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RESUMEN

El presente estudio se realizd en el Laboratorio de Reproduccién de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia U.N.A. — Puno; se evalu6 el efecto de los tres
tratamientos; T1: Tris yema (testigo), T2: Tris yema + plasma seminal de bovino, T3:
Plasma seminal de bovino; para ello se utilizé 3 alpacas macho de la raza Suri, mayores
a 5 afios de edad, a los que se someti¢ a la plastia de desvié de los conductos deferentes,
la coleccion fue realizada en una fraccion de 0.5 ml de cada tratamiento. La motilidad
individual de los espermatozoides a la coleccion (37°C) fue 43.98%(T1), 37.80%(T2)
fueron superiores en comparacion con 31.42%(T3) (p<0.05), a la refrigeracion 5°C fue
33.24%(T1) y 34.20%(T2) fueron similares (p=>0.05), a la descongelacion 14.46%(T1) y
15.66%(T2) fueron similares (p=>0.05). La motilidad progresiva de los espermatozoides
a la coleccion (37°C) fue 32.35%(T1), %(T2) y 31.42%(T3) fueron similares (p>0.05), a
la refrigeracion 5°C fue 26.14%(T1) y 24.03%(T2) fueron similares (p=>0.05), a la
descongelacion 9.97%(T1) y 11.22%(T2) fueron similares (p>0.05). La vitalidad de los
espermatozoides a la coleccion (37°C) fue 34.73%(T1), 37.15%(T2) y 28.15%(T3)
fueron similares (p>0.05), a la refrigeracion 5°C fue 26.45%(T1) fue inferior en
comparacion con 33.90%(T2) (p<0.05), al momento de la descongelacion fue
12.67%(T1) y 14.74%(T2) fueron similares (p>0.05). La integridad de membrana
(prueba de HOST) de los espermatozoides a la coleccion (37°C) fue 46.63%(T1),
46.03%(T2) y 41.43%(T3) fueron similares (p>0.05), a la refrigeracion 5°C fue
33.51%(T1) fueron inferior en comparacion al 40.10%(T2) (p<0.05), al momento de la
descongelacion fue 21.54%(T1), 27.24%(T2) fueron similares (p>0.05). La integridad
de acrosoma de los espermatozoides a la coleccion (37°C) fue 44.78%(T1), 40.47%(T2)
y 38.20%(T3) fueron similares (p>0.05), a la refrigeracion 5°C fue 41.26%(T1),
40.47%(T2) fueron similares (p>0.05), al momento de la descongelacion fue
25.12%(T1) y 28.83%(T2) fueron similares (p=0.05). Se observo influencia de la
motilidad individual a la coleccion (p<0.05), observandose asi un mayor valor para el
T1. Asi mismo se observo influencia para vitalidad e integridad de membrana a 5°C
(p<0.05), observandose asi un mayor valor para el T2. Se debe aclarar que el
tratamiento 3 no se evalu6 a 5°C y a la descongelacion, por el uso de 100% plasma
seminal de toro sin la adicion de crioprotector. Los porcentajes de motilidad individual
adicionando plasma seminal de toro hubo diferencia en los T1 y T3 al momento de la
coleccion 37°C; La integridad de membrana a los 5°C fue mayor para el T2 en
comparacion al T1. Los resultados obtenidos mediante la adicion de plasma seminal de
toro, son similares en cuanto a la evaluacion de la motilidad progresiva, vitalidad e
integridad de acrosoma a la coleccion 37°C, refrigeracion 5°C y descongelacién no hubo
diferencia estadistica.

Palabras clave: Alpaca, espermatozoides, plasma seminal, desviacion de conducto
deferente, tris y congelacion.
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I. INTRODUCCION

La poblacion nacional de camélidos sudamericanos a nivel nacional; alpacas es de
3 685,5 superando en 50,2% a la encontrada en el censo agropecuario de 1994. La
raza Huacaya concentra el 80,4%, seguida de la raza Suri con 12,2% y Cruzados
con 7,3%. La poblacion alpaquera se concentra en la Sierra con 3 685,0 cabezas,
que representa aproximadamente el 100, 0% del total. Considerando las razas, la
Huacaya la que tiene mayor participacion 78,9%, seguida por la Suri con 12, 0%.
En la Costa, la raza predominante es Suris con 31,4%. La Sierra cuenta con
alpacas de la raza Huacaya 78,9% vy finalmente en la Selva no se encuentran
(INE1-2012).

En camélidos sudamericanos la coleccion de semen, cominmente, se utiliza la
vagina artificial acondicionada a un maniqui en posicion de copula. Esta técnica
ha permitido evaluar y determinar las caracteristicas seminales en alpacas Pérez
(1997); Bravo et al. (1997a); Bravo et al. (1997b); Flores et al. (2002). Una de las
principales desventajas que presenta es que se necesita contar machos entrenados,
reportdndose porcentajes de rechazo del 10 al 40% por indocilidad o falta de
libido Lichtenwalner et al. (1996); Ferrer et al. (1996); von Baer y Hellemann.
(1998); Aller et al. (2003); Giuliano et al. (2008). Y por otro lado los eyaculados
extraidos mediante VA suelen contener impurezas del suelo y ser muy espumosos
von Baer y Hellemann. (1998); Aller et al. (2003); Giuliano et al. (2008). Otro
método de coleccion de semen en camélidos sudamericanos es la
electroeyaculacion Director et al. (2007); Giuliano et al. (2008); Vencato et al.
(2008); Giuliano et al. (2010). Por otra parte, se pueden obtener eyaculados sin
espuma Yy limpios de calidad igual o superior a los obtenidos mediante vagina

artificial Giuliano et al. (2008). Su mayor desventaja es que se necesitan
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profesionales y equipo especializado para realizar anestesia general y
estimulacioneléctrica. La obtencion de semen mediante esponjas, fundas
intravaginales o aspiracion poscoital, s6lo una pequefia proporcion del eyaculado
es recuperada y generalmente se encuentra mezclada con secreciones vaginales,
contaminacion con gldébulos rojos Director et al. (2007), son desfavorables para la
supervivencia de los espermatozoides. La desventaja de que el eyaculado puede
ser incompleto, ya que la muestra se toma de la vagina o de una funda y la
eyaculacion de los CSA es intrauterina.

Pérez et al. (2006) demostraron que es posible recuperar repetidamente
espermatozoides de conductos deferentes desviados quirtrgicamente de alpacas y
Ilamas machos y también facilito la evaluacién del volumen, concentracion,
motilidad, anormalidades y posterior criopreservacion. La funcion de los
conductos deferentes es transportar a los espermatozoides a la uretra en
preparacion para la eyaculacion y también sirven de almacén de los
espermatozoides (Knobil and Neill’, 2006). En Camélidos sudamericanos, el
conducto deferente es delgado (2 mm) en su comienzo y se engrosa cuando
alcanza la cavidad abdominal (3 mm) (Youngquist y Threfall, 2007). Las ventajas
de usar espermatozoides de epididimo o de los conductos deferentes consisten en
que estas células presentan movilidad progresiva y el manejo en el laboratorio es
sencillo por la ausencia de la filancia y viscosidad caracteristica del plasma
seminal.

El semen de camélidos sudamericanos es extremadamente viscoso y se requiere
su licuefaccion para su evaluacion de sus caracteristicas microscopicas,
funcionales y bioquimicas. La desgelificacion puede ser realizada usando enzimas

hidroliticas no especificas que reducen la viscosidad antes de su procesamiento. El
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uso de enzimas reduce la viscosidad del plasma seminal de camélidos pero
también afecta la funcion e integridad acrosémica, mas que todo debido a una
digestion no selectiva de las proteinas del plasma seminal (Bravo et al., 2000;
Giuliano et al., 2010; Kershaw — Young and Maxwell, 2011).

En alpacas la eliminacion de plasma seminal en animales in vivo fue posible al
utilizar la bulbouretrectomia y la desviacion de los conductos deferentes realizada
por Paricahua, (2001), quien reporta que la viscosidad del semen se ve muy
disminuida al utilizar la bulbouretrectomia pero es nula cuando se colecta semen
de los conductos deferentes, confirmado por estudios posteriores Quintano (2002);
Deza (2004); Quispe (2008); Caparo (2009) los autores evaluaron aspectos de
dilucion y congelacion con buenos resultados; sin embargo, es destacable que el
uso del plasma seminal en diversas especies es importante en la sobrevivencia
espermatica y fertilidad del semen. Es asi que la adicion de plasma seminal
después de la criopreservacion incrementa la motilidad y fertilidad en el carnero
Maxwell et al. (1999), mejora la funcion espermatica de semen descongelado de
cabras Vadnais et al. (2005) y la adicion del 10% de plasma seminal a semen
colectado del epididimo mejora notablemente la motilidad del semen de alpaca,
mas aun mantiene la integridad del acrosoma y reduce grandemente la proporcion
de espermatozoides no viables (Kershaw — Young and Maxwell, 2011).

Por todo lo anteriormente expuesto y ante la dificultad que implica la coleccion de
semen por vagina artificial en alpacas para la obtencién de plasma seminal de ésta
especie y teniendo en consideracion la similitud en las caracteristicas del plasma
seminal con otras especies y mas aun con la del toro, es que se plantea realizar el
presente trabajo de investigacion en el que se desea evaluar el efecto de la adicion

de plasma seminal de toro en diferentes proporciones sobre la motilidad e
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integridad de acrosoma de espermatozoides de alpaca colectados del conducto

deferente, para ello se plante6 los siguientes objetivos:

» Evaluar el efecto de la adicion de plasma seminal de toro sobre la motilidad e
integridad de membrana de espermatozoides de alpaca colectados por desviacion
de los conductos deferentes a la congelacidn y descongelacion.

» Evaluar el efecto de la adicion del plasma seminal de toro en diferentes
proporciones sobre la motilidad individual e integridad de membrana de
espermatozoides de alpaca colectados de los conductos deferentes.

