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RESUMEN

Este trabajo de investigacion se realizo en el Laboratorio de Reproduccion
Animal de la Escuela Profesional de Medicina Veterinaria y Zootecnia de
la UNJBG-Tacna. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la
sobrevivencia esperméatica post-descongelamiento de semen de alpaca
de la raza huacaya, comparando dos tipos de dilutores (tratamiento I: tris
yema de huevo) y (Tratamiento Il: leche descremada). Se colectaron
muestras de semen a 5 alpacas macho de los cuales se obtuvieron 25
eyaculados; las muestras en fresco fueron evaluadas en motilidad total,
integridad funcional de la membrana y viabilidad; para posteriormente
dividirlas en dos fracciones, una fraccién con T | y la otra fraccién T I,
luego se llevo a refrigeracion a 5°C y por ultimo cada muestra fraccionada
fue congelada con Tris-yema de huevo 20% con glicerol al 10% y Leche
descremada con etilenglicol al 14% en pajillas de 0,25ml. La evaluacion
espermatica post-descongelamiento fue al dia siguiente. Los resultados
obtenidos en la evaluacion en fresco en motilidad total fue de
28,24+11,32% y a la descongelacion fue 4,04+3,67 y 2,96 +2,15 % en los
tratamientos | y Il respectivamente, en donde no se encuentran

diferencias significativas (p>0,05) entre los tratamientos; a la evaluacion



de la integridad funcional de la membrana espermatica en fresco fue de
40,96+£12,41% y a la descongelacion fue 12,04+3,78 y 11,32+2,39%
(p>0,05) y en viabilidad en fresco fue de 46,08+ 14,78% vy al
descongelamiento 18,96+7,28% y 14,2+3,82% (p<0,05). En conclusion,
se encontré6 que las caracteristicas esperméticas evaluadas post-
descongelamiento fueron afectados por el proceso de la congelaciéon y no

habiéndose hallado diferencias significativas entre los dos tratamientos.

Palabras Clave: Congelacion, Dilutor, Leche descremada, Semen, Tris.
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ABSTRACT

This research work was carried out in the Laboratory of Animal
Reproduction of the School of Veterinary Medicine and Zootechnics of the
UNJBG-Tacha. The objective of the present work was to evaluate the
post-thawing sperm survival of alpaca semen of the huacaya breed,
comparing two types of diluents (treatment I: tris yolk) and (Treatment II:
skim milk). Semen samples were collected from 5 male alpacas from
which 25 ejaculates were obtained; the fresh samples were evaluated in
total motility, hyposmotic test and viability; to later divide them into two
fractions, a fraction with Tl and the other fraction T I, then it was
refrigerated at 5 ° C and finally each fractionated sample was frozen with
20% tris-egg yolk-10% glycerol and skim milk -ethylene glycol 14% in
0,25ml straws. The post-thawing sperm evaluation was the next day. The
results obtained in the fresh evaluation in total motility: 28,24 + 11,32%
and the thawing was 4,04 + 3,67 and 2,96 £ 2,15% in treatments | and II
respectively, where no significant differences were found (p> 0,05)
between treatments; to the evaluation of the Host Test in fresh was of
40,96 + 12,41% and to the thawing was 12,04 + 3,78 and 11,32 £+ 2,39%

(p> 0,05) and in viability in fresh was 46,08 = 14,78% and at thawing 18,96



*+ 7,28% and 14,2 + 3,82% (p <0,05). In conclusion it was found that the
sperm characteristics evaluated post- defrosting were affected by the
freezing process and no significant differences were found between the

tfwo treatments.

Keywords: dilutor, freezing, tris, skim milk, semen.
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INTRODUCCION

La criopreservacion de gametos es una técnica reproductiva que se
difunde y se desarrolla ampliamente en todo el mundo, en donde el
material genético se difunde a través del tiempo y espacio mediante su
uso en las técnicas de biotecnologia reproductiva. La congelacion de
semen es muy poco empleada en camélidos sudamericanos (CSA). En
donde las dificultades en la coleccion de semen y en el manejo de las
muestras seminales, debido a su alta viscosidad, y el escaso
conocimiento sobre dilutores apropiados para el semen de CSA se
constituyen en los principales factores que imposibilitan el desarrollo de
protocolos de criopreservacion con resultados Optimos de calidad
espermatica post-descongelamiento (Sumar, J., y Leyva, V., 1981; Bravo

et al., 1997).

En la actualidad existe una gran variedad de dilutores para diversas
especies domeésticas; aun no se reporta un dilutor adecuado para
conservacion de espermatozoides. Dilutores a base de sustancias de
origen animal como la yema de huevo y leche descremada, tienen en su

composicion lipoproteinas de mayor y facil adherencia a la



membrana espermatica los cuales protegen al espermatozoide durante la

crioperservacion (Moussa et al., 2002).

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar los parametros
esperméaticos de sobrevivencia post-descongelamiento comparando dos
tipos de dilutores (Tris-yema de huevo y Leche descremada) en semen de
alpaca; contribuyendo asi a determinar un dilutor apropiado que permita
mejores resultados a la descongelacién, ya que de este modo se podria
aplicar las técnicas reproductivas asistidas en el campo de esta especie,
como es el caso de la inseminacion artificial como técnica para acelerar la
difusion del material genético en poblaciones aun mayores de nuestra

region.



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Descripcion del Problema

Los camélidos sudamericanos son especies domésticas que viven y se
desarrollan en climas adversos, en donde un 60% de la poblacion de
alpacas presentan problemas reproductivos en su habitat normal, es por
ello que en biotecnologia reproductiva se vienen desarrollando nuevas
técnicas para mejorar la eficiencia reproductiva de estas especies

(Huanca W. et al., 2007).

El porcentaje de fertilidad en la alpaca fluctia en un 70%, en donde un 50
% se ve involucrado por la calidad del semen; es por ello que su colecta y
evaluacion macroscoépica y microscopica del semen, marca un precedente
de la calidad seminal. Para el desarrollo de técnicas reproductivas, como
la Inseminacion artificial se debe conservar el semen por un periodo
prolongado; esto mediante un protocolo de criopreservacion a seguir con
el empleo adecuado del dilutor, el cual tiene como objetivo alimentar,
conservar y proteger a los espermatozoides por un mayor tiempo (Pérez

G., 1998).



La criopreservacion de semen es una técnica que se viene desarrollando
con éxito en otras especies, pero en camélidos sudamericanos ain no se
estableci6 un adecuado protocolo de congelamiento, el cual muchas
veces es determinante el tipo de dilutor (Miragaya et al., 2012). El dafio
producido en el espermatozoide por la congelacion y posterior a este
proceso, tiene lugar a distintos niveles estructurales y/o funcionales, en
donde influye mucho el porcentaje de alteraciones de los
espermatozoides y la viscosidad del semen, que vienen siendo uno de los
grandes obstaculos en la criopreservacion; por lo que todavia no hay un
método de criopreservacion universal aceptado que logre mejores tasas
de sobrevivencia y porcentajes de prefiez mayores al 50% obtenidos con

semen fresco ( Huanca W. et al., 2007).

El presente estudio pretendié evaluar dos tipos de dilutores que cumplan
con la criopreservacion del semen y asi determinar el porcentaje de
sobrevivencia de los espermatozoides después del descongelado. Siendo
uno de los primeros estudios en la zona costa de Tacna, donde los
animales se aclimataron a la zona por un periodo de 45 dias; una gran
diferencia con reportes de otros estudios referidos al mismo tema
realizados en la zona sierra, el cual se evalué en qué medida esto afectd
al rendimiento reproductivo de esta especie. En paises de Europa y

Norteamérica ya estan criando y produciendo camélidos sudamericanos,



demostrando que estos animales producen tanto igual como mejor que en

su pais de origen (Sumar, J., 2007).

1.2 Justificacion

El trabajo pretende fomentar el estudio de las caracteristicas
reproductivas del semen de alpaca e identificar factores que intervienen
en la eficiencia reproductiva de esta especie; por lo cual esta
investigacion se enfocO en la evaluacion de la calidad del semen de

machos reproductores.

La inseminacion artificial (IA) con semen congelado es una de las mas
importantes tecnologias reproductivas en la produccién de animales
domésticos y combinada con una prueba de progenie, ha contribuido
sustancialmente en el mejoramiento genético de diversas especies
domeésticas haciendo disponer de progenie de alta calidad genética. En
camélidos, si bien existen reportes sobre el desarrollo de la IA no puede
ser considerada una alternativa tecnoldgica; ya que no se han superado
las limitantes existentes, como el desarrollo de protocolos de

criopreservacion (Huanca W., Adams G., 2007).

El estudio tuvo como objetivo evaluar el adecuado dilutor para el protocolo
de criopreservacion de semen de alpaca, de manera que permita

mantener la viabilidad espermatica post-descongelamiento; y preservar



los espermatozoides por un tiempo prolongado. Y asi de esta manera
desarrollar las ventajas de la inseminacion artificial, al incrementar e

impedir la pérdida de reproductores de alto valor genético y comercial.

Desde el punto de vista metodologico, se desarroll6 las técnicas
convencionales en lo que se refiere a la colecta de semen (con vagina
artificial, siendo una de las técnicas de facil manejo) y evaluacion de
pardmetros seminal; ademas se establecid cambios en el protocolo de
criopreservacion en lo que se refiere al manejo de la temperatura de modo

manual mediante un control de tiempos con la aplicacién de termdmetros.

