 14. Prueba de andlisis de Varianza ANVA de un DBCA para la integridad
de membrana espermética (%) de Vicugna pacos “alpaca”.

Analisis de Varianza:

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor P
Bloque 4 90.36 22.59 5.01 0.026
Tiempo 2 5281.78 2640.89 585.44 0
Error 8 36.09 4.51
Total 14 5408.23

Anexo 15. Prueba de comparacion por parejas utilizando el método de Tukey y
un nivel de confianza del 95% para la integridad de membrana espermatica (%)
de Vicugna pacos “alpaca”.

Comparacion por pareja de Tukey: Tiempo

Tiempo N Media Agrupacién

10 5 66.64 A
20 5 56.31 B
30 5 22.69 C

Las medias que no comparten una letra son
significativamente diferentes.

Comparacion por pareja de Tukey: Bloque

Arete Bloque N Media Agrupacion
9184 2 3 52.4333 A

12006 1 3 49.2933 A B
9210 3 3 49.1433 A B

13022 4 3 46.3400 B
S/A 5 3 45.5083 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente
diferentes.
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Anexo 16. Prueba de normalidad de Anderson-Darling para la integridad
acrosomal (%) de espermatozoides de Vicugna pacos “alpaca”.

i . Tiempo de centrifugacion (min)
Parametros estadisticos

10 20 30
A-cuadrado 0.28 0.22 0.23
Valor p 0.495 0.68 0.62
Media 86.04 66.45 33.86
Desviaciéon estandar 0.9 1.124 1.698
Mediana 83.05 66.45 34
N 5 5 5
Minimo 82.03 65.15 31.48
Maéximo 84.05 68.15 36.2
Intervalo de confianza 95% 95% 95%
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Anexo 17. Prueba de igualdad de varianzas por el método de Bartlett de la
integridad acrosomal (%) de espermatozoides de Vicugna pacos “alpaca”.

Prueba
Método Estadistica Valor p
de prueba
Bartlett 1.53 0.466

Prueba de igualdad de varianzas: |1A vs. Tiempo

Prusba de Bartlett
Valorp 0465

101 |

Tiempo
5
]

a 1 2 3 4 5 -1 T

Intervalos de confianza de Bonferroni de 95% para Desv.Est.
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Anexo 18. Prueba de analisis de Varianza ANVA de un DBCA para la integridad
acrosomal (%) de espermatozoides de Vicugna pacos “alpaca”.

Analisis de Varianza:

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor P
Bloque 4 7.38 1.86 1.19 0.387
Tiempo 2 6259.36 3129.68 2012.17 0
Error 8 12.44 1.56
Total 14 6279.18

Anexo 19. Prueba de comparacion por parejas utilizando el método de Tukey y
un nivel de confianza del 95% para la integridad acrosomal (%) de
espermatozoides de Vicugna pacos “alpaca”.

Comparacion por pareja de Tukey: Tiempo

Tiempo N Media Agrupacién

10 5 83.04 A
20 5 66.45 B
30 5 33.86 C

Las medias que no comparten una letra son
significativamente diferentes.

Comparacion por pareja de Tukey: Bloque

Arete Bloque N Media Agrupacién

9184 2 3 62.13 A

9210 3 3 61.65 A

13022 4 3 60.95 A

S/A 5 3 60.69 A

12006 1 3 60.14 A
Las medias que no comparten una letra son significativamente
diferentes.
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Anexo 20. Flujograma del andlisis macroscépico y microscopico del semen de
alpaca en el Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de INIA — Ayacucho 2023.

Evaluaciones:
- Color
- Volumen
- Espuma

- Filancia

Evaluaciones:

- Movilidad

- Concentracion

- Integridad de
membrana espermatica

- Integridad acrosomal

Evaluacioén:

- Movilidad

- Integridad de membrana
espermatica (IME)

- Integridad acrosomal (IA)
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Anexo 21. Proceso de gradiente de Percoll y centrifugacion para la evaluacion
de los pardmetros espermaticos de alpaca en el Laboratorio de Biotecnologia
Reproductiva de INIA — Ayacucho 2023.

& -100 pl de semen fresco
* =100 pl de Percoll de 45%
' -100 ul de Percoll de 90%

- Movilidad

- Concentracion
- IME

- 1A
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Anexo 22. MATRIZ DE CONSISTENCIA

TITULO. Efecto del tiempo de centrifugacion en el gradiente de Percoll sobre la integridad de la membrana espermatica y acrosomal de
Vicugna pacos “alpaca”. Ayacucho — 2023.

AUTORA. Yedixa Rosalinda Quispe Vilchez

) . VARIABLES E .
PROBLEMA OBJETIVO MARCO TEORICO HIPOTESIS METODOLOGIA
INDICADORES
GENERAL. Evaluar el efecto del
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