» Evaluar la tasa de sobrevivencia de espermatozoides congelados — descongelados

diluidos con diferentes proporciones de plasma seminal de toro.
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II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. ANATOMIA DEL APARATO REPRODUCTOR DEL MACHO
2.1.1 Testiculos
Son organos pares relativamente pequefios de forma ovoide. En camélidos los
testiculos estan situados en la regidon perineal en una posicion oblicua el eje
longitudinal y en direccion caudo dorsal, el peso de los testiculos varia entre 13.5
a 28 gramos (Sato y Montoya, 1990).
2.1.2 Pene
Es un 6rgano fibroso elastico, que se extiende desde el arco isquiatico hasta la
region umbilical (Sato y Montoya, 1990).
El pene forma una curva en forma de "S", esta curvatura o flexura sigmoidal es
pre-escrotal y puede ser observada en el macho desde la parte posterior, esta
curvatura desaparece cuando se produce la ereccion del pene. EI extremo terminal
del pene posee un proceso peniano que se encarga de la direccion del pene a
través de la cérvix en el momento de la copula (Bravo, 1995).
Perez (1997), afirma que el pene tiene una longitud de 26 cm sin ereccién, en
tanto que Bustinza (2001), afirma que el pene de la alpaca tiene una longitud de
35 a 40 cm en estado de ereccion.
2.1.3 Epididimo
El epididimo es un drgano fibroso compacto pegado al borde anterior del
testiculo, son dos conductos que conectan a los testiculos con las vias deferentes,
se divide en tres partes: cabeza, cuerpo y cola (Sato y Montoya, 1990).
La cabeza cubre la extremidad anterior del testiculo libre de la tinica albuginea en
la superficie lateral, el cuerpo es angosto, aplanado dorso ventralmente, se inserta

el borde epidimal del testiculo, la cola es menos extensa que la cabeza y se
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encuentra relacionado a la extremidad posterior del testiculo (Sato y Montoya,
1990).

Tiene funciones importantes durante la espermatogénesis puesto que en el
epididimo no solo se liberan los restos del aparato de Golgi y la gota
citoplasmatica y adquieren movimientos independientes, sino que también los
espermatozoides adquieren capacidad para lograr dptimas tasas de fertilizacion
(Salisbury et al., 1982; Hafez, 2000).

La motilidad de los espermatozoides de la cabeza del epididimo es nula en tanto
que en el cuerpo es minima y en la cola se acentla hasta un promedio del 60%,
esto tal vez sea debido a que en ciertas porciones del epididimo se libera un
sulfuro a partir de la cisteina, este sulfuro estimula en los espermatozoides al
consumo de oxigeno y en combinacion con los iones potasio que se encuentran
elevados en el epididimo, se inicia el metabolismo en los espermatozoides con un
consecuente consumo de energia y movimiento de los mismos (Salisbury et al.,
1982).

2.1.4 Conducto deferente

El conducto deferente es un 6rgano que se inicia en la cola del epididimo y
finaliza en la uretra pelviana, a la cual llega luego de entrar a la cavidad
abdominal (Sato y Montoya, 1990).

Una caracteristica de las vias deferentes de los camélidos es una pequefia y poco
desarrollada ampolla del conducto deferente, en tanto que en carneros y toros la
ampolla es bien desarrollada y es uno de los principales lugares donde el semen es
almacenado una pequefia ampolla del conducto deferente en los camélidos puede
ser una de las razones del porque los intentos de coleccion de semen por

eletroeyaculacion no son satisfactorios Bravo (1995), indica como funciones del
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conducto deferente el pasaje y almacenamiento de los espermatozoides hasta el
momento de la eyaculacion, y en vacunos y ovinos también tiene la funcion de
agregar fructuosa y acido citrico al semen.

La funcion de los conductos deferentes es transportar a los espermatozoides a la
uretra en preparacion para la eyaculacion y también sirven de almacén de los
espermatozoides Knobil and Neill, (2006). El conducto deferente es delgado (2
mm) en su comienzo Yy se engrosa cuando alcanza la cavidad abdominal (3 mm)
(Youngquist y Threfall, 2007).

2.1.5 Glandulas accesorias

La proéstata es de forma irregular y difusa (forma de H) ubicada dorso lateralmente
sobre el cuello de la vejiga (Bustinza, 2001).

Las glandulas bulbo uretrales son dos tienen una forma ovoide y se encuentran
localizadas dorso lateralmente a la porcién final de la uretra pelviana muy cerca
del arco isquiatico, estan cubiertos por el musculo bulbouretral Sato y Montoya
(1990) estas glandulas al igual que la préstata también secretan parte del plasma
seminal y probablemente es la que provee del material viscoso presente en el
semen de la alpaca (Bravo, 1995).

Sato y Montoya (1990), indican que en la alpaca las glandulas accesorias son la
préstata y las glandulas bulbo uretrales, que elaboran secreciones, cuyo producto
vierten en la uretra mezclandose con las secreciones producidas por los testiculos,
influyendo favorablemente sobre la vitalidad y movimientos de los

espermatozoides.
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2.2. FISIOLOGIA REPRODUCTIVA DEL MACHO
2.2.1 Pubertad
Para determinar la edad de pubertad se realiz6 un estudio de la testosterona sérica
en alpacas machos de 9 a 12 meses de edad, estudio que revelo que el inicio de la
pubertad ocurre a partir del 11vo mes de edad en el cual la produccion media de
testosterona no solo se hace mayor sino que se encuentra dentro de los rangos de
animales machos adultos Losno y Coyotupa (1981), esto es confirmado por
estudios realizados por Carpio et al. (1999), los que revelan que los niveles de
testosterona son de 231 pg/mL, a la edad de 18 meses y pasan los 1000 pg/mL a la
edad de 24 meses.
2.2.2 Espermatogénesis
La espermatogenésis es un proceso complejo que se compone de tres fases las
cuales son: la espermatocitogenésis, fase que comprende el proceso por el cual las
células germinales primordiales se convierten en espermatides; la fase siguiente
es la espermiogeénesis; fase en la cual las espermatides redondas se transforman
en espermatozoides por una serie de cambios morfoldgicos y la Gltima fase viene
a ser la espermiacion que es la liberacion de las células germinales al interior de
los tabulos seminiferos (Hafez, 2000).
La produccion de espermatozoides por parte del testiculo constituye un
extraordinario proceso de modificacion de las células comunes desde el
crecimiento del feto para depositarse en el epitelio germinal mucho antes de que
se requiera su funcion generativa, y finalmente la transformacion de células
germinales en espermatozoides libres (De Alba, 1985).
Durante el desarrollo embrionario las células germinales primordiales emigran

desde el saco vitelino hacia las gonadas indiferenciadas; las células primordiales
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se dividen varias veces antes de formar los gonocitos los mismos que se colocan
en los tubos seminiferos del feto si esté es macho. Los gonocitos se multiplican y
meses después del nacimiento dan origen a los espermatogonios, esta division
ocurre antes de la pubertad (De Alba, 1985 y Hafez, 2000).

De Alba (1985) menciona que en el aspecto multiplicativo se reconocen en primer
lugar las células madres las cuales producen dos espermatogonios del tipo A, uno
de los cuales permanece en reposo mientras su compariero se multiplica en dos
espermatogonios intermedios, estos en 4 del tipo B y estos tienen dos divisiones
sucesivas para formar 16 espermatogonios.

Los 16 espermatogonios tipo B pasan por transformaciones preliminares de las
divisiones de reduccién o meioticas para formar los espermatocitos primarios los
cuales experimentan cambios nucleares progresivos de la profase meiotica antes
de dividirse para formar los espermatocitos secundarios. De 16 espermatocitos
primarios se obtienen 32 espermatocitos secundarios que tienen una vida muy
corta, pues rapidamente se multiplican en la segunda division meiotica y dan
origen a 64 espermatides. El proceso divisional completo desde espermatogonios
hasta espermatides dura unos 45 dias en el toro (Hafez, 2000 y De Alba, 1985).
Durante la espermiacion las espermatides alargadas que se orientan
perpendicularmente sobre la pared tubular, sobresalen poco a poco hacia la luz del
tubulo seminifero. Los Iébulos del citoplasma residual, a través de los cuales se
conectan grupos de espermatides permanecen incrustados en el epitelio
seminifero, la extrusion de los componentes espermaticos continua hasta que solo
un delgado tallo citoplasmatico conecta el cuello de la espermatide con el
cuerpo residual. Con la rotura del tallo se forma la gota citoplasmatica en el

cuello del espermatozoide liberado (gota proximal) Durante el transito por el
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epididimo la gota citoplasmatica emigra desde la region del cuello hasta un sitio
cercano al anillo citoplasmatico. La presencia de dicha gota citoplasmatica en una
cantidad importante de espermatozoides eyaculados es indicativa de inmadures
(Hafez, 2000).

2.2.3 Plasma seminal

El plasma seminal de los mamiferos es una secrecion fisiologica de varias
glandulas del tracto reproductivo del macho, que juega un rol importante en la
maduracion final de los espermatozoides, también interviene en los eventos
hormonales, enzimaticos, modificacion de superficie y de sobrevivencia de los
mismos, ademas de cumplir la funcién como un vehiculo para el eyaculado de los
espermatozoides. Esta compleja mezcla difiere entre especies, como también entre
machos de la misma especie y contiene una variedad de componentes bioquimicos
(Muifio-Blanco et al. 2008).

Los componentes organicos en el plasma seminal son esencialmente utilizados
para mantener el metabolismo del espermatozoide, pH y osmolaridad, ademas las
proteinas son las mas importantes contribuyentes en la funcion espermatica de los
mamiferos Maxwell et al. (2007). La mayoria de las proteinas del plasma seminal
son productos secretados por las vesiculas seminales y las glandulas sexuales
accesorias en casi todos los mamiferos, algunas proteinas del plasma seminal son
relativamente especificas para la regulacion de la funcion y fertilidad espermatica.
Los espermatozoides eyaculados tienen motilidad reducida, actividad metabolica
y capacidad fertilizante o incluso puede morir si las concentraciones de plasma
seminal se reducen consecuencia de la dilucion o lavado, denominado como
“efecto de dilucion” descrito por Mann (1954). Estos efectos tienen incidencia

sobre las estructuras espermaticas incluyendo la desestabilizacion de la
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membrana, lo que finalmente produce la muerte celular (Maxwell y Jhonson,
1999).