Ademas el estudio brindé nuevos conocimientos con respecto a la
respuesta de los espermatozoides sometidos a dos tipos de dilutores
llevados a la congelacion; y en qué medida los factores del clima y
alimentacion interfieren en el rendimiento reproductivo del animal, el cual
implica un porcentaje a la sobrevivencia espermatica; ya que en
comparacion con otros estudios realizados en la sierra o trabajaron con
muestras extraidas de la misma zona; este trabajo se realizO con

muestras obtenidas en la costa de Tacna.

Siendo el dilutor y el protocolo de criopreservacion dos factores
fundamentales en el desarrollo de esta investigacion, como también lo fue

la crianza y el manejo de los animales que se llevo a cabo a una altitud de



550 msnm; siendo estos llevados a un proceso de adaptacion de habitad
de 45 dias, en donde se brindé un ambiente adecuado en el cual se los
aliment6; con forrajes como la avena, cebada y alfalfa, los cuales

permitieron que estos animales respondan a los tratamientos.

Esta investigacién impulsa a que investigadores e instituciones publicas y
privadas puedan magnificar el desarrollo y la aplicacion de las técnicas de
biotecnologia reproductiva en camélidos sudamericanos, es por ello que
este proyecto pretende impulsar a largo plazo la difusibn de mejores
sementales a productores alpaqueros y mediante la aplicacion de estas
biotecnologias lograr la difusion del material genético en poblaciones aun
mayores, con lo cual se podran disminuir los costos de produccion en las

comunidades alto andinas alpaqueras de la regién de Tacna.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

Evaluar los parametros espermaticos de sobrevivencia post-
descongelamiento comparando dos tipos de dilutores (Tris-yema de
huevo y Leche descremada) en alpaca (Vicugna pacos) de la raza

Huacaya en la zona costa de Tacna.



1.3.2 Objetivos Especificos

Determinar la motilidad espermatica post-descongelamiento
comparando dos tipos de dilutores (Tris-yema de huevo y Leche
descremada) en alpaca (Vicugna pacos) de la raza Huacaya en la
zona costa de Tacna.

Determinar la integridad funcional de la membrana de los
espermatozoides post-descongelamiento comparando dos tipos de
dilutores (Tris-yema de huevo y Leche descremada) en alpaca
(Vicugna pacos) de la raza Huacaya en la zona costa de Tacna.
Determinar la viabilidad espermatica post-descongelamiento
comparando dos tipos dilutores (Tris-yema de huevo y Leche
descremada) en alpaca (Vicugna pacos) de la raza Huacaya en la

zona costa de Tacna.

1.4 Hipotesis

1.4.1 Hipotesis nula: Ho

Los parametros espermaticos de sobrevivencia a la descongelacion

resultan ser similares con el dilutor Tris yema de huevo en comparacion

con el dilutor Leche descremada en semen de alpaca de la raza Huacaya

en la zona costa de Tacna.



1.4.2 Hipotesis alternativa: Ha

Los parametros esperméticos de sobrevivencia a la descongelacion
resultan ser mejores con el dilutor Tris yema de huevo en comparacién
con el dilutor Leche descremada en semen de alpaca de la raza Huacaya

en la zona costa de Tacna.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

2.1.1 Nacional

En un estudio en Lima en temporada de verano a una altitud de 101
msnm, se determiné el efecto de dilutores a base de Tris, Tes y Leche
descremada para la criopreservacion de espermatozoides obtenidos del
epididimo de alpaca. En la cual llevaron a cabo la siguiente metodologia
de trabajo, las muestras recuperadas a las 0 horas del sacrificio, fueron
diluidas con Tris, Tes y Leche descremada, enfriadas desde 35° a 5°C en
90 minutos, envasadas y congeladas en nitrégeno liquido. Se evalué la
motilidad, integridad funcional de membrana Yy vitalidad/integridad
acrosomal a la descongelacién. Y los resultados que obtuvieron fueron:
En cuanto a la motilidad fue de 14,0 %, 8,6 %y 17,0 % en los grupos Tris,
Tes y Leche descremada, respectivamente, donde el grupo Leche
descremada fue significativamente mejor que el grupo Tes (p<0,05). Los
porcentajes de integridad funcional de membrana (24,30 %, 19,10% vy

17,90 %). y vitalidad/integridad acrosomal (32,60 %, 26,30 % y 27,20 %)



fueron similares entre los tres grupos. En donde concluye que los tres
dilutores brindan efectos similares para la criopreservacion de

espermatozoides epididimarios de alpaca (Banda et al., 2010).

En otro estudio realizado en INIA-Puno en temporada de lluvia a una
altitud de 4 025 msnm, se evalué el efecto de dos crioprotectores y
dilutores en la calidad de semen de alpaca al descongelamiento; las
muestras de semen se obtuvieron de cuatro alpacas adultas mediante
vagina artificial; se congelaron usando el dilutor | (Tris, citrato, yema de
huevo y glucosa) y otro dilutor 1l (leche desnatada, yema de huevo y
fructosa), cada uno con glicerol (G) y otro etilenglicol (EG). En
consecuencia, se formaron cuatro grupos: 1) dilutor I-G; 2) dilutor I-EG; 3)
dilutor 1I-G, y 4) dilutor II-EG. El Semen se diluy6é en dos partes: para el
enfriamiento a 5 ° C (dilutores sin criopreservante (CPA)), y para la
congelacion (dilutores con CPA). La viabilidad e integridad del acrosoma
se evaluaron utilizando la tincion Giemsa de tripan azul. En donde en
comparacion los dos criopreservantes obtuvieron una motilidad después
de la descongelacion en los grupos II-EG (20,00 = 6,70 %) y 11-G (15,30 %
* 4,1%) mejor que el grupo IG (40 £ 1,1 %) y I-EG (1,0 = 1,4%).
Espermatozoides viables con acrosomas intacta en los grupos II-EG
(18,70 £ 2,90 %) y II-G (12,7% + 5,9%) fueron mayores que en los grupos

I-G (5,7 £ 1,5 %) y I-EG (4,0 = 1,0%). En conclusion el dilutor con Leche
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descremada que contiene etilenglicol para congelar semen de alpaca
parece promover la supervivencia de las células de esperma con mas

acrosomas intactos que otros dilutores (Santiani et al., 2005).

En un estudio en Lima en temporada verano, se evalu6 la concentracion
de crioprotectores en dilutores sobre la sobrevivencia espermatica post-
descongelamiento; en donde evaluaron espermatozoides colectados del
epididimo de 10 animales y diluidos con dilutor Leche descremada, un
periodo de enfriamiento de 150 minutos hasta 5 °C. Cada muestra fue
dividida en 8 porciones a diferentes niveles de concentracion de glicerol,
para su posterior congelacién a vapores de nitrdgeno por 20 minutos.
Obteniendo los resultados en motilidad al descongelamiento: 24,90 %
para una motilidad inicial en fresco mayor al 60 % y 7,40 % de motilidad al
descongelamiento para una motilidad inicial menor al 60%, para test
hiposmotico: 12 + 15,19 % vy viabilidad e integridad acrosomal:
12,00+£8,76%. Al evaluar la concentracion de glicerol existe mejores
resultados a concentraciones de 10 % de crioprotector (Choez et al.,

2013).

2.1.2 Internacional

En un estudio en Argentina en temporada de lluvia a una altitud de 3 484

msnm; se evalud la influencia de la criopreservacion sobre la motilidad,
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viabilidad y fertilidad de espermatozoides de llama. En donde se evalud
espermatozoides colectados mediante vagina artificial obteniendo los
siguientes resultados en motilidad al descongelamiento 20,4 £ 7,5 % vy
viabilidad 32,4 £ 10,5 % con el dilutor yema de huevo citrato-glicerol y
dimetilsulféxido como crioprotectores. Reportando mejores resultados con

la utilizacion de este dilutor (Aller et al., 2001).

Ha reportado también la congelacion de espermatozoides del epididimo
usando tres diferentes dilutores. La motilidad del esperma descongelado
es mejor utilizando Lactosa-yema de huevo que Tris y citrato-glucosa
(18,20, 11,30 y 6,90 %, respectivamente). Ademas, la integridad
acrosdmica fue de 83,4% cuando el esperma se congel6 en Tris, 80 %
con lactosa- yema de huevo y 79 % para el dilutor de citrato-glucosa.
Reportando mejores resultados en los pardmetros espermaticos con

Lactosa yema de huevo (Morton et al., 2007).

2.2 Bases Teoricas

La criopreservacion de semen es una importante biotecnologia
reproductiva que busca promover la conservacion del germoplasma
masculino por tiempo indeterminado. Esta biotecnologia, cuando se
asocia a la inseminacion artificial, representa un mecanismo eficiente para

la promocion y difusion de material genético de excelente calidad. La
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criopreservacion de semen proporciona una economia para el productor,
al reducir los costos de alimentacion y transporte de los reproductores, asi

como los riesgos de enfermedades sexuales.

La congelacion de semen es una biotecnologia reproductiva muy poco
empleada en camélidos sudamericanos. Las dificultades en la coleccion
de semen y en el manejo de las muestras seminales, debido a su alta
viscosidad, y el escaso conocimiento sobre dilutores apropiados para el
semen de camélidos se constituyen en los principales factores que
imposibilitan el desarrollo de protocolos de criopreservaciéon con

resultados 6ptimos de calidad espermatica post-descongelamiento.

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

permitan la fecundacién (Bravo et al.,1997).

Fisiologia 'y anatomia del aparato reproductivo del macho

Los dos testiculos se mantienen en un escroto no pendular situado por
debajo del ano. El escroto, que es de naturaleza similar a la protuberancia

sub-anal encontrada en cerdos, roedores y carnivoros (Bravo et al., 1997),
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mantiene los testiculos (y los espermatozoides contenidos) a una
temperatura ligeramente mas baja que la temperatura del cuerpo. El peso
promedio de los testiculos completamente desarrollados es de
aproximadamente 15 g, los testiculos son relativamente pequefios, en
animales adultos miden entre 3,5 y 4 cm de largo y de 2,5y 3 cm de
ancho, moviles dentro de la bolsa escrotal. El espermatozoide de alpaca
presenta una longitud total de 47,29 micras, mientras que el largo y el
ancho promedio de la cabeza mide 6,12 y 3,68 micras respectivamente

(Mancisidor, 1., 2013)

Espermatogénesis

La espermatogénesis en los camélidos ha sido dividida en ocho estadios
con el desarrollo inicial de la espermatogonia en las regiones externas del
tubulo seminifero progresando a espermatocito primario y secundario,
espermatidas y espermatozoides. Las células de Leydig se encuentran
entre los tdbulos seminiferos y secretan la testosterona en las venas
testiculares y vasos linfaticos (Delhon y Lawzewitsch, 1987; citado por

Mancisidor, I., 2013).

Estudios histologicos testiculares han mostrado que los tubulos
seminiferos en las alpacas tienen un diametro de 174 — 237um (Bravo et

al., 2000) y que el lumen aparece a los 12 meses de edad y que los
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primeros espermatozoides y células de Leydig observables se producen
poco después, a los 15 a 18 meses de edad (Mancisidor, I., 2013). Sin

embargo, aln no se conoce en detalle el proceso de espermatogénesis.

Alimentacion de camélidos sudamericanos

Los camélidos sudamericanos estan anatomicamente vy fisiologicamente
adaptados para utilizar eficientemente el recurso alimenticio en las

praderas alto andinas en comparacion con otros rumiantes domesticos.

Las alpacas tienen un requerimiento de energia para el mantenimiento
del peso corporal entre 61,2 - 72 Kcal EM/kg PV. , un requerimiento en
proteina de 2,38 g/kg de PV., nivel que estd muy por debajo al
requerimiento de ovinos y vacunos de carne (2,79 g/kg de PV), lo que se
explicaria la capacidad de los CSA a reciclar la Urea corporal para la

sintesis de proteina microbiana.

Lo que se recomienda para mantener sus requerimientos es un consumo
de heno (alfalfa) 1,2 kg/ dia de M.S. y un consumo de concentrado de 0,9
% P.V. (Yaranga, R., 2009). Durante el periodo de adaptacion, para
evitar posibles problemas de acidosis, el concentrado debe ser
suministrado dos veces al dia previo a distribuirles el heno de alfalfa.

Durante el periodo de aislamiento deben suministrarle antiparasitarios,
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recibir golpes multivitaminicos intramusculares y orales con vitamina E y

Selenio (Yaranga, R., 2009).

Caracteristicas del semen de alpaca

El eyaculado de los camélidos se caracteriza por un bajo volumen y alta
viscosidad, bajo nimero de espermatozoides y los parametros son muy
variables entre los individuos, y entre eyaculados recogidos en el mismo
macho. Potencialmente, esto puede dar lugar a problema en la obtencion
de los eyaculados de calidad aceptable para la conservacion de

espermatozoides (Bravo et al., 2000).

El volumen de cada eyaculado en alpacas es en promedio 1-2 ml y oscila
entre menos de 1ml hasta aproximadamente 7ml. El semen se describe
generalmente como lechoso o cremoso de color blanco en funcién a la

concentracion de espermatozoides (Garnica et al., 1993).

Colecta de semen

La coleccibn de semen en cameélidos sudamericanos tiene grandes
inconvenientes, tales como la duracion de la copula, la posicion de
copula, el lugar de depdsito del semen y el tipo de eyaculacion, asi como
el aspecto del eyaculado, su extrema viscosidad y lo dificultoso de su

manejo hizo que se investigue una técnica Optima para poder extraer
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semen y poder manejarlo sin que éstos pierdan su capacidad fecundante.

Uno de los métodos mas usados para la coleccion de semen es:

Vagina artificial.- Esta técnica fue desarrollada con la utilizacion de un
maniqui en forma de una hembra sentada en posicion de copula; la cual
consiste en un tubo rigido de 7 cm de diametro por 25 de largo con una
funda interna de latex, un cono de latex al que envolvia un alambre en
espiral simulando la cérvix de la alpaca y al final un frasco de coleccion de
semen de ovino o un tubo de centrifuga, el agua a 45°C se coloca por una
valvula-espita; los machos aceptaron el maniqui después de un periodo

de entrenamiento (Bravo et al., 1997).

Evaluacidon de la calidad seminal

Caracteristicas fisicas- macroscopicas:

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

de cada animal (Pérez, G., 1998).
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Caracteristicas microscopicas:

Las caracteristicas microscopicas mas importantes que se evaluan en el
semen son motilidad, concentracion, funcional de la membrana plasmética
(prueba  hipoosmdtica), viabilidad espermatica (coloracion con

eosina/nigrosina) (Pérez, G., 1998).

Pardmetros espermaticos:

Motilidad total

La motilidad es uno de los parametros mas importantes del analisis
seminal. Existen varias técnicas de estudio de motilidad, pero la mas
utilizada y a la vez la mas simple es la valoracién visual subjetiva del
porcentaje de espermatozoides moéviles y la calidad de su movimiento.
Para la realizacion de esta valoracion debe estar en condiciones de
normocinesis (temperatura 37° C). Los espermatozoides pueden
presentar 2 tipos de movimientos: Movimiento de rotacion (alrededor de
su eje) Movimiento progresivo (desplazamiento de la célula), el cual a su
vez puede ser lineal o circular. Dentro de la motilidad total un caso
especial hace referencia a la denominada “motilidad masal’ que es
Gnicamente evaluable en eyaculaciones de mamiferos con
concentraciones espermaticas elevadas como es el caso de rumiantes.

Primero se estima, el porcentaje de espermatozoides que muestran algun
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tipo de movimiento o “motilidad total’, segundo, el porcentaje de
espermatozoides motiles que presentan un movimiento progresivo o0

“motilidad progresiva” (Salamon et al.,1995).

Integridad de la membrana espermaética

La integridad de la membrana espermatica ha sido uno de los pardmetros
mas estudiados, por su papel clave en la funcién espermatica. De hecho,
el estado de la membrana espermética marca la integridad morfolégica y
funcional de la célula. La evaluacion morfoldégica se realiza usando
tinciones supravitales como el eosina/negrosina, la eosina/azul de anilina,

el azul tripan/giemsa o el amarillo de naftol/eritrocina.

Tincion eosina-nigrosina: La proporcién de espermatozoides vivos pueden
ser determinados por el uso de técnicas de tincién en el cual la membrana
de células dafladas o muertas pueden tomar algunos colorantes. El
componente nigrosina proporciona un fondo de contraste a las células
espermaticas. La eosina tiene la capacidad de penetrar o no los
espermatozoides, lo cual es un indicador de la integridad de la membrana
celular y en consecuencia, de la viabilidad o vitalidad celular (Holt, W.,

2000).
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Funcionalidad de la membrana espermatica

Se fundamenta en estudiar la funcionalidad de la membrana plasmatica
cuando esta situada en el medio hipoosmolar. Cuando la membrana esta
funcionalmente activa no permite la salida de sustancias osmaéticamente
activas y compensa el desequilibrio osmaético captando agua, por lo que la
membrana del espermatozoide se hincha y el flagelo se riza (Holt, W.,

2000).

Test hiposmdtico:

La prueba de endosmosis (hypoosmotics test, HOST) consiste en someter
a los espermatozoides a un medio de presion osmaética mas baja que la
fisiolégica, lo que causa una entrada de agua en la célula en un intento de
equilibrar la presién osmdtica interna con la del medio externo. Para que
esta respuesta se produzca, la membrana plasmatica del espermatozoide
debe estar integra y con los mecanismos de intercambio de fluidos
funcionando correctamente. La entrada de agua provoca en estas células
un hinchamiento y enrollamiento del flagelo. Se considera pues que un
espermatozoide con la membrana hinchada es un espermatozoide
funcionalmente activo y por tanto vivo; sin embargo, si la membrana no
estd funcionalmente activa permitira la salida de sustancias

osmoticamente activas y no se hinchara, en este caso un espermatozoide
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se considera no funcional. Las células con la membrana fisica o
funcionalmente dafiada no experimentardn cambios en la forma del

flagelo (Suarez, P., 2005).

Dilucién del semen

En la etapa de maduracion y supervivencia espermatica durante su
transito por el epididimo es dependiente, principalmente de andrégenos;
paralelo a los andrégenos, existen otro gran numero de sustancias
producidas por el epitelio epididimario, que tienen como objeto crear un
ambiente luminal especifico. Durante su transito a traves del epididimo, se
remodelan proteinas de la membrana; proceso que es critico, ya que de
él, depende que el espermatozoide adquiera su motilidad y se mantenga

viable (Martins et al., 2007).