La adicion de plasma seminal a semen altamente diluido reduce el efecto de
dilucion e incrementa la vitalidad de los espermatozoides del carnero, conejo, toro
y macho cabrio Muifio-Blanco et al. (2008); Maxwell y Jhonson, (1999). Es
entonces importante la preservacion de una adecuada membrana plasmatica del
espermatozoide para la retencion de su capacidad fertilizante, especialmente
después de todo el estrés producido consecuencia de la refrigeracion, congelacion
y almacenaje; esta proteccion es otorgada por componentes especificos del plasma
seminal particularmente proteinas que recubren la superficie del espermatozoide
eyaculado (Muifio-Blanco et al., 2008).

Sin embargo, el rol del plasma seminal en la funcién espermatica es aun materia
de especulacion especialmente sobre los efectos inhibitorios o estimulantes que
pudiera tener. Al respecto, se reportd que el plasma seminal es muy importante
para mantener la motilidad y la vitalidad espermatica en el toro, carnero y macho
cabrio Muifio-Blanco et al. (2008); Maxwell et al. (1996). Igualmente, la adicion
del plasma seminal a semen descongelado de carnero mejora la motilidad,
vitalidad, integridad de acrosoma y respiracion mitocondrial Ollero et al. (1997);
Maxwell et al. (2007); Rebolledo et al. (2007), e incrementa la resistencia del
espermatozoide del carnero, toro, macho cabrio y caballo a las crioinjurias
(Garner et al. 2001; Ollero et al. 1997).

El plasma seminal bovino (BSP: bovine seminal plasma) contiene una familia de
proteinas secretadas por las vesiculas seminales. Se han descrito homélogos de
estas proteinas presentes en el semen de todos los mamiferos, variando sus

concentraciones entre las distintas especies. En el toro, estas proteinas del plasma
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seminal representan el 65% del total de proteinas del semen y en el potro el 1,1%
Bergeron y Manjunath (2006). En el potro se han caracterizado 8 proteinas de
plasma seminal (HSP — 1 a HSP — 8), siendo las méas abundantes HSP — 1y HSP —
2, (renombradas SP1 y SP2) que representan entre un 70 y un 80% del total de
proteinas BSP presentes en el plasma seminal Kareskoski y Katila (2008). Estas
BSP se involucran en el reservorio espermatico a nivel oviductal, modulan la
capacitacion Thérien et al., (1997) y participan en eventos centrales dentro de la
fertilizacion (fusion entre el espermatozoide y el ovocito) (Topfer — Petersen et
al., 2005).

2.3. CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DEL SEMEN
2.3.1 Volumen.
Varia segun el estado fisiologico del macho, edad, raza, alimentacion, frecuencia
de coleccion y preparacion psico sexual Derivaux (1982) existe una variabilidad
de volumen de eyaculado entre individuos y aun en un mismo individuo entre una
coleccidn y otra Fernandez Baca y Novoa (1968). Los valores mas frecuentemente
encontrados en semen colectado de alpaca oscilan entre 1 a 4 ml vy
excepcionalmente se ha reportado 12 ml, los valores de volumen disminuyen en
eyaculaciones sucesivas y también esta dado por el intervalo entre estas (Bustinza,
2001).

2.3.2 Color

En la mayoria de las especies el semen tiene una coloracién blanquecina y su
opacidad se halla en funcion de la concentracion espermética Derivaux (1982) En
la alpaca el semen es de color blanco variando de cristalino a lechoso,
correspondiendo a concentraciones altas (gran cantidad de células espermaticas

por ml de semen) el color blanco lechoso Mogrovejo (1952) y Quispe (1987)
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Refuerza esta afirmacion Pérez (1997) quien indica que un color cristalino
corresponde a 30000esp/mm?®, el color gris corresponde a 150000 a
210000esp/mm?3, lechoso corresponde a 300000 a 600000esp/mm?,
2.3.3 Aspecto
El semen de alpaca es altamente viscoso siendo muy dificil separar los
espermatozoides del plasma seminal lo cual dificulta la preparacion de frotices
Sumar y Leyva (1981); Quispe (1987) y Von Baer y Helleman 1998) la
licuefaccion de esta viscosidad es iniciada aproximadamente 8 horas después de
la deposicion del semen Bravo (1995) con un rango que va desde las 8 a 48 horas.
Garnica et al. (1993) el semen de la alpaca es viscoso en todos los casos, ademas
la viscosidad es semejante a un gel, esta alta viscosidad del semen se debe a las
secreciones producidas por las glandulas bulbo uretrales (Quispe, 1987; Achata,
1989; Bravo, 1998 y 1995; Rivera, 1998 y Mendoza, 2000).
Debido a esta alta viscosidad del semen de la alpaca el movimiento de los
espermatozoides es muy lento. Leyva et al. (1984) y Bravo (1995) en alpacas con
desviacién de conducto deferente no poseen viscosidad por la falta de las
secreciones de las glandulas bulbouretrales y la préstata (Paricahua, 2001).

2.4. CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DEL SEMEN
2.4.1 Motilidad individual
La motilidad total en camélidos no esta presente como en el caso de los carneros,
en camelidos es mejor referirse como motilidad individual y oscilatoria, con
movimiento lento que en parte es debido a la viscosidad del semen (Bravo, 1995).
La motilidad lograda a través de la desviacion del conducto deferente fue 64.81%
a 67.37% Quintano (2002). Se reportd 71.89% de motilidad individual con la

técnica de desviacion de conductos deferentes (Deza, 2004).
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2.4.2 Vitalidad

Las tinciones permiten diferenciar los espermatozoides vivos de los
espermatozoides muertos, asi en lo referente a colorantes la cabeza tiene la
propiedad de dejar pasar los colorantes por perturbacion de la membrana cefalica
mientras que los vivos no (Lubos, 1983).

Quispe (1987) clasifico vivos y muertos, indicando que una buena motilidad tiene
mas del 60% de espermatozoides vivos, motilidad regular cuando los
espermatozoides vivos estan entre un 40 a 60% y motilidad baja cuando el
porcentaje de espermatozoides vivos es menor al 40% en semen colectado de
alpacas.

El porcentaje de vitalidad mas alto lo encontrd Paricahua (2001) a través de la
desviacion del conducto deferente, con un valor de 94.25% sin embargo, Quintano
(2002) encontr6 porcentajes de 62.47% por el mismo método de coleccion. Asi
también encontré Deza (2004) un 58.25% de espermatozoides vivos por el
mismo método. Porcentajes de vitalidad encontradas en promedio 61.84% por
(Quispe, 2008).

2.4.3 Test Hiposmotico

La evaluacion de la integridad funcional de membrana fue realizada utilizando la
prueba de estrés hipoosmético o HOST (Hypo Osmotic Swelling Test) descrito
por Jeyendran et al. (1984) para espermatozoides humanos, y utilizado por Banda
et al. (2010) en espermatozoides de alpaca. Esta técnica consiste en incubar los
espermatozoides en una solucién hipoosmdtica para que respondan a dicho estres
con el hinchamiento de la membrana plasmatica en la parte distal de la cola. Los
espermatozoides vivos son sometidos a incubacion en solucion hipoosmdtica, los

espermatozoides con membrana funcional permiten el ingreso de agua por
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osmosis, lo cual se evidenciard por hinchamiento y enrollamiento de la cola
(endosmosis) (Jeyendran et al., 1984).

Estudios previos indican que espermatozoides de alpaca colectados del epididimo
sometidos al test hipoosmético a una osmolaridad de 100 mOsmol, obtienen una
respuesta de 89.08 % Rodriguez (2009), evidenciando una mayor respuesta en
espermatozoides libres de plasma seminal. En semen de alpaca obtenido por
electroeyaculacion el rango de porcentaje de endosmosis utilizando solucion
hipoosmotica de 100 mOsmol es de 20 a 62 % Giuliano et al. (2010), mientras
que en semen entero de alpacas utilizando solucion hipoosmotica de 150 mOsmol
el porcentaje obtenido fue de 23.5 % (Pacheco et al., 2011).

2.4.4 Integridad de acrosoma

El acrosoma es un delgado saco membranoso de doble capa que cubre el extremo
anterior del nucleo del espermatozoide. Contiene acrosina, hialuronidasa, y otras
enzimas hidroliticas. La evaluacion de este componente espermatico resulta
esencial al considerar que participa del proceso de fecundacion de ovocitos. Esta
valoracion toma mayor relevancia en espermatozoides criopreservados cuya
mayor permeabilidad al calcio, inducida por las bajas temperaturas, posibilitan
reacciones capacitantes anticipadas que menguarian el potencial fecundante del
espermatozoide (Garner y Hafez, 2000).

La integridad de las membranas plasmatica y acrosomal es de gran importancia
para la funcionalidad de los espermatozoides. Esto cobra especial relevancia
teniendo en cuenta que luego de la refrigeracion y del congelamiento profundo se
ha observado que los espermatozoides de varias especies evidencian cambios
similares a los de la capacitacion, efecto que se ha llamado “criocapacitacion”

cerdo: Maxwell y Johnson (1997); toro: Cormier et al., (1997); equino: Neild et
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al., (2003). En la actualidad existen varias pruebas para evaluar la integridad y/o
funcionalidad de la membrana plasmatica, entre ellas las tinciones vitales con
fluorocromos (como la tincion con Diacetato de 6- carboxifluoresceina e loduro
de Propidio). La evaluacién de la membrana acrosomal se han utilizado varias
técnicas, muchas de ellas costosas requiriendo de un equipamiento no disponible
para el trabajo a campo.

En la llama se ha utilizado la tincién con Coomassie Blue para evaluar la
presencia y/o ausencia del capuchdén acrosomal. Esta técnica es sencilla,
econdmica, rapida y se puede realizar en cualquier laboratorio de espermatologia.
Por otra parte, la incorporacion de técnicas que evallen caracteristicas seminales
diferentes a las de rutina permitiria una evaluacion mas completa de los
eyaculados y ademas permitiria evaluar los diferentes efectos que tienen sobre los
espermatozoides de llama los procesos realizados in vitro, con el objetivo Gltimo
de mejorar las técnicas de reproduccion asistida utilizadas en la especie. Sin
embargo, la evaluacion de multiples caracteristicas espermaticas esta limitada por
la cantidad de pruebas que puedan evaluarse simultdneamente (Giuliano et al.,
2012).

2.4.5 Concentracion espermatica

La alta viscosidad del plasma seminal de la alpaca hacen dificil la adecuada
coleccion y extension del semen en el hemocitometro, cabe indicar que la
concentracion espermatica en la alpaca no es de billones como en el toro, morueco
0 sementales, mas bien esta entre cientos de miles Bravo (1995). La concentracion
espermatica varia de acuerdo al método utilizado en la coleccién del semen, asi se
tiene que los investigadores van encontrando concentraciones que varian desde

7.78x10*/mm3 Pacheco (1996). Quintano (2002) utilizando el método de la
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desviacion de los conductos deferentes encontr6 como promedio 23.87 x 10*
espermatozoides por mm? La concentracion de los espermatozoides en el plasma
seminal también se vera influenciado por el efecto de las eyaculaciones sucesivas.
Mediante la desviacion de conductos deferentes se obtuvo una concentracion de
23.87x 10° a 25.53x10° esp/mm? (Paricahua, 2001; Quintano, 2002; Deza, 2004).
2.5. CONSERVACION DE ESPERMATOZOIDES
2.5.1 Enfriamiento
Una lenta velocidad de enfriamiento provoca inicialmente la formacién de hielo
extracelular. Esto motiva concentraciones crecientes de sales y superiores de
osmolaridad, asi como un cambio de pH del medio liquido extracelular. La salida
compensatoria de agua puede provocar alteraciones irreversibles del volumen
celular (encogido), el incremento de la concentracion ionica intracelular y
alteraciones de membrana.
En cambio. Los enfriamientos rapidos evitan la salida de agua intracelular y
origina cristales de hielo intracelular, con la consecuencia de lesiones mecanicas
de la membrana espermatica. Otra consecuencia puede ser la formacion de
indeseables estados eutecticos intracelulares. En condiciones practicas, la
velocidad con que se produce los dafios por congelacion algunas veces menor que
la velocidad de congelacién calculada en que deberian producirse los nicleos de
congelacién. Estas discrepancias son para unos atribuibles a la accion de
crioprotectores sobre la permeabilidad del agua y la permeabilidad de medios
protectores de congelacion, dependiente de la temperatura (Busch y Waberski,
2007).
Con la técnica de la desviacion de los conductos deferentes se reportd una

motilidad de 73.1% Deza (2004) y un 73.11% Quispe (2008). Quintano (2002)
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obtiene un 67.37% de motilidad. La vitalidad utilizando la DCD se encontrd
60.57% a 37°C y 49.78% a 5°C (Quispe, 2008).

2.5.2 Congelacion

Los espermatozoides actualmente pueden conservarse en nitrogeno liquido a una
temperatura baja de —196°C y sobrevivir con fertilidad relativamente alta después
de su descongelamiento, sin embargo muchos de los espermatozoides existentes
mueren 0 Se encuentran inmoviles por el efecto de la congelacion vy
descongelacion (Gomez, 1984; AX et al., 2000).

Se teoriza respecto a la congelacion y descongelacion que por lo menos el 50% de
los espermatozoides mueren o se hacen inmaoviles durante la congelacion y su
posterior descongelacion Salisbury, et al. (1982); Gomez, (1984). En semen
congelado de camélidos se reportan valores que van de 0 a 40% de recuperacion
espermatica después de su descongelacion (Bravo et al., 2000; Santiani et al.,
2003; Vaughan et al., 2003; Aller et al., 2003).

2.5.3 Descongelacion

La descongelacién rapida minimiza esencialmente los dafios por descongelacion,
ya que se reduce al minimo la cristalizacion del agua exterior, lo que podria
lesionar la membrana. Un problema potencial de la descongelacion lenta son las
alteraciones osma@ticas, ocasionadas por el ingreso de agua en las células, que se
considera superior frente a la salida de agua en la congelacion. En la
descongelacion los espermatozoides estan expuestos realmente a un considerable
gradiente osmotico que se origina al disminuir la concentracion salina del medio
circundante. Durante la descongelacion lenta, las células estan expuestas mas
tiempo a un continuado estrés hipoosmotico, sin que la reduccion compensadora

del volumen que esto lleva consigo pueda provocar una reduccion del volumen

18

Repositorio institucional UNA - PUNO




R11, . ,
TESIS UNA-PUNO “"“: | A

Altiplano

celular. En términos generales los espermatozoides descongelados a temperaturas
elevadas originan superiores resultados. Sin embargo, en un estudio de campo no
pudieron evidenciar diferencias entre descongelaciones practicadas a 35°C y

temperatura ambiente (Busch y Waberski, 2007).
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I1l.  MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de estudio

El trabajo de investigacion se realizo en el laboratorio de Reproduccion Animal de
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional del
Altiplano — Puno, que se encuentra ubicado en el Distrito de Puno, Provincia de
Puno, Departamento de Puno, a 3820 m.s.n.m. y geograficamente: Latitud sur 15°
49' 34.5” y una Longitud oeste de 70° 00' 43.5” en la Meseta del Collao
(SENAMHI, 2012).

3.2 Animales

Se utiliz6 3 alpacas machos de la raza Suri, mayores a 5 afios de edad, de
fertilidad comprobada; a los que se les realizo la desviacion de los conductos
deferentes mediante intervencién quirdrgica.

3.3 METODOLOGIA

3.31 Desviacion de los conductos deferentes

Para este estudio se realizd la desviacion de los conductos deferentes de los 3
machos, para ello se realizd la plastia de los conductos deferentes los cuales
fueron fijados por medio de la técnica quirtrgica en la cara interna de la pierna de
los animales Pérez et al. (2006) con el siguiente procedimiento:

a) Se pesaron los machos donadores para calcular la dosificacion del
tranquilizante (Acepromacina: 0.2 mg/kpv).

b) Se rasuro6 el campo operatorio, que comprendio las regiones del hipogastrio, las
fosas inguinales y las caras mediales de los muslos. Se sujetd al animal sobre la
mesa de cirugia en posicion decubito dorsal y se realizo la antisepsia del area de

intervencion quirargica con alcohol yodado.
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c) Se insensibilizo el area operatoria con anestésico local (lidocaina al 2%) por
infiltracion subcutanea a razén de 10 a 15 mL, luego se coloco los campos
operatorios.

d) La técnica quirargica fue de la siguiente manera:

Paso 1.- Se incidio la piel 10 a 12 cm delante de los testiculos, en una extension
de 3 a 4 cm en la base del pene; se seccionO piel, tejido celular y musculo
subcutaneo. Se descubrio y separo la aponeurosis superficial para que los
cordones espermaticos quedaran expuestos.

Paso 2.- Con ayuda del dedo pulgar y medio se localiz6 el corddn espermatico,
luego con dos pinzas hemostaticas mosquito se sujetd la tanica vaginalis que
envolvia éste, la cual se seccion6 longitudinalmente con una tijera de
Metzembaum roma.

Paso 3.- Con un estilete se ubico y separo el conducto deferente de las estructuras
qgue conforman el corddn espermatico, una vez que se logré separar la mayor
longitud posible, se ligd y secciono. Se dirigio el extremo libre del conducto
deferente sobre la cara medial del muslo en un angulo de 90 grados y se preciso
el lugar donde se realizo la implantacion.

Paso 4.- Acto seguido se introdujo una sonda acanalada por cada uno de los lados
de la herida inicial; rotando y empujando hacia adelante con la sonda acanalada
se va haciendo un conducto subcutaneo hasta llegar al punto por donde sera
fijado el conducto deferente en la cara medial del muslo.

Paso 5.- Se tomoO el extremo libre del conducto deferente con una pinza
hemostatica mosquito, se condujo a través del conducto subcutaneo hasta sacarlo
en la cara medial del muslo. Se suturd la piel de la herida inicial con puntos

simples interrumpidos, se fijo el extremo libre del conducto deferente a la cara
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medial del muslo con tres puntos simples interrumpidos con una sutura absorbible
(&cido poliglicolico nimero 1 cero).

3.3.2  Coleccion de espermatozoides

Una vez recuperados de la intervencion quirurgica, los machos fueron colectados
por masaje de los conductos deferentes a intervalos de 2 veces por semana, los
espermatozoides colectados fueron resuspendidos en los diferentes tratamientos
(TRIS, TRIS+PLASMA SEMINAL y PLASMA SEMINAL) segun corresponda
(ver punto 3.3.4.), de la siguiente manera:

a) La coleccion de semen sé realizd en sombra evitando que los rayos
solares incidan sobre los espermatozoides y en el menor tiempo posible, previa a
la coleccidn se realizd la estimulacion de los machos con presencia de alpacas
hembras por un tiempo de 10 minutos.

b) El animal fue derribado y colocado en posicion decubito lateral (derecha
e izquierda), se limpiod la zona de coleccion utilizando agua bidestilada con la
ayuda de una torunda de algodon, luego se secé la zona de coleccion.

C) Se colocd vaselina inodora para realizar seguidamente los masajes,
aproximadamente desde la cola del epididimo siguiendo la direccién de los
conductos deferentes, facilitando la salida de los espermatozoides.

d) Con una jeringa de tuberculina adaptada a un tip se aspir6 las gotas de
espermatozoides que fueron saliendo a medida que se realizaban los masajes.

e) Luego el semen colectado en la jeringa de tuberculina fue vertido al tubo
colector el mismo que contenia 0.5 ml de dilutor atemperada a 37°C. Que al
finalizar la coleccion se coloco vaselina en la fistula de los conductos deferentes

para evitar su cicatrizacion y oclusion.
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3.3.3 Plasma seminal

El plasma seminal se obtuvo de un toro de la raza Brown Swiss de una edad >24
meses, de la siguiente manera:

a) Se realiz6 la higienizacion de la regidn prepucial con agua atemperada y
jabdn, se colocd y sujeto una vaca en celo en el brete, una vez estimulado el toro
se procedio a la coleccion de semen con la ayuda de una vagina artificial.

b) El semen colectado fue evaluado, el cual no debia contener impurezas
(orina, sangre, cuerpos extrafios), se coloco en tubos graduados para su inmediata
centrifugacion a 7000 rpm por 30 min,

c) El plasma seminal sobrenadante fue recuperado y el pellet de
espermatozoides fue desechado. Para tener la certeza que el plasma seminal no
contenga espermatozoide alguno se tomé una alicuota de 10uL del plasma
centrifugado que fue colocado sobre una lamina portaobjeto y cubierto con una
lamina cubreobjeto para ser observado en un microscopio Optico a un aumento
de 100X.

d) El plasma obtenido fue filtrado con papel filtro con una medida de 70
pm, para luego colocarlos en viales de 1mL, en una cantidad de 0.5mL de plasma
por vial, luego estos fueron congelados para su posterior uso.