En un proceso de conservacion de semen invitro, se recomienda el uso de
dilutores para asegurar la viabilidad espermatica ya que un dilutor debe

satisfacer las siguientes condiciones:

e Debe ser isotdnico como el plasma seminal del macho.
e Debe proveer nutrientes como una fuente de energia para los

espermatozoides.
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e Debe ser un buffer para neutralizar los productos finales de desecho,
resultantes del metabolismo de los espermatozoides.

e Proteger contra los efectos dafiinos del enfriamiento rapido.

e Inhibir el crecimiento bacteriano.

e Proteger al espermatozoide contra dafios durante el congelamiento.

Dilutores en la congelacion de espermatozoides

Existen muchos dilutores de semen que han sido usados en llamas y
alpacas; sin embargo, solamente algunos han tenido éxito. Los dilutores
basados en Tris parecen ser los mejores. Tris con 20% de yema de
gallina mantuvo 73% de espermatozoides matiles en la alpaca a las 2
horas de incubacién a 37 °C. Uno de las mejoras en el uso de dilutores ha
sido el reemplazo de yema de huevo de gallina por yema de huevo de
codorniz. La ventaja es que los glébulos de grasa son mas pequefios,
ademas que la mezcla con el semen es mas rapida que con yema de

huevo de gallina (Bravo et al., 2013).

Los diluyentes contienen Tris (Hidroximetil Aminometano) o citrato como
buffers, y glucosa o fructuosa como fuente de energia. Ademas, deben
contener agentes protectores para las membranas celulares durante el

enfriamiento a 5 °C (generalmente yema de huevo), y el congelamiento
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(generalmente glicerol o etilenglicol) a su vez también le adicionan

antibiéticos para evitar la formacién bacteriana.
Dilutor en base a Tris-Yema de huevo

Descrito para congelacion de espermatozoides ovinos (Aisen et al., 2002
citado por Bravo et al.,, 2013). En la cual presenta los siguientes

componentes:

Tris: El intervalo atil de tamponamiento del Tris coincide con el pH
fisiologico de la mayoria de los seres vivos. Sumado a su bajo costo, esto
hace del Tris uno de los tampones mas comunes en laboratorios de
biologia y bioguimica. También es conocido como trometamina usado en

la estandarizacion de soluciones titulantes (Cunningham., 2000).

Acido citrico: El acido citrico es un &cido organico tricarboxilico que esta
presente en la mayoria de las frutas, sobre todo en citricos como el limon
y la naranja. Es un buen conservante y antioxidante natural que se afade
industrialmente como aditivo en el envasado de muchas conservas

(Cunningham., 2000).

Fructuosa: Monosacarido cetoésico levogiro, blanco amarillento, cristalino,
hidrosoluble, mas dulce que la sacarosa y de forma combinada en

muchos disacaridos y polisacaridos. En el area de la reproduccion se
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encuentra presente en las vesiculas seminales como fuente de energia

para los espermatozoides (Cunningham., 2000).

Yema de huevo: Se presenta en forma de &cidos grasos, las
lipoproteinas de baja densidad, los fosfolipidos y el colesterol son los
factores en la yema de huevo que proporcionan proteccion a los
espermatozoides durante el almacenamiento en frio; que le permite una
mayor permeabilidad a la membrana el cual lo protege, ya que los lipidos
como componentes mas abundantes de la membrana plasmética,
determinan la fluidez y resistencia de la membrana durante los procesos

de criopreservacion (Cunningham., 2000).

Glicerol: Agente crioprotector de bajo peso molecular y permeable a
través de la membrana celular. El propano-1,2-3-triol, glicerol o glicerina
(del griego glykos, dulce) es un alcohol con tres grupos hidroxilos (—OH).
Se trata de uno de los principales productos de la degradacion digestiva
de los lipidos, paso previo para el ciclo de Krebs y también aparece como
un producto intermedio de la fermentacion alcohdlica (Cunningham.,

2000).

La fraccion A del diluyente no lleva incluido el crioprotector y se completa
con agua bidestilada. La fraccion B lleva incluido el crioprotector y

completado con la fraccion A.
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Dilutor en base a leche descremada

Descrito para congelacion de espermatozoides de alpaca (Santiani et al.,

2005).

Leche descremada: Los constituyentes de la leche con mayor efecto
protector aparentan ser las micelas de caseina. La fraccion proteica de la
leche descremada, constituida por caseina, fosfocaseinato y glicopéptidos
de caseina y los carbohidratos presentes, tienen un efecto fisiolégico de
buffer y de proteccion celular contra el dafio oxidativo durante la

conservacion (Banda, R., 2010).

Fructuosa: Monosacérido cetdsico levégiro, blanco amarillento, cristalino,
hidrosoluble, mas dulce que la sacarosa y de forma combinada en
muchos disacaridos y polisacaridos. En el area de la reproduccién se
encuentra presente en las vesiculas seminales como fuente de energia

para los espermatozoides (Cunningham., 2000).

Yema de huevo: Se presenta en forma de acidos grasos, las
lipoproteinas de baja densidad, los fosfolipidos y el colesterol son los
factores en la yema de huevo que proporcionan proteccion a los
espermatozoides durante el almacenamiento en frio que le permite una
mayor permeabilidad a la membrana el cual lo protege, ya que los lipidos

como componentes mas abundantes de la membrana plasmatica,
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determinan la fluidez y resistencia de la membrana durante los procesos

de criopreservacion (Cunningham., 2000).

Etilenglicol: Agente crioprotector, es un compuesto quimico que pertenece
al grupo de los dioles. Etilenglicol es un liquido transparente, incoloro,
ligeramente espeso como el almibar y leve sabor dulce (Cunningham.,

2000).

La fraccién A del diluyente no lleva incluido el crioprotector y se completa
con agua bidestilada. La fraccion B lleva incluido el crioprotector y

completado con la fraccién A.

Congelacion de semen

La congelacion de los espermatozoides viene a ser una detencion del
proceso de la actividad del espermatozoide. El concepto es que el
espermatozoide almacenado a —79°C (hielo seco) o a —196°C (nitrégeno
liguido), retiene su potencial de fertilizacion indefinidamente. La
congelacion es un proceso de stress para los espermatozoides, debido a
los cambios de temperatura que sufre el espermatozoide durante el
proceso de enfriamiento, asimismo, se tiene como factor de stress

también a la descongelacion (Watson, P., 2000).
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Cuando el semen se congela y se conserva a muy bajas temperaturas,
esto en Nitrogeno liquido (-196° C), las reacciones metabdlicas de los
espermatozoides quedan detenidas. Esto hace que el semen se pueda
conservar durante mucho tiempo con lo que se pueden conservar genes
para futuro uso y se asegure la disponibilidad de un semental en
particular. También de esta forma se facilita el transporte de semen, tanto
nacional como internacionalmente, y el semen se puede recoger y
conservar en épocas distintas a la estacion reproductiva. En
consecuencia, la utlizacibn de los sementales se amplia

considerablemente al congelar y conservar el semen (Holt, W., 2000).

Segun Santiani, A. (2003), el proceso de criopreservacién de semen

involucra 3 fases:

a) Fase de enfriamiento, b) fase de congelamiento, y c) fase de

descongelamiento.

Durante la fase de enfriamiento la temperatura del semen diluido es
disminuida gradualmente desde la temperatura en la que fue colectada
hasta 5° C. Esta fase tiene una duracion entre 0,5 a 3 horas. En esta fase
se produce una disminucion de la motilidad espermatica a causa de un

aumento de la produccion de reactivos de oxigeno (Holt, W., 2000).
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Las membranas celulares son las estructuras que sufren mayor dafio en
los procesos de criopreservacion, debido a la pérdida de fluidez de sus
componentes lipidicos. La transicion de lipidos fluidos a solidos se
presenta a temperaturas entre 10 y 16° C, alterando todas las funciones

de la membrana y dandole un alto grado de fragilidad (Neild et al., 2003).

Terminada la fase de enfriamiento debe haber un periodo de transicion.
En este periodo se adicionan los crioprotectores al semen diluido. Este
periodo permite una estabilizacion de los espermatozoides en la solucion.
Para lo cual el semen debe ser mantenido a una temperatura de 5° C por

un periodo de 0,5 a 1,5 horas (Neild et al., 2003).

La fase de congelamiento es un periodo critico del proceso de
criopreservacion. Durante esta fase los espermatozoides son expuestos a
un estrés de tipo osmotico y térmico. Cuando la temperatura alcanza los -
10° C se forma nucleos de hielo de agua pura en el medio extracelular, lo
gue provoca un incremento progresivo en la concentracion de solutos. La
fraccion liquida se vuelve hipertonica y en respuesta a la diferencia de
gradientes de concentracion, el agua contenida intracelularmente sale de
la célula, lo que permite mantener el equilibrio osmético dentro de la

suspension (Watson, P., 2000).
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La formacion del hielo intracelular y el consecuente dafio celular se puede
evitar usando una velocidad de congelamiento adecuada, la que debe ser
lo suficientemente lenta para permitir que ocurra la deshidratacion celular
y al mismo tiempo, debe ser lo suficientemente rapida para prevenir la

deshidratacion excesiva (Holt, W., 2000).