3.3.4  Preparacion de las diferentes proporciones de plasma seminal

El plasma seminal que fue utilizado para reconstituir los espermatozoides de
alpaca fue preparado en tres proporciones distintas:

T1: 0% de plasma seminal de toro mas 100% de TRIS (v/v).

T2: 50% de plasma seminal de toro mas 50% de TRIS (v/v).

T3: 100% de plasma seminal de toro mas 0% de TRIS (v/v).
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Las muestras de espermatozoides fueron resuspendidas en cada uno de los
tratamientos hasta obtener una concentracion de 50 X 108 espermatozoides/mL
(Kershaw — Young and Maxwell, 2011).

Dilutor “tris-yema”

El tris fue preparado para 100 mL de la manera la siguiente:

TRIS (hidroximetil amino mentano) 3.634 ¢
Acido citrico monohidratado 1.99¢
Glucosa 059
Penicilina 1000000 Ul
Estreptomicina 100 mg
Agua destilada 100 ml

(Maxwell y Evans 1999)
A cada tubo se le agrego 0.5 de dilutor segun la preparaciéon que a continuacion
se describe:
a).- T1 - Dilutor Tris — yema “testigo”.- Se utiliz6 un tubo de ensayo para colocar
5 ml de dilutor “Tris”.
Para el dilutor Tris se le agregd yema de huevo en una proporcion del 20% del
total utilizado, se centrifugo a 3000 r.p.m. por un lapso de 15 minutos.
Después de la centrifugacién se separd la parte sobrenadante con una jeringa, la
que se colocé en un tubo de ensayo que se llevé a bafio Maria a 37°C.
Se utilizé 0.5 ml como pre-dilucion para el tubo en la coleccion (Fraccion “A”).
Antes de la congelacion se adiciono la fraccion “B”, el cual contenia la fraccion A
mas el 7% de glicerol.
b).- T2 — Dilutor 50% Tris — yema + 50% de plasma seminal.- Se coloco 0.25ml

del dilutor Tris — yema se agrego 0.25ml de plasma seminal para completar a
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0.5ml en el tubo de ensayo, se llevd a bafio Maria a una temperatura de 37°C para
realizar la coleccion (Fraccion “A”). Antes de la congelacion se adiciono la
fraccion “B”, el cual contenia la fraccion “A” mas el 7% de glicerol.

Se utiliz6 0.5 ml como pre-dilucion de la mezcla obtenida para el tubo en la
coleccion.

c).- T3 — 100% plasma seminal.- Para el uso de este tercer tratamiento se colocd
0.5ml de plasma seminal en el tubo de ensayo, se llevo a bafio Maria a una
temperatura de 37°C

Se utiliz6 0.5 ml como pre-dilucion para la coleccién.

3.3.5  Motilidad total y motilidad progresiva

a) La motilidad espermatica fue valorada subjetivamente a un objetivo de
100X en un microscopio Optico provisto de una platina térmica graduable, se
colocé una alicuota de 10uL de semen sobre una ldmina portaobjetos previamente
temperada a 37°C y cubierta con una ldmina cubreobjetos.

b) La lectura se realizd en tres campos 6pticos como minimo, en los que se
contaron a los espermatozoides que tenian movimiento y los que no tenian
movimiento para motilidad total y para motilidad progresiva se contd
espermatozoides con un movimiento rectilineo. En todas las muestras se evaluo la
motilidad individual y la motilidad progresiva al momento de la coleccidn, 5°C y
descongelacion, se contd de 100 a 200 espermatozoides en cada muestra
(Kershaw — Young and Maxwell, 2011).

C) Una vez concluido el conteo se determiné el porcentaje de motilidad

individual y progresiva a través de la formula siguiente:

n

MT= — x 100
N
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MT = Porcentaje de Motilidad total.

n = Numero de espermatozoides motiles.

N = Numero total de espermatozoides.
3.3.6 Vitalidad espermatica

El porcentaje de vitalidad fue determinado por la técnica de coloracién eosina —

nigrosina:
a) Se trabajé sobre una platina térmica a una temperatura de 37°C, las
laminas portaobjetos se calentaron, se colocé una gota pequefia de colorante tanto
eosina y nigrosina.
b) Con la ayuda de una jeringa de tuberculina se coloco una gota pequefia
de la muestra del predilutor con espermatozoides en el extremo de la lamina porta
objetos junto a las gotas de los colorantes, con la punta de una aguja se realizo la
mezcla de la muestra primeramente con la eosina y luego con la nigrosina se
espera 20 s.
c) Se realizo el frotis de la mezcla del semen coloreado en una lamina
portaobjetos, se dejo secar posteriormente fue llevada a lectura en el microscopio
para su observacion a 100X con aceite de inmersion. Conteo de 100 a 200

espermatozoides.

n

V= - X 100
\/ = Vitalidad espermatica.
n = Numero de espermatozoides no coloreados.
N = Numero total de espermatozoides.

3.3.7  Test hipoosmotico
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a) La evaluacion de la integridad de membrana HOST (Swelling Test
Hiposmotic) se realizdé haciendo uso de un medio hipodsmotico, para ello se
utilizara 0.735¢g de citrato de sodio, 1.351g de fructuosa y se completd con agua
destilada hasta obtener un volumen de 100 mL (Santiani, 2003).

b) Una vez preparado el medio hipoosmotico se depositd una cantidad de
10mL en un tubo graduado el mismo que fue temperado en bafio Maria a 37°C, al
que se le agrego el semen en un volumen de 0.05mL e incubado por un tiempo de
30 minutos.

c) Se tomo una alicuota de 10uL que fue colocada sobre una lamina porta
objetos y observado a un aumento de 100X en un microscopio éptico, contando
como minimo de 100 a 200 espermatozoides.

d) Se determin6 como espermatozoides con reaccidén positiva a todos
aquellos que tengan la cola hinchada y/o enrollada y por ende fueron considerados

de membrana intacta (Jeyendran et al. 1984).

TH= ~ x 100
TH = Porcentaje de espermatozoides positivos (colas enrolladas)
n = Numero de espermatozoides con colas enrolladas.
N = Numero total de espermatozoides

3.3.8  Integridad de acrosoma

a) El porcentaje de integridad de acrosoma fue determinado por la técnica
de coloracion eosina —nigrosina se colocé 10 uL de semen, 50uL de eosina y 50uL
de nigrosina, juntamente se mesclo con ambos colorantes por un tiempo de 20s.

b) Se realiz6 un frotis y con ayuda de un microscopio de contraste de fase a
1000x con aceite de inmersién vinculada a una camara del propio microscopio,

esta imagen fue proyectada a una laptop para realizar la interpretacion
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correspondiente. Se observo a los espermatozoides con integridad de acrosoma
intacto, daflados y espermatozoides sin acrosoma contando de 100 a 200

espermatozoides como minimo.

IA (Integridad de Acrosoma) = ~ x 100

1A = Porcentaje de espermatozoides con integridad de acrosoma.
n = Numero de espermatozoides con integridad de acrosoma.
N = Numero total de espermatozoides.

3.3.9 Conservacion de espermatozoides

A). Enfriamiento

a) La muestras obtenidas fueron llevadas a refrigeracion “bafio Maria” en un vaso
de precipitado de 300 ml con agua hasta su enfriamiento a 5°C por el lapso de 4
horas como promedio para su equilibrado, metodologia usada para los
tratamientos 1y 2.

b) Una vez que la muestra llego a los 5°C se le adiciono el segundo dilutor, en la
misma proporciéon del dilutor inicial, incluyendo glicerina en un 7% para su
equilibrado por un tiempo de 2h.

B). Empajillado

a) Las pajillas de 0.25 mL se rotularon con la ayuda de lapiceros de tinta
permanente, tomando en consideracion al tratamiento y la fecha de congelacion.
b) Se colocaron en tubos de ensayo estériles para su enfriamiento a 5°C. Se
procedié al empajillado (ambiente 5°C) cogiendo del extremo superior del doble
tapon de la pajilla, el extremo libre se coloco dentro de la muestra que contenia
los espermatozoides, succionando suavemente hacia el interior de la pajilla, por el
lado del doble tapon, teniendo el cuidado de dejar un espacio en el tope de la
pajilla.
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c) Se saco la pajilla del tubo colector, para luego colocar en contacto el extremo
inferior de la pajilla o del lado del espacio de aire dejado, con el alcohol
polivinilico con el cual se realizé el sellado de la pajilla. Una vez sellado con el
alcohol polivinilico, se colocaron las pajillas en una gradilla a una temperatura de
5°C para su estabilizacion.

C). Congelacién de semen

a) Para la congelacion, los espermatozoides resuspendidos en cada uno de los
tratamientos fueron diluidos hasta obtener una concentracion final de 30 X 10°
espermatozoides/mL, para ello fueron diluidos con el dilutor TRIS — yema de
huevo (Tris 3.634g, glucosa 0.5g, acido citrico 1.99 g, penicilina 100000Ul,
estreptomicina 100mg, yema de huevo 15mL y glicerol 5mL, completado hasta un
volumen de 100 mL con agua destilada (Maxwell y Evans, 1999).

b) Se llevo a vapores de nitrégeno liquido a una altura de 4 cm sobre el nivel de
nitrégeno liquido por un tiempo de 10 minutos, los espermatozoides fueron
sumergidos en nitrégeno liquido y posteriormente almacenados en un tanque
criogénico hasta su evaluacion.

D). Descongelacion

a) Para la descongelacion se realizd6 un bafio Maria a 37°C donde las
pajillas fueron sumergida por un tiempo de 30 segundos, luego se evalud la
motilidad individual total, motilidad progresiva, la integridad de membrana e

integridad de acrosoma.

3.3.10 Anadlisis estadistico
Para los datos cuantitativos estos se sometieron a medidas de tendencia central

como el promedio, y medidas de dispersion como la desviacion estandar y el
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coeficiente de variabilidad. Se utiliz6 un disefio completamente al azar DCA, para
la comparacion de medias se utilizo la prueba de Tukey y la prueba de T.

1. Disefio completamente al azar cuyo Modelo Aditivo Lineal es:
y; = U+t +¢

Doénde:

I =1,2 y 3 tratamientos
j=1,2,3,4,5repeticiones.

Yijk = Es la variable respuesta.

u = Es la media general.

ti = Es es efecto del i-esimo tratamiento.
Eijk = Es el error experimental.

2. Prueba de t, cuya formula es:

t = — ta,n - 2gl

1 1
S +
N tratamient o1 N tratamkien to 2

t= Valor de la prueba de t

T Lyawmien o = Promedio  de tratamien  to 1.

T 2watmen o = Promedio  de tratamien to 2.

Nrepeticion es = NUmMero de repeticion  es tratamien  to 1.
Nrepeticion es = NUmMero de repeticion  es tratamien  to 2.
S = Varianza  comln

ta,n - 2gl =Valortabul ar de t con n -2 grados de libertad
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Los resultados de motilidad total, motilidad progresiva, vitalidad, test hiposmotico

V. RESULTADOS Y DISCUSION

e integridad de acrosoma de espermatozoides con 100% TRIS, 50% TRIS + 50%
PLASMA SEMINAL y 100% PLASMA SEMINAL en tres tiempos de
evaluacion (colectado a 37°C, a 5° grados y descongelacion), se muestran en los
siguientes cuadros:

4.1. RESULTADOS A LA COLECCION 37°C
4.1.1 Moatilidad individual.
En la tabla 01 se muestra la motilidad individual a la coleccion (37°C) Tris
43.98%, Tris + Plasma seminal 37.80% y Plasma seminal 31,42%.

TABLA 01. MOTILIDAD INDIVIDUAL A LA COLECCION (37°C)

SEGUN DILUTOR.

DILUTOR TRIS+YH | TRIS+PLASMA | PLASMA
SEMINAL SEMINAL
n 5 5 5
Promedio 43.982 37.802 31.42°
Rango 39.10 — 46.80 35.36 - 41.12 24.49 - 42.91

a,b/ letras diferentes en la misma fila indica diferencia significativa. (p<0.05)

Al analisis de varianza y a la prueba de Tukey muestra que los tratamientos de
Tris- YH y Tris-YH + plasma seminal son superiores al tratamiento de con plasma
(p<0.05).

Los resultados del presente trabajo de motilidad individual del tratamiento con
Ttris-YH (43.98%), Ttris-YH + plasma seminal (37.80%) y plasma seminal

(31.42%) a la coleccion (37°C), obtenidos de muestras espermaticas de conductos
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deferentes, fueron diferentes y menores numeéricamente a los reportados por Perez
et al. (2014a) utilizando la misma técnica de recuperacion espermatica logro 56,8
% de motilidad individual con dilutor comercial (Triladyl®, Minitube, Alemania),
obteniendo espermatozoides de un solo conducto deferente por macho con
frecuencia de dos veces por semana en tubos de ensayo con 0.5 mL de dilutor en
bafio maria a 37°C, estos resultados mayores obtenidos por el autor en
comparacion a nuestros resultados, pudo deberse a la obtencion de
espermatozoides en época reproductiva y el tipo de dilutor utilizado. Deza (2004)
con la misma técnica reporto una motilidad individual de 77.7% en
espermatozoides de alpaca, al momento de la coleccion a 37°C con dilutor Tris
con 20% de yema de huevo, estos valores reportados por el autor son mayores en
comparacion al presente trabajo, esto se deberia a la disponibilidad de alimentos
en la época de lluvia. Quispe (2008) con la misma técnica reporto una motilidad
individual de 71.33% de espermatozoides de alpaca, al momento de la coleccion
a 37°C con dilutor Tris con adicion del 30% de yema de huevo, este resultado
mayor en comparacion al presente trabajo se deberia principalmente al mayor
porcentaje de yema de huevo utilizado. La importancia de la yema de huevo en la
accion protectora, dada por sus componentes especificos como la fosfatidylcolina
(lecitina), fosfolipidos, extracto de lipidos, fracciones de lipidos y proteinas
especificas que proveen alguna proteccion al espermatozoide durante el shock frio
Jones and Martin (1972), Watson and Martin (1972), Petruzzi et al. (1976),
Prendergast et al. (1995). Fernandez-Santos et al. (2006) indican que la yema de
huevo provee al dilutor una propiedad de estabilizar la membrana de los
espermatozoides contra el shock frio y proteccion durante la congelacion-

descongelacion. Posteriormente, Moussa et al. (2002), Su et al. (2008), Hu et al.
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(2010) indican que las lipoproteinas de baja densidad de la yema de huevo posee
una propiedad crioprotectora de la superficie de la membrana del espermatozoide
durante la congelacién, formando una capa protectora contra los cristales de hielo
que se forman durante la congelacion.

Banda et al. (2010) reporto una motilidad individual de espermatozoides de alpaca
obtenidos de epididimo logrando 31.3 % de motilidad individual a las O h, donde
los espermatozoides de epididimo fueron trasladados y refrigerados en frascos con
suero fisioldgico a 5°C, la adicion de yema de huevo al dilutor Tris con el 10%; en
comparacion a los resultados al presente trabajo esta diferencia menor pudo
deberse a la obtencion de epididimos de camal, refrigerados a 5°C y despues
recalentados a 37°C para la evaluacion de los espermatozoides.

Mientras que Morton et al. (2010) reporto una motilidad de 52.7 % de
espermatozoides obtenidos de epididimo, refrigerados y transportados con PBS,
fueron resuspendidos con lactosa, esta diferencia mayor en comparacion al
presente trabajo posiblemente se debe a la obtencién directa de espermatozoides
de epididimos mediante la castracion suspendidos en PBS y lactosa. Santiani et al.
(2005) sugiere que la caseina y la lactosa, protegerian mejor al espermatozoide
que el Tris y acido citrico.

Kershaw-Young et al. (2011) obtuvo una motilidad 56.3 % trabajando con
espermatozoides de alpaca a partir de epididimos, suspendidos en 100% plasma
seminal al cual se adiciono 0.1% de BSA en bafio maria a 37°C, cada 15 min se
removia la fraccion plasma seminal para evitar la separacion del plasma seminal
con la fraccion de BSA, este mismo se utilizé para mantener la consistencia de la
muestra diluida de espermatozoides obtenidos de epididimos en todo el proceso

del trabajo, aunque el autor indica que el BSA induce la capacitacion de los
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espermatozoides; estos datos mayores en comparacion al presente trabajo, se
deberia a la adicion de PBS y BSA al momento de la coleccion de
espermatozoides y la utilizacion de plasma seminal homologo. Se ha descrito un
grupo de proteinas acidas del plasma seminal de bajo peso molecular (13-16 kDa),
las cuales se adsorben a la membrana plasmatica del espermatozoide y
desempefian un papel crucial en la regulacion de la capacitacion Manjunath et al.
(2009); Barrios et al. (2005). Estas proteinas, son secretadas por las vesiculas
seminales Desnoyers et al. (1994); Fernandez-Juan et al. (2006), y se han
empleado para proteger al espermatozoide contra el estrés térmico y oxidativo
(Perez-Pe et al. 2000; Colas et al. 2009).

Estudios realizados en otras especies adicionando plasma seminal a
espermatozoides obtenidos directamente del epididimo; Martinez-Pastor et al.
(2006) En ciervos realizo trabajos similares encontrando una motilidad 57.90% de
espermatozoides obtenidos del epididimo, libre de plasma seminal, donde los
epididimos fueron transportados y refrigerados a 5°C luego fueron recalentados a
37°C suspendidos en PBS, en comparacion al presente trabajo los valores son
menores, este valor encontrado por el autor se deberia al factor especie y a la

dilucion de espermatozoides en PBS.
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En la tabla 02 se muestra la motilidad progresiva a la coleccion (37°C) Tris-YH

4.1.2 Motilidad progresiva.

32.35 %, Tris-YH + Plasma seminal 25.12 % y Plasma seminal 24.70 %.
TABLA 02. MOTILIDAD PROGRESIVA A LA COLECCION (37°C)

SEGUN DILUTOR.

DILUTOR TRIS+ YH TRIS+PLASMA PLASMA
SEMINAL SEMINAL
n 9 5 5
Promedio 32.352 25.12¢8 24.708
Rango 37.50 - 26.20 28.85-20.38 38.54 —15.06

a,b/ letras diferentes en la misma fila indica diferencia significativa. (p>0.05)

Al andlisis de varianza y a la prueba de Tukey muestra que los tratamientos de
Tris-YH, Tris-YH + plasma seminal y plasma seminal son similares (p>0.05).
Ordofiez et al. (2013) obtuvo una motilidad progresiva de 4.38% a partir de
espermatozoides obtenidos por electroeyaculacion, diluido en Tris con 25 ml de
yema de huevo, estos resultados mucho menores respecto al presente trabajo se
deberia principalmente al método de coleccion y la presencia del plasma seminal
al momento de la colecta. EI mismo autor Ordofiez et al. (2012) con la misma
técnica obtuvo una motilidad progresiva de 29.0 %, con el dilutor comercial
Triladyl®, con intervalos de 21 dias entre colectas, estos valores son similares
respecto a los resultados encontrados en el presente trabajo, posiblemente se
deberia al dilutor e intervalo de coleccion.

En otras especies el autor Heise et al. (2011) reporto un motilidad progresiva de
67% en espermatozoides de caballo, obtenidos de epididimos libres de plasma

seminal, evaluados en bafio maria a 37°C, suspendidos en leche desnata sometidos
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a centrifugacion media; estos valores reportados por el autor son mayores en
comparacion a nuestros resultados esto se podria deber al factor especie y al tipo
de dilutor utilizado. Santiani et al. (2005) sugieren que la caseina y la lactosa,
presentes en la leche, protegerian mejor a los espermatozoides que el Tris y cido
citrico, presentes en el dilutor en base a Tris. Esto también concuerda otros
reportes Ratto et al., (1999); Morton et al., (2007). Se puede inferir que el uso de
dilutores cuyos componentes incluyen lactosa o leche descremada favoreceria la
conservacion espermatica en alpacas y llamas frente a dilutores en base a Tris.
4.1.3 Vitalidad

En la tabla 03 se muestra la vitalidad a la coleccién (37°C) Tris-YH 34.73 %,
Tris-YH + Plasma seminal 37.15 % y Plasma seminal 28.15%.