Finalmente, la fase de descongelamiento es tan importante como la fase
de congelamiento, debido a que los espermatozoides tienen que

atravesar nuevamente el rango critico de temperatura (Holt, W., 2000).

En resumen la criopreservacion de semen en camélidos sudamericanos
es parecida a las realizadas en otras especies aunque existen algunas
etapas algo inherente que ya se viene definiendo. En donde el proceso de
enfriamiento se puede alcanzar en una hora; luego se adiciona el glicerol
en forma seriada y usando una tercera parte del dilutor con glicerol cada

15 minutos, luego se deja por una hora para el proceso de adaptacion.

El proceso de enpajillamiento se realiza en pajillas de 0,25 y 0,5 ml. La
congelacion de semen que es satisfactoria es en forma lenta y bajando 1
cm por minuto en vapores de nitrogeno liquido hasta que las pajillas se
sumergen en nitrogeno liquido. Al descongelamiento existe

aproximadamente un 50% de espermatozoides que pierden su motilidad y
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constituye un reto en el proceso de descongelamiento que se viene

investigando.

2.3 Marco Conceptual

e Hiposmoético: De una solucidn cuya presion osmotica es menor que
la otra solucion considerada estandar.

e Plasma seminal: El plasma seminal es un fluido complejo, producido
por glandulas accesorias del aparato reproductor del macho.

e Buffer o tampodn: Disolucion amortiguadora o disolucion reguladora
es una mezcla en concentraciones relativamente elevadas de un
acido y su base conjugada, es decir sales hidroliticas activas.

e Dilutor: Sustancia que tiene todos los componentes necesarios para
mantener la viabilidad de una muestra sin alterar sus parametros.

e Crioprotector: Sustancia que protege o previene en un medio frio.

e Libido: Estimulos que desencadenan la conducta sexual del macho.

e Tris: Hidroximetil Aminometano, tampon mas utilizado en laboratorios

de biologia y bioquimica.
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CAPITULO Il

MATERIAL Y METODO

3.1 Material

3.1.1 Ubicacién Geograficay Temporal

El presente estudio se llevd a cabo en el laboratorio de reproduccion
animal y en el fundo los Pichones Sur de la facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann de
Tacna ubicado a una coordenada UTM 366907 8006025 y a una altitud
promedio de 599 msnm, en la provincia de Tacha; con temperatura que
fluctia entre 22 a 30°en época de verano y 10 a 24° de temperatura en

época de invierno.

3.1.2 Poblacién y Muestra

En el presente estudio se trabajé con una poblacion del0 alpacas macho
de la raza Huacaya de 3 a 5 aflos de edad para el adiestramiento y
colecta de semen; de los cuales se seleccion6 un grupo de 5 machos que
mostraron mayor comportamiento sexual (libido) y los cuales hayan

aceptado la vagina artificial; de ese grupo se procedio a colectar semen



que posteriormente fueron sometidos a 2 tratamientos con diferentes

dilutores.

Tabla 1. NOomero de muestras de semen para evaluacion

Tratamiento: Tipo de dilutor

Dilutor 1 Dilutor 2
Nimero de animales 5
Numero de repeticiones/ tratamiento 5 5
Total de repeticiones 25 25

Fuente: Elaboracion propia

3.1.3 Materiales

Equipo de laboratorio.

e Microscopio Optico.
e Bafio Maria.

e Refrigeradora.

e Balon criogénico

e Equipo convencional de congelacién

Material de laboratorio

e Pajillas de 0,25 mL.
e Vasos de precipitacion de 50mL.

e Probetas 50 mL.
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Tubos falcon de 15 mL
Termometro.

Tubos de ensayo de 15 mL.
Placas Petri.

Vagina artificial

Laminas portaobjetos.
Laminas cubreobjetos.
Jeringas descartables de 5 y10 mL.
Jeringas de tuberculina.
Micropipetas

Tips (puntas descartables)

Vortex

Reactivos.

Eosina (5%).

Nigrosina (10%).

Fructuosa.

Formaldehido.

Citrato de sodio bihidratada.
Tris.

Acido citrico.
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e Gilicerol.

e Etilenglicol

e Yema de huevo.

e Alcohol Polivinilico

e Agua bidestilada.

e Solucion salina normal (0,89% NacCl).
e Alcohol 70%.

e Nitrégeno liquido

3.2 Método

3.2.1 Tipo y Disefio de Investigacion

El proyecto de investigacion es experimental longitudinal, en la cual se
manejan variables de la unidad de estudio y las muestras de estudio

fueron tomadas en distintos momentos durante el desarrollo del estudio.

3.2.2 Diseio Procedimental

Colecta y evaluacion del semen fresco

El semen fue colectado mediante vagina artificial, se realizé 25 colectas
de semen (repeticiones) de los 5 alpacas machos durante el desarrollo del

estudio, en cada repeticion se evalu6é en el microscopio los parametros
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espermaticos, antes de la congelacion y después de la congelacion;
debido a que la muestra fue de poco volumen, ademas que la muestra no
puede mantenerse a una temperatura normal por mucho tiempo ya que

pierde viabilidad.

Evaluacion microscopica

Motilidad espermatica: Total

La evaluacion de la motilidad total se realizé con los siguientes pasos:

Se coloc6 un volumen de 10 microlitros de semen sobre un portaobjetos

nuevo y precalentado, luego se cubrié con una laminilla cubreobjetos.

La muestra se observd con un microscopico optico a 20x, se determiné el
porcentaje de células espermaticas en movimiento, en un nimero de 4

campos microscopicos.
Los resultados se expresaron en porcentaje, segun la siguiente férmula:

Motilidad _ Numero de espermatozoides métiles. < 100

Total. ~ Numero Total de espermatozoides observados.

Integridad de la membrana espermatica: Prueba de Host

36



Se llevo a bafio Maria a una temperatura de 37°C un tubo falcon con 900
microlitros de solucién hiposmatica (citrato de sodio 4,5 mg/ml y fructuosa

2,45 mg/ml)

Del semen recolectado se extrae 100 microlitros, luego se procedié a
agregar el semen a la solucién hiposmadtica, el cual se mantuvieron por 30

minutos en bafio Maria (37°C).

Pasados los 30 minutos, se agrega 100 microlitros de formol al 10% al

tubo falcon y se retira del bafio Maria.

Se evalu6 la reaccion del semen a la solucion hiposmética, en un
microscopio optico a 20 X; y se observd el nimero de espermatozoides

gue presentaron un hinchamiento y enrollamiento en su cola.
Los resultados se expresaron en porcentaje, de la siguiente manera:

células Numero de espermatozoides hinchados. o

reaccionadas. Numero Total de espermatozoides observados.

Viabilidad espermatica: Tincion eosina negrosina

Se mantiene en una lamina portaobjeto una gota de eosina negrosina.

Se extrajo con una pipeta 10 microlitros (ul) de semen y se le agrego a la

lamina portaobjetos.
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Luego se realizé un frotis con otro portaobjeto y se procede a secar.

Una vez seco la muestra de tincion se procedio a realizar la prueba de

viabilidad.

Se evalu6 la muestra en un microscopio Optico a 100x con aceite de

inmersion.

Se determind el ndmero de espermatozoides vivos y muertos, Se
considerd espermatozoides vivos a aquellos que no presentan coloracion

y espermatozoides muertos a los que son tefiidos con el colorante.

Se realiz6 el conteo de 200 espermatozoides, donde se identificaron

vivos y muertos.

Para viabilidad.

% Numero de espermatozoides sin coloracion. 100
X

vivos  Numero Total de espermatozoides observados.
Dilucion del semen:

Se determing la calidad seminal de las muestras, cada muestra se dividio
en dos partes y se diluy6 en igual volumen (dilucion 1:1) con la fraccion A
(dilutor sin crioprotector) de cada uno de los dilutores tris-yema de huevo

y leche descremada.
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Tabla 2. Dilutor 1: Tris-yema de huevo

Componentes del dilutor Fraccion A Fraccion B
Tris 0,300 ¢ 0,300 g
Acido citrico 0,140 ¢ 0,140 g
Fructuosa 0,550 ¢ 0,550 g
Yema de huevo 20% 20%
Antibictico P:150 000 UI/100ml P:150 000 Ul/100ml

E:150.000 ug/100 ml E:150.000 ug/100 ml

Agua destilada 10 ml 10 ml
Crioprotector s Glicerol 10%

P: Penicilina procainica, E: Estreptomicna sulfato

Fuente: Férmula de Santiani A. modificada, 2005.

Tabla 3. Dilutor 2: Leche descremada

Componentes del dilutor Fraccion A Fraccion B
Leche descremada 9ml 9ml
Fructuosa 0,485¢g 0,485¢g
Yema de huevo 5% 5%
Antibistico P:150 000 UI/100ml P:150 000 UI/100ml

E:150 000 ug/100 ml E:150 000 ug/100 ml
Agua destilada 10 ml 10 ml
Crioprotector s Etilenglicol 14 %

P: Penicilina procainica, E: Estreptomicna sulfato

Fuente: Férmula de Santiani A. modificada, 2005.