TABLA 03. VITALIDAD A LA COLECCION (37°C) SEGUN DILUTOR.

DILUTOR TRIS+YH | TRIS+PLASMA PLASMA

SEMINAL SEMINAL

n 5 5 5

Promedio 34.73¢ 37.15¢ 28.154

Rango 39.31-33.12 39.05-35.38 40.71-19.23

a,b/ letras diferentes en la misma fila indica diferencia significativa. (p>0.05)

Al andlisis de varianza y a la prueba de Tukey muestra que los tratamientos de
Tris-YH, Tris-YH + plasma seminal y plasma seminal son similares (p>0.05).

Perez et al. (2014a) Reporto una vitalidad de 47,8 % de espermatozoides de
alpaca, obtenidos de muestras espermaticas de conducto deferente con el dilutor
comercial (Triladyl®, Minitube, Alemania), obteniendo espermatozoides dos
veces por semana en tubos de ensayo con 0.5 mL de dilutor comercial en bafio

maria a 37°C, estos mayores resultados del autor en comparacion a nuestros
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resultados se deberian a la obtencion de espermatozoides en época reproductiva y
el tipo de dilutor. Deza (2004) con la misma técnica reporto una vitalidad de
58,25% en espermatozoides de alpaca, al momento de la coleccion a 37°C con
dilutor Tris con 20% de yema de huevo, estos valores reportados por el autor son
mayores en comparacion al presente trabajo, esto se deberia a la disponibilidad de
alimentos en la época de lluvia. Quispe (2008) con la misma técnica reporto una
vitalidad de 60.57% de espermatozoides de alpaca, al momento de la coleccion a
37°C con dilutor Tris con adicion del 30% de yema de huevo, este resultado
mayor en comparacion al presente trabajo se deberia principalmente al mayor
porcentaje de yema de huevo utilizado.

Banda et al. (2010) reporto 32.6 % de vitalidad de espermatozoides obtenidos de
epididimos, donde los testiculos fueron trasladados en frascos con suero
fisioldgico a 5°C refrigerados, la adicion de yema de huevo al dilutor Tris fue solo
fue del 10%; estos menores resultados que obtuvo el autor se deberia a la
obtencion de epididimos de camal transportados y refrigerados a 5°C, luego
fueron recalentados a 37°C para la obtencién de los espermatozoides en
laboratorio que determinaria la vitalidad reportada por el autor.

Mientras que Pacheco et al. (2014) Reporto una vitalidad de 69.12%, obtenidos de
muestras espermaticas de conducto deferente libre de plasma seminal, 0.1 mL de
semen + 0.9 de solucién hiposmotica y se detuvo la reaccion con 0.1 mL de
formaldehido al 14%, estos resultados mayores reportados por el autor en
comparacion a lo encontrado en el presente trabajo se deberia a la adicion de un
medio hiposmotico al momento de la evaluacion de vitalidad.

Kershaw-Young et al. (2011) obtuvo una vitalidad 46.9% a partir de

espermatozoides de epididimos, suspendidos en 100% plasma seminal al cual se
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adiciono 0.1 % de BSA en un bafio maria a 37°C, cada 15 minutos se removia la

mezcla para evitar la separacion del plasma seminal con la fraccion de BSA, estos
datos mayores obtenidos por el autor se deberia a la adicion de PBS y BSA al
plasma seminal al momento de la coleccidn de espermatozoides y la utilizacion de
plasma seminal homologo que determinaria la vitalidad reportada por el autor.
Existen estudios que sefialan que la seroalbumina bovina, suero fetal homologo
adicionado a los dilutores, estimulan la motilidad de los espermatozoides en
pavos, debido posiblemente la exposicion a los acidos grasos libres presentes en la
seroalbumina o suero para los espermatozoides (Bakst and Cecil, 1992; Palacios y
Zarco, 1996).
4.1.4 Test — Hiposmotico
En la tabla 04 se muestra la integridad de memabrana a la coleccién (37°C) Tris-
YH 46.63 %, Tris-YH + Plasma seminal 46.03 % y Plasma seminal 41.43%.
TABLA 04: TEST-HIPOSMOTICO A LA COLECCION (37°C)

SEGUN DILUTOR.

DILUTOR TRIS+YH TRIS+PLASMA PLASMA
SEMINAL SEMINAL
n 5 5 5
Promedio 46.63° 46.03% 41.43%
Rango 54.20 —41.94 53.58 — 41.36 50.28 — 35.29

a,b/ letras diferentes en la misma fila indica diferencia significativa. (p>0.05)

Al analisis de varianza y a la prueba de Tukey muestra que los tratamientos de
Tris-YH, Tris-YH + plasma seminal y plasma seminal son similares (p=>0.05).
Pacheco et al. (2014) Colecto espermatozoides del conducto deferente y reportd

53.37 %, 38.96 % y 21.51 % integridad de membrana obtenidos de muestras
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espermaticas de conducto deferente libre de plasma seminal, con diferentes
soluciones hiposmoticas 50, 100, 150 mOsmol respectivamente, se mesclo 0.1
mLI de semen + 0.9 mL de solucién hiposmotica y se detuvo la reaccion con 0.1
mLI de formaldehido al 14 %, estos resultados del autor son similares en
comparacion a presente trabajo.

Banda et al. (2010) reporto 34.5 % integridad de membrana de espermatozoides
obtenidos de epididimo, donde los testiculos fueron y con suero fisiologico, y
preservado con Tris con 10 % de yema de huevo; estos menores resultados que
obtuvo el autor en comparacién a nuestros resultados se deberia a la obtencion de
epididimos de camal transportados y refrigerado a 5°C, luego recalentados a 37°C
que afectan la motilidad a la evaluacion de los espermatozoides en laboratorio que
determinaria los resultados reportados por el autor.

Fumuso et al. (2014) reporto una integridad de membrana de 23,1% en semen de
[lama, la muestra fue obtenidad por electroeyaculacion diluido en PBS a 37°C, se
adiciono 50ul de semen a la solucion de PBS, estos fueron incubados con 200ul
de solucion hipoosomotica conteniendo fructosa y citrato de sodio (50 mOsm),
estos valores reportados por el autor son menores en comparacion a presente
estudio, posiblemente se deberia principalmente al método de coleccion utilizado

y la menor osmolaridad utilizada para la evaluacion de la prueba de HOST.
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En la tabla 05 se muestra la integridad de acrosoma a la coleccion (37°C) Tris-YH

44.78 %, Tris-YH + Plasma seminal 40.47 % y Plasma seminal 38.20 %.
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TABLA 05. INTEGRIDAD DE ACROSOMA A LA COLECCION (37°C)

SEGUN DILUTOR.

DILUTOR TRIS+YH TRIS+PLASMA PLASMA
SEMINAL SEMINAL
n 5 5 5
Promedio 44,784 40.47% 38.20¢
Rango 48.80 -41.11 42.53 - 38.32 50.98 — 30.42

a,b/ letras diferentes en la misma fila indica diferencia significativa. (p>0.05)

Al andlisis de varianza y a la prueba de Tukey muestra que los tratamientos de
Tris-YH, Tris-YH + plasma seminal y plasma seminal son similares (p>0.05).
Banda et al. (2010) reporto el 32.6 % integridad de acrosoma de espermatozoides
obtenidos de epididimo, estos menores resultados que obtuvo el autor se deberia a
la obtencion de epididimos de camal transportados y refrigerados a 5°C, luego
recalentados a 37°C para la evaluacion de los espermatozoides en laboratorio que
determinaria la integridad de acrosoma reportada por el autor.

Mientras que Kershaw-Young et al. (2011) reporto 76.6% integridad de
acrosoma, a partir de espermatozoides de alpaca a partir de epididimos,
suspendidos en 100% plasma seminal homologo que se adiciono 0.1% de BSA en
un bafio maria a 37°C, cada 15 min se removia la mescla para evitar la separacion
del plasma seminal con la fraccion de BSA, estos datos mayores reportados por el
autor en comparacion al presente trabajo, se deberia a la adicion de PBS y BSA

al plasma seminal al momento de la coleccion de espermatozoides y la utilizacién
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de plasma seminal homologo que determinaria la integridad de acrosoma
reportada por el autor.

Morton et al. (2010) reporto una integridad de acrosoma de 89.3% en
espermatozoides de alpaca, a partir de espermatozoides de epididimos
transportados y refrigerados en PBS, en el laboratorio fue resuspendido con
lactosa, los datos reportados por el autor son mayores en comparacion al presente
trabajo posiblemente se deberia a la obtencion directa de epididimos mediante la
castracion suspendidos en PBS y resuspendidas en lactosa. EI mismo autor en el
mismo afo reporta una integridad de acrosoma de 92.3% con la misma técnica,
donde los espermatozoides fueron diluidos con el dilutor comercial Biladyl®
adicionando antioxidante comercial Equex STM®, los datos reportados por el
autor son mayores en comparacion al presente trabajo, esto posiblemente se
deberia a la adicion de antioxidante y dilutor comercial.

Fumuso et al. (2014) reporto una integridad de acrosoma de 91.6 % en llamas,
obteniendo semen por electroeyaculacion, las muestras fueron incubadas con
colagenasa al 0,1 % en medio H-TALP, se diluyeron en una proporcién 4:1 con la
enzima y se incubaron durante 4 min a 37° C. Posteriormente se centrifugaron
durante 10 min a 800 g y el pellet obtenido se resuspendié con H-TALP. Se
fijaron con paraformaldheido al 4% en PBS. Se tifieron con colorante Coomassie
Blue al 0.22 %, estos valores reportados por el autor son mayores en comparacion
al presente trabajo, posiblemente se deberia principalmente al tipo de tincién

utilizado y a la fijacion de las muestras con paraformaldheido al 4 %.
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4.2. EVALUACION MICROSCOPICA A 5° GRADOS
4.2.1 Motilidad individual
En la tabla 06 se muestra la motilidad individual a los 5°C para el Tris-YH 33.24
%, Tris-YH + Plasma seminal 34.20 %.

TABLA 06. MOTILIDAD INDIVIDUAL A 5°C SEGUN DILUTOR.