Para el proceso de enfriamiento las muestras fueron enfriadas hasta 5°C
en un tiempo aproximado de 90 minutos diluidas con la fraccion A; luego
de llegar a 5°C, se adiciono la fraccion B (dilutor con crioprotector) del

dilutor correspondiente y se dejo estabilizar por 30 minutos a esa

temperatura para que por ultimo se empajille en pajillas de 0,25 ml.
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Protocolo de criopreservacion:

El proceso de congelacién de semen se realiz6 de forma manual:

e Una vez enpajilladas las muestras de semen se llevé a vapores de
nitrégeno.

e Se gradud la gradilla portadora de pajillas a 5cm sobre el nivel del
nitrégeno liquido, donde se mantuvieron por 10 min.

¢ Finalmente fueron sumergidas directamente en el nitrégeno liquido a -
196°C, y almacenadas en el termo criogénico hasta su evaluacién

post descongelacion.

Evaluacion espermatica post-descongelamiento

El descongelamiento de las pajillas se realizo al dia siguiente después de

la congelacién, poniéndolas en bafio Maria a 37°C durante 30 segundos.

Se evallo las muestras de semen descongeladas: la motilidad, integridad
funcional de membrana y Vviabilidad espermatica anteriormente

mencionados y los resultados se expreso en porcentaje.
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3.2.3 Analisis de Datos

Se determind la media y la desviacion estandar para los diferentes
pardmetros seminales evaluados, tales como motilidad total, integridad

funcional de la membrana y viabilidad.

Para comparar los dos tipos de dilutores sobre la motilidad total, test
hiposmoético y viabilidad, después de la descongelacion fueron evaluados
mediante la prueba de T- Student, con un nivel de significancia de a =

0,05. Se uso el Software estadistico de SPSS (Version 19).

X = Media

u = Valor a analizar

Sx=Desviacion estandar

n =Tamafo de muestra
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CAPITULO IV

RESULTADOS

Tabla 4. Motilidad total (%) de espermatozoides antes y después de

la congelacion diluidos con dos tratamientos

N° de semen fresco E. post-descongelamiento (%)
repeticiones  motilidad (%)  Tq: Dilutor Tris-yema de huevo  T2: Dilutor Leche descremada
1 40 1 1
2 20 5 2
3 45 8 5
4 20 1 1
5 45 5 2
6 20 1 5
7 19 2 2
8 30 16 8
9 50 8 5
10 60 5 5
11 18 10 2
12 30 1 2
13 20 5 1
14 28 1 2
15 24 2 5
16 35 2 1
17 26 2 3
18 19 5 2
19 21 2 1
20 25 5 5
21 19 8 2
22 25 2 8
23 24 1 2
24 23 2 1
25 20 1 1
Promedio 28,24 4,04 2,96
D.S. 11,32 3,67 2,15

Fuente: Elaboracién propia.

D.S. =desviacion estandar, T1=tratamiento 1, T2=tratamiento 2



En la tabla 4, se observa los resultados de motilidad esperméatica antes y
después de la congelacién diluidos con dos tratamientos: Tris-yema de
huevo y Leche descremada. Se realiz6 5 repeticiones por cada macho
gue se colecto semen, resultando un total de 25 datos; en los cuales se
observé que la motilidad de semen fresco fue de 28,24+11,32 % y la
motilidad en la evaluacién post-descongelamiento con el tratamiento Tris-
yema de huevo es de 4,04+3,67 % y con el tratamiento Leche
descremada fue de 2,96 +2,15 %, los cuales muestran diferencias
significativas entre el semen fresco y después del proceso de
congelacion (p<0,05) (Anexo 6 y 9). Al comparar las medias de los
tratamientos, el dilutor Tris-yema de huevo es superior a la Leche
descremada pero no significativamente diferentes (p>0,05), segun el
estadistico T Student (Anexo 03). Estos resultados demuestran una baja
motilidad post-descongelamiento en ambos tratamientos, ya que una baja
motilidad inicial en semen fresco determina un resultado poco favorable
al protocolo de congelacion, lo cual indica que el proceso de congelacion

en ambos tratamientos reduce el porcentaje de motilidad espermatica.
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Figura 1. Motilidad total (%) de espermatozoides antes y después de

la congelacion diluidos con dos tratamientos
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Tabla 5. Integridad funcional de la membrana (%) de
espermatozoides antes y después de la congelacién

diluidos con dos tratamientos

N° de semen fresco E. post-descongelamiento (%)
repeticiones (%) T1: Dilutor Tris-yema de huevo  Ta: Dilutor Leche descremada
1 70 15 10
2 25 14 12
3 57 10 12
4 55 12 10
5 44 13 11
6 30 10 10
7 40 1 9
8 50 28 20
9 52 9 15
10 55 14 14
1 60 12 9
12 35 9 13
13 38 1 12
14 30 10 10
15 35 12 10
16 55 10 11
17 29 9 10
18 30 14 11
19 30 13 10
20 35 13 12
21 29 1 9
22 30 10 10
23 35 9 10
24 45 12 13
25 30 10 10
Promedio 40,96 12,04 11,32
D.S. 12,41 3,78 2,39

Fuente: Elaboracion propia.

D.S. =desviacion estandar , T1=tratamiento 1 , T2=tratamiento 2
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En la tabla 5, se observa los resultados de la integridad funcional de la
membrana espermatica antes y después de la congelacion diluidos con
dos tratamientos: Tris-yema de huevo y Leche descremada. Del total de
las 25 repeticiones; se observa la reaccion de la membrana espermatica
al Test hiposmético, en lo que respecta al semen fresco es de 40,96
+12,41 % y la respuesta al Test hiposmético en la evaluacion post-
descongelamiento con el tratamiento Tris-yema de huevo es de
12,04+3,78 % y con el tratamiento Leche descremada es de 11,32+2,39
%. Los datos obtenidos de espermatozoides que reaccionaron
positivamente al test hiposmaético fueron analizados mediante la prueba
de T-Student (p<0,05) antes de la congelacion y después de la
descongelacién para determinar el efecto del proceso de congelacion, los
cuales muestran diferencias significativas entre el semen fresco y
después del proceso de congelacion (p<0,05) (Anexo 15y 18),y
entre los dos tratamientos no muestran diferencias significativas (p>0,05)
(Anexo 12). Estos resultados evidencian que el efecto de la congelacion
influye en la integridad y funcionalidad de la membrana espermatica y
entre los dos tratamientos se evidencian una pérdida de integridad de
membrana espermatica, posiblemente por el dafio osmotico y mecanico

que afronta la membrana durante el proceso criopreservacion.
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Figura 2. Integridad funcional de la membrana espermatica (%) de
espermatozoides antes y después de la congelacién
diluidos con dos tratamientos.
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Tabla 6. Viabilidad (%) de espermatozoides antes y después de la

congelacion diluidos con dos tratamientos

N° de semen E. post-descongelamiento (%)
repeticiones  fresco (%)  T,: Dilutor Tris-yema de huevo T2: Dilutor Leche descremada
1 60 35 12
2 50 25 15
3 85 20 18
4 67 14 10
5 58 20 11
6 45 25 14
7 50 25 15
8 57 35 20
9 67 15 25
10 56 20 20
11 45 15 18
12 40 10 15
13 35 20 12
14 30 15 10
15 29 14 15
16 45 10 11
17 35 17 10
18 35 26 15
19 47 14 10
20 55 18 13
21 45 29 9
22 35 20 13
23 26 10 16
24 25 12 15
25 30 10 13
promedio 46,08 18,96 14,2
D.S. 14,78 7,28 3,82

Fuente: Elaboracion propia.

D.S. =desviacion estandar , Tl=tratamiento 1 , T2=tratamiento 2
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En la tabla 6, se observa los resultados de Viabilidad espermatica antes y
después de la congelacion diluidos con dos tratamientos: Tris-yema de
huevo y Leche descremada. Del total de las 25 repeticiones;
observandose la viabilidad espermética a la tincion con eosina nigrosina,
en lo que respecta al semen fresco es de 46,08 + 14,78 % y la viabilidad
espermética a la evaluacion post-descongelamiento con el tratamiento
Tris-yema de huevo es de 18,96 + 7,28 % y con Leche descremada es de

14,2 + 3,82 %.

Los datos obtenidos en viabilidad espermatica fueron analizados
mediante la prueba T-Student antes de la congelacion y después de la
descongelacién para determinar el efecto del proceso de congelacién en
ambos tratamientos. Con respecto a la muestra en fresco, entre los
tratamientos Tris-yema de huevo y Leche descremada a Ila
descongelacion se encontré diferencias significativas (p<0,05) (Anexo 24
y 27) en lo que respecta a ambos dilutores. De igual manera a la
comparacion entre los dos tratamientos se encontro diferencias

significativas (p<0,05) (Anexo 21).
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CAPITULO V

DISCUSION

5.1 Motilidad total

Resultados similares al presente estudio reporta Santiani et al., (2005) en
Puno; en el cual evalla las criopreservacidon de espermatozoides de
alpaca con diferentes crioproprotectores en su dilutor, reportando una
motilidad del 1,0 + 1,4 % en semen descongelado utilizando Tris yema de
huevo-etilenglicol y 4,0 + 1,1 % con Tris yema de huevo-glicerol; lo cual
demuestra que la motilidad al descongelamiento disminuye drasticamente
durante el proceso de congelacion, lo cual indica que el tipo de
crioprotector y el nivel de concentracibn de los mismos a la
criopreservacion influye mucho durante el proceso de adaptacion del
espermatozoide al medio dilutor (Holt, W., 2000). Aunque el mismo
estudio reportd resultados superiores en motilidad 20,0 + 6,7 %, con el
segundo tratamiento leche descremada-etilenglicol. Tal superioridad se
debe probablemente al tiempo mayor en el que se realizo el proceso de
congelacion lo cual fue en unos 15 minutos; que en caso del presente
estudio se realiz6 en un tiempo de 10 minutos en vapores de nitrégeno;

ya que durante esta fase los espermatozoides son expuestos a un estrés



de tipo osmoético y térmico, en donde se debe controlar una adecuada

velocidad de congelacion (Watson, P., 2000).