DILUTOR TRIS+YH TRIS+PLASMA
SEMINAL
n 5 5
Promedio 33.24 34.20
Rango 40.21-23.14 38.21 - 30.25

a,b/ letras diferentes en la misma fila indica diferencia significativa. (p>0.05)

Al andlisis de varianza, muestra que los tratamientos de Tris-YH y Tris-YH +
plasma seminal son similares (p>0.05).

Pérez et al. (2014) reporto una motilidad individual a temperatura de 5°C de
64.81%, donde las muestras espermaticas fueron obtenidas por desviacion de
conducto deferente quirdrgicamente, diluidos en Tris + 20 % de yema de huevo
adicionando suero fetal 5% evaluados y conservados a 5°C, estos valores son
mayores respecto al presente trabajo, esto se deberia a la adicién de 5% de suero
de cria nacida de alpaca que permitié una mejor conservacion (mayor a 24 h) en
refrigeracion. Estudios sefialan que la seroalbumina bovina, suero fetal homologo
adicionado a los dilutores, estimulan la motilidad de los espermatozoides en
pavos, debido posiblemente la exposicion a los acidos grasos libres presentes en la
seroalbumina o suero para los espermatozoides (Bakst and Cecil, 1992; Palacios y

Zarco, 1996).
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Mientras que el autor Morton et al. (2010) reporto una motilidad de 46.30 % a
temperatura de 4 °C, donde los epididimos fueron transportadas y refrigeradas en
PBS, en el laboratorio fue resuspendido con lactosa, los datos reportados por el
autor son mayores en comparacion al presente trabajo posiblemente se deberia a la
obtencion directa de epididimos mediante la castracion suspendidos en PBS y
resuspendidas en lactosa. EI mismo autor en el mismo afo reporto 47.0% a
temperatura de 4°C realizando un diferente tratamiento donde los epididimos
fueron diluidos con el dilutor comercial Biladyl® adicionando antioxidante
comercial Equex STM®, los datos son mayores en comparacion al presente
trabajo esto posiblemente se deberia a la adicién de antioxidante y dilutor
comercial.

Comparando con espermatozoides de epididimo en otras especies el autor Singh
et al. (2007) reporto 71.7% motilidad individual en bufalos, donde la coleccion de
espermatozoides fue por punciones maltiples del epididimo suspendidos en Tris
con 10% de yema de huevo. Estos valores reportados por el autor son mayores en
comparacion al presente trabajo, esta mayor motilidad se deberia principalmente

al factor especie.
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4.2.2 Motilidad progresiva
En la tabla 07 se muestra la motilidad progresiva a los 5°C para el Tris-YH 26.14
%, Tris-YH + Plasma seminal 24.03 %.

TABLA 07. MOTILIDAD PROGRESIVA A 5°C SEGUN DILUTOR

DILUTOR TRIS+YH TRIS+PLASMA
SEMINAL
n ? 5
Promedio 26.14 24.03
Rango 35.26 — 18.25 28.33-20.35

a,b/ letras diferentes en la misma fila indica diferencia significativa. (p>0.05)

Al andlisis de varianza muestra que los tratamientos de Tris-YH 26.14% vy Tris-
YH + plasma seminal 24.03% son similares (p>0.05).

Ordéfiez et al. (2013) Reporto una motilidad progresiva de 5.90% en
espermatozoides de alpaca refrigerados a 4°C, la muestra de semen obtenida por
electroeyaculacion, diluido en tris con 25 mL de yema de huevo, estos datos son
mucho menores reportados por el autor respecto al presente trabajo, se deberia
principalmente al método de coleccion y la presencia del plasma seminal al
momento de la colecta. En otras especies con espermatozoides obtenidos de
epididimo el autor Heise et al. (2011) reporto 30.0 % motilidad progresiva en
caballos, los espermatozoides se colectaron de epididimos (castracion)
suspendidos en 2mL de leche descremada a una temperatura de 37°C, estos
valores son mayores respecto al presente trabajo esto se deberia al factor especie y

al dilutor utilizado.
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4.2.3 Vitalidad
En la tabla 08 se muestra la vitalidad a los 5°C para el Tris-YH 26.45 %, Tris-YH
+ Plasma seminal 33.90 %.

TABLA 08. VITALIDAD A 5°C SEGUN DILUTOR.

DILUTOR TRIS+YH TRIS+PLASMA
SEMINAL
n 5 5
Promedio 26.45 33.90
Rango 31.20-15.23 37.44 — 29.98

a,b/ letras diferentes en la misma fila indica diferencia significativa. (p<0.05)

Al andlisis de varianza, muestra que el tratamientos Tris-YH 26.45% es inferior al
tratamiento Tris-YH + plasma seminal 33.90% (p<0.05).

No se encontro reportes acerca de estos parametros evaluados de espermatozoides
de alpaca a una temperatura de 5°C refrigeracion, sin embargo estudios en otras
especies reportados por el autor Singh et al. (2007) reporto una vitalidad de 83.6
% en buafalos, a partir de espermatozoides por punciones multiples del epididimo
suspendidos en Tris con 10% de yema de huevo. Estos valores reportados por el
autor son mayores en comparacion al presente trabajo, esta mayor vitalidad se
deberia principalmente al factor especie. El autor Hishinuma et al. (2003) reporto
82.4% de viabilidad en ciervos, a partir de espermatozoides de epididimo
almacenados en recipientes a 4°C, por multiples incisiones del epididimo y
suspendidos en 2-3 mL de tris por 15 min en bafio maria a 37°C, se utilizo

colorante Eosina evaluando espermatozoides coloreados de color rojo, estos
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valores reportados por el autor son mayores respecto al presente trabajo, esto se
deberia principalmente al factor especie.

4.2.4 Test-hiposmotico

En la tabla 09 se muestra la integridad de membrana a los 5°C para el Tris-YH
33.51%, Tris-YH + Plasma seminal 40.10 %.

TABLA 09. INTEGRIDAD DE MEMBRANA A 5°C SEGUN DILUTOR.

DILUTOR TRIS+YH TRIS+PLASMA
SEMINAL
n 5 5
Promedio 33.51 40.10
Rango 38.56 — 30.11 42.90 — 37.69

a,b/ letras diferentes en la misma fila indica diferencia significativa. (p<0.05)

Al andlisis de varianza, muestra que el tratamientos Tris-YH 33.51% es inferior al
tratamiento Tris-YH + plasma seminal 40.10 % (p<0.05).

No se encontro reportes acerca de estos parametros evaluados de espermatozoides
de alpaca a una temperatura de 5°C en refrigeracion, sin embargo comparando
estudios en otras especies; el autor Singh et al. (2007) reporto una integridad de
membrana de 72.7% en budfalos, muestras obtenidas de espermatozoides de
epididimo por punciones multiples suspendidos en Tris con 10% de yema de
huevo, evaluada a una osmolaridad de 100mOsm/l a una temperatura de 5°C.
Estos valores reportados por el autor son mayores en comparacion al presente
trabajo, este mayor valor de integridad de membrana se deberia principalmente al
factor especie y a la evaluacion de integridad de membrana a una osmolaridad de

100mOsm/l. Ferndndez-Santos et al. (2006) reporto 86.7% de integridad de
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membrana en ciervos, donde los espermatozoides fueron obtenidos de epididimos
de animales muertos en un tiempo de 3-6 h, estos fueron transportados a 22°C al
laboratorio y diluidos en tris + yema de huevo para luego refrigerarlo a 5°C, para
la evaluacion de integridad de membrana se realizd un medio hiposmotico con
(100 mOsmol/kg) por 30min, luego fueron fijados con 2% glutaraldehido para su
posterior coloracion con eosina-nigrosina.

4.2.5 Integridad de acrosoma

En la tabla 10 se muestra la integridad de acrosoma a los 5°C para el Tris-YH
41.26%, Tris-YH + Plasma seminal 40.47%.

TABLA 10. INTEGRIDAD DE ACROSOMA A 5°C SEGUN DILUTOR.

DILUTOR TRIS+YH TRIS+PLASMA
SEMINAL
n ) )
Promedio 41.26 40.47
Rango 45.80 - 35.24 42.53 - 38.32

a,b/ letras diferentes en la misma fila indica diferencia significativa. (p>0.05)

Al andlisis de varianza muestra que los tratamientos de Tris-YH y Tris-YH +
plasma seminal son similares (p=>0.05).

No se encontro reportes acerca de estos parametros evaluados de espermatozoides
de alpaca a una temperatura de 5°C en refrigeracién, sin embargo comparando
estudios en otras especies Fernandez-Santos et al. (2006) Reporto 94.8% de
integridad de acrosoma en ciervos, los espermatozoides fueron obtenidos de
epididimos de animales muertos en un tiempo de 3-6h, estos fueron transportados

a 22°C al laboratorio y diluidos en Tris + YH para luego refrigerarlo a 5°C, para la
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evaluacion de integridad de acrosoma se realizd después de 1h y 20 min
fijandolos primero en glutaraldehido al 2% en 0.165 M de cacodylate/HCI buffer
(pH 7.3).
4.3. EVALUACION MICROSCOPICA A LA DESCONGELACION.
4.3.1 Motilidad individual
En la tabla 11 se muestra motilidad individual a la descongelacion para el Tris-
YH 14.46%, Tris-YH + Plasma seminal 15.66%.

TABLA11. MOTILIDAD INDIVIDUAL A LA DESCONGELACION

SEGUN DILUTOR.

DILUTOR TRIS+YH TRIS+PLASMA
SEMINAL
n 5 5
Promedio 14.46 15.66
Rango 22.51-10.38 22.93-10.26

a,b/ letras diferentes en la misma fila indica diferencia significativa. (p>0.05)

Al andlisis de varianza muestra que los tratamientos de Tris-YH y Tris-YH +
plasma seminal son similares (p>0.05).

La menor motilidad después del proceso de congelacion de los espermatozoides
se debe probablemente a que este proceso produce cambios en la morfologia
espermatica incluyendo dafios en la mitocondrias, el acrosoma y cola del
espermatozoide tal como sefiala Mc Clure et al. (2002). También se conoce que la
motilidad individual total es uno de los parametros mas afectados durante la
criopreservacion tal como refiere Watson (2000). Las membranas espermaticas de

los mamiferos so ricas en acidos grasos poliinsaturados y son sensibles al dafio
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inducido por el oxigeno mediado por la peroxidacion lipidica y por lo tanto son
sensibles al ataque de especies reactivas al oxigeno (