Los resultados del presente estudio en cuanto a motilidad con 2,96 + 2,15
% con Leche descremada, son parecidos a los de Choez et al., (2013) en
un trabajo realizado en Lima en temporada de verano; quienes reportaron
motilidades al descongelamiento de 7 + 4,47 % con Leche descremada-
glicerol partiendo de una motilidad inicial menor a 60%, el cual trabajé con
espermatozoides del epididimo y en donde el presente estudio obtuvo
muestras de semen mediante vagina artificial con una motilidad promedio
inicial de 28,24 £+ 11,32 %; lo que indicaria que la motilidad inicial influiria
en los resultados obtenidos después del proceso de congelacion, en
donde un desgaste oxidativo al inicio de la criopreservacion determinaria

la baja motilidad al descongelamiento (Choez et al. 2013).

Los resultados del presente trabajo muestran diferencias con respecto a
los resultados publicados por Banda et al. (2010) quien reporta una
motilidad de 14,00 £+ 7,5% (4,04 £ 3,67 % en este estudio) al
descongelamiento utilizando Tris-yema de huevo- glicerol y 17,0 + 4,3 %
(2,96 + 2,15 % en este estudio) con Leche descremada-etilenglicol; en
ambos tratamientos de esta investigacion se utilizé el Cryogens 4,0 como

método automatizado de congelamiento; cuyos resultados muestran
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diferencias con el presente estudio, esto debido al método automatizado
de criopreservacién, siendo un método que mejor controla los rangos de
temperatura al proceso de criopreservacion, un factor importante en la
superioridad con nuestros resultados. Otro factor en la diferencia entre
nuestros resultados es el método de obtencion de la muestra, la cual fue
de espermatozoides del epididimo; en caso de este estudio fue mediante
vagina artificial. En donde se obtiene semen con plasma seminal; por un
lado estudios indican que el plasma seminal protegeria a los
espermatozoides durante el congelamiento (Barrios et al., 2000), mientras
que otros estudios sefialan que la adicion de plasma seminal afecta
negativamente la calidad seminal durante la criopreservacion; el cual
contiene proteinas de factor de inicio de capacitacion espermatica, lo que
posiblemente inicia un proceso oxidativo antes de su preservacion

(Maxwell, W., 2008).

5.2 Integridad funcional de membrana espermaética

Resultados similares reporta Choez et al.,, (2013) quienes obtuvieron
resultados en integridad funcional de la membrana espermatica post-
descongelamiento de 12,00 + 15,19 % (11,32 + 2,39 % en el presente
estudio) con el dilutor Leche descremada, el cual demostré una diferencia

significativa (p<0,05) con respecto a la muestra en fresco con una
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motilidad inicial del 60 %. Esta diferencia después de la descongelacion
puede deberse probablemente al método de congelacion que se realizo;
al igual que el presente estudio con una integridad de membrana del
11,32 + 2,39 % al descongelamiento; se trabaj6 con el método
convencional de congelacién a vapores de nitrégeno, con diferencia en el
periodo de equilibrio sobre vapores de nitrodgeno liquido, el cual fue a 5
cm por 10 minutos en pajillas de 0,25 ml en el estudio reportado por
Choez et al.,(2013), fue de 5 cm por 20 minutos. Esto podria deberse a
que mayor tiempo de equilibrio podria garantizar una mayor adaptacion
de los espermatozoides a bajas temperaturas y por tanto una mayor tasa
de integridad espermatica a la descongelacion (Hafez et al., 2002; Muifio

et al., 2008).

En cambio Banda et al. (2010), reporta resultados mayores en cuanto a
integridad funcional de la membrana con 24,3 £ 9,6 % para dilutor Tris-
yema de huevo y 17,9 + 5,5 % para Leche descremada quien utilizé un
meétodo de congelacion automatizado con el Criogens 4,0. Siendo este un
equipo de crio-congelacion automatizado, el cual controla mejor los
rangos de temperatura durante el proceso de congelacion evitando dafios
estructurales de la membrana espermatica, lo cual demuestra que el

proceso de congelacion dafa la integridad de membrana espermatica
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cuando no se controla bien los rangos de temperatura en un proceso de

congelacion convencional.

5.3 Viabilidad espermatica

Los resultados del presente estudio indican que hubo una mejor viabilidad
espermatica con Tris-yema de huevo al descongelamiento 18,96 + 7,28 %
en comparaciéon con 14,2 + 3,82 % con Leche descremada; lo que
explicaria el factor protector de las lipoproteinas de baja densidad dentro
de la yema de huevo, al momento de reestructuracion de la membrana

espermatica durante el proceso de criopreservacién (Moussa et al., 2002).

Resultados similares fue reportado por Calderon, D. (2015); con una
viabilidad en fresco de 34,73 % con el dilutor Tris-yema de huevo y a la
descongelacién fue de 12,67 %; concordando con este estudio, ya que en
ambos se utiliz6 un volumen de yema de huevo al 20 % en el dilutor,
método convencional de congelacion; en donde la regulacion de la
temperatura se controla a vapores de nitrogeno. Estos resultados son
corroborados con el estudio de Choez et al., (2013) con una viabilidad al
descongelamiento de 12,00 £ 8,76 % con el dilutor Leche descremada
utilizando el método convencional de congelacion. Lo que hace indicar

que el método utilizado en este estudio y en los demas estudios
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reportados influiria en el dafio causado en la membrana espermatica

durante el proceso de congelacion.

Aller et al., (2001) obtiene resultados superiores a este estudio (18,96 *
7,28 % con tris yema de huevo) con una viabilidad en fresco de 68,5
+12,3 % y al descongelamiento fue de 32,4 + 10,5 % con el dilutor yema
de huevo citrato y crioprotectores glicerol y dimetilsulféxido; la utilizacién
de un crioprotector de membrana espermética adicional como parte del
medio de dilucién, atribuye una proteccion mas a lo que afronta el
espermatozoide durante la reestructuracion membrana espermética en el

proceso de congelacion.

Por otro lado, Santiani et al., (2005) reporta resultados inferiores a los
nuestros en donde la viabilidad al descongelamiento con dilutor Tris-yema
de huevo fue de 6,2 +1,5 %; esta diferencia podria atribuirse al método de
evaluacion utilizado puesto que este autor realizd una evaluacion integral
de viabilidad e integridad acrosomal utilizando la tincion azul de tripan y
giemsa, donde considera un espermatozoide viable con acrosoma intacto.
Por el contrario, en el mismo estudio reporta resultados superiores a este
estudio con el dilutor Leche descremada al descongelamiento con una
viabilidad de 21,0 £ 1,0 %; esta diferencia podria atribuirse a la utilizacion

de diferentes marcas en lo que respecta a leche descremada; utilizando
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en esta investigacion la marca (Gloria). Respecto al presente estudio se

utilizé la marca (Laive), esto hace indicar que la calidad de lipoproteinas

presentes en estos productos lacteos se ve alterada de acuerdo a la

calidad del mismo producto; ya que las lipoproteinas de baja densidad

cumplen una funcién importante en la reestructuracién de la membrana

espermética durante el proceso de congelacion y la presencia de la

proteinas antioxidantes en la leche favorecen la eliminacion de los

radicales libres del medio extracelular de los espermatozoides (Moussa et

al., 2002).

5.4 Contrastacion de hipotesis

Ho: Los parametros espermaticos de sobrevivencia a la
descongelacién resultan ser similares con el dilutor Tris yema de
huevo en comparacion con el dilutor Leche descremada en semen de
alpaca de la raza Huacaya en la zona costa de Tacna.

Ha: Los parametros espermaticos de sobrevivencia a la
descongelacion resultan ser mejor con el dilutor Tris yema de huevo
en comparacion con el dilutor Leche descremada en semen de alpaca
de la raza Huacaya en la zona costa de Tacna.

Nivel de Significancia: a = 0,05

Prueba Estadistica: T-Student
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e Valor critico:

Si P < 0,05 = se rechaza la Ho, se acepta la Ha

Si P > 0,05 = se acepta la Ho, se rechaza la Ha

e Tomade decision:

En la estadistica no hay significancia entre las medias de los dos
tratamientos en donde p valor es > 0,05. Por lo tanto se rechaza la

hipotesis Ha y se acepta la Ho.

e Conclusién:

Los dos tratamientos se comportan de manera similar sobre los
pardmetros espermaticos a la descongelacion, es decir que la
sobrevivencia espermatica al comparar los dos tipos de dilutores

muestran resultados parecidos.
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CONCLUSIONES

Los dilutores Tris-yema de huevo y Leche descremada muestran
resultados similares sobre los parametros espermaticos de
sobrevivencia a la descongelacion.

La motilidad total de los espermatozoides después de la
descongelacién disminuye drasticamente en ambos casos de los dos
dilutores.

La respuesta de los espermatozoides al Test Hiposmoético (Host) se
ve disminuida después de la congelacién, esto nos indica que la
congelacion influye en la integridad funcional de membrana en ambos
casos de los dos dilutores.

La viabilidad espermatica es afectada después de la congelacion en
ambos casos de los dos dilutores, esto permiten concluir que existe
un dafio estructural de la membrana espermatica durante el proceso

de congelacion.



RECOMENDACIONES

Realizar nuevas investigaciones experimentando nuevos dilutores de
origen animal, como crioprotector en la congelacién de espermas de
camélidos sudamericanos en la zona costa de Tacnha, como ensayo
experimental para su posterior aplicacion en la zona alto andina de la
misma region.

Realizar nuevos protocolos de congelacibn para una curva de
congelacion adecuada, para criopreservar la viabilidad espermatica

en alpacas de la region de Tacna.
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ANEXOS



Anexo 1. Estadistico de grupo para motilidad total después de la

descongelacion en el dilutor tris y leche

Grupo Es?adl' I_Erfor
stico tipico
Media 4,04 0,736
Intervalo de 2,52
confianza para la 5,58
media al 95%
Mediana 2,00
Tris yema de Varianza Limite inferior 13,54
T huevo Desv. Tip. Limite super. 3,68
r Minimo 1,00
a Méaximo 16,00
t Rango 15,00
a Asimetria 1,68 0,46
m Curtosis 3,35 0,90
[ Media 2,96 0,43
e Intervalo de 2,07
n confianza para la 3,85
t media al 95%
0 Mediana 2,00
S Leche Varianza Limite inferior 4,62
descremada Desv. Tip. Limite superior 2,15
Minimo 1,00
Méaximo 8,00
Rango 7,00
Asimetria 1,12 0,46
Curtosis 0,35 0,90
Anexo 2. Prueba't estadistica de grupo
Grupo N Media Desv. Tip. Error tip. De la media
Tris 25 4,04 3,68 0,73
Leche 25 2,95 2,15 0,43

Anexo 3. Prueba T Student para muestras independientes tris yema

de huevo y leche descremada

Prueba de levene para

iqualdad de varianzas Prueba T para igualdad de medias

Sig Dif. de Error
; : Medi tipi

F Sig. S (Biateral) e
Se han asumido 435 0,04 48 0,21 1,08 0,85

varianzas iguales
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Anexo 4. Prueba T para motilidad en fresco y tris yema de huevo al

descongelamiento

Grupo Media N Desv. Tip. Error tip. de la media
Fresco 28,24 25 11,32 2,26
Tris 4,04 25 3,68 0,73

Anexo 5. Correlaciones de muestras relacionadas

N Correlacion Sig.
Fresco y Tris 25 0,19 0,35

Anexo 6. Prueba de muestras relacionadas para motilidad en fresco

y al descongelamiento

Diferencias relacionadas
95% intervalo de

) Desv. confianza para la .
Media Tip. diferencia gl Sig.
Inf. Sup.
Frescoy Leche 24,20 1,21 19,57 28,82 24 0,00

Anexo 7. Prueba T para motilidad en fresco y leche descremada al

descongelamiento: estadistico de muestras relacionadas

Grupo Media N Desv. Tip. Error tip. de la media
Fresco 28,24 25 11,32 2,26
Leche 2,96 25 2,15 0,43

Anexo 8. Correlaciones de muestras relacionadas

N Correlacion Sig.
Fresco y Leche 25 0,29 0,15
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Anexo 9. Prueba T para muestras relacionadas: motilidad en fresco

y al descongelamiento

Diferencias relacionadas

95% intervalo de confianza

Media Desv. para la diferencia gl Sig.
Tip. Inf. Sup.
Frescoy Leche 25,28 10,88 20,78 29,77 24 0,00

Anexol10. Estadistico de grupo para test de host después de la

descongelacion en dos tratamientos: tris y leche

descremada
Grupo Estadistico  Error tipico
12,04 0,75
Media 10,48
, 13,60
Intervalo de confianza para
i 0,
Tris yema de . Limite inferior 14,29
Varianza .
T huevo . Limite super. 3,78
Desv. Tip.
r Minimo 9,00
a Méximo 28,00
t 19,00
Rango
a
m
i Media 11,32 0,43
e , 10,48
0 Intervalo de confianza para 13.60
t la media al 95% ’
Mediana
0 Varianza 10,00
S Leche . e 572
Desv. Tip. Limite inferior
descremada . . ) 2,39
Minimo Limite superior 9.00
Maximo 20,00
Rango
e 11,00
Asimetria
Curtosis 2,22
6,45
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Anexo 11. Prueba T estadistica de grupo

Grupo N Media Desv. Tip. Error tip. De la media
Tris 25 12,04 3,78 0,75
Leche 25 11,32 2,39 0,47

Anexo 12. Prueba T Student para muestras independientes tris yema

de huevo y leche descremada

I?rueba de Ieveqe para Prueba T para igualdad de medias
igualdad de varianzas
5 95% intervalo de confianza
; 9. ara la diferencia
F Sig. Gl (Bilateral) P
Inf. Sup.
Sehanasumido ) o7 045 48 0,42 1,07 251
varianzas iguales

Anexo 13. Prueba T para test de host en fresco y tris yema de huevo

al descongelamiento: estadistico de  muestras

relacionadas

Grupo Media N Desv. Tip. Error tip. de la media
fresco 40,96 25 12,41 2,48
tris 12,04 25 3,78 0,75
Anexo 14. Correlaciones de muestras relacionadas
N Correlacién Sig.
Fresco y Tris 25 0,24 0,24
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Anexo 15. Prueba T para muestras relacionadas: host en fresco y al

descongelamiento

Diferencias relacionadas

95% intervalo de

. Desv. Error tip. confianza para la .
Media Tip. De la media diferencia Gl Sig.
Inf. Sup.
Frescoy Tris 28,92 12,06 2,41 23,94 33,89 24 0,00

Anexo 16. Prueba T para test de host en fresco y leche descremada
al descongelamiento: estadistico de  muestras

relacionadas

Grupo Media N Desv. Tip. Error tip. de la media
Fresco 40,96 25 12,41 2,48
Leche 11,32 25 2,39 0,47

Anexo 17. Correlaciones de muestras relacionadas

N Correlacion Sig.
Fresco y Leche 25 0,25 0,22

Anexo 18. Prueba T para muestras relacionadas: test de host en

fresco y al descongelamiento

Diferencias relacionadas

95% intervalo de confianza

Media  Cortip.Dela para la diferencia Gl Sig
media '
Inf. Sup.
Fresco y Leche 29,64 2,40 24,67 34,60 24 0,00

72



Anexo 19. Estadistico de grupo para viabilidad después de la

descongelacion en dos tratamientos: tris y leche

descremada
Grupo Estadistico Error tipico
Media 18,96
i 15,95
Intervalo de confianza 2197
para la media al 95% ' 1,45
Tris yema {\//I e@ana Limite inferior 18,00
arianza -
de huevo . Limite super. 53,12
Desv. Tip.
Minimo 3,83
Méaximo 10,00
Rango 35,00
9 25,00
Media 14,20 076
Intervalo de confianza 12,62 ’
para la media al 95% 15,78
Leche Mediana
Varianza T 14,00
descrema . Limite inferior
da Desv. Tip. Limite superior 14.67
Minimo 2,39
Maximo 9,00
Rango 25,00
11,00
Anexo 20. Prueba T: estadistica de grupo
Grupo N Media Desv. Tip. Error tip. De la media
Tris 25 18,96 7,28 1,45
Leche 25 14,20 3,83 0,76

Anexo 21. Prueba t student para muestras independientes tris yema

de huevo y leche descremada

Prueba de levene para  Prueba T para igualdad de

igualdad de varianzas medias
95% intervalo de
. . confianza para la
. Sig.  Dif. De ; .
F Sig. Gl (Bilateral) medias diferencia
Inf, Sup.
varianzas iguales 8,64 0,00 48 0,00 4,76 1,44 8,07
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Anexo 22. Prueba T para viabilidad en fresco y tris yema de huevo al

descongelamiento: estadistico de muestras relacionadas

Grupo Media N Desv. Tip. Error tip. de la media
Fresco 46,08 25 14,78 2,95
Tris 18,96 25 7,28 1,45

Anexo 23. Correlaciones de muestras relacionadas

N Correlacion Sig.
Fresco y Leche 25 0,34 0,08

Anexo 24. Prueba T para muestras relacionadas: viabilidad en fresco

y al descongelamiento

Diferencias relacionadas

95% intervalo de confianza

Media  Erortip.Dela para la diferencia Gl Sig
media ’
Inf. Sup.
Frescoy Tris 27,12 2,80 21,33 32,90 24 0,00

Anexo 25. Prueba T para viabilidad en fresco y leche descremada al
descongelamiento: estadistico de muestras relacionadas

Grupo Media N Desv. Tip. Error tip. de la media
Fresco 46,08 25 14,78 2,95
Leche 14,20 25 3,83 0,76

Anexo 26. Correlaciones de muestras relacionadas

N Correlacion Sig.

Fresco y Leche 25 0,31 0,12
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Anexo 27. Prueba T para muestras relacionadas: viabilidad en fresco

y al descongelamiento

Diferencias relacionadas

95% intervalo de confianza

Medig  Errorfip- Dela para la diferencia Gl Sig
media ’
Inf. Sup.
Frescoy Leche 31,88 2,81 26,07 37,68 24 0,00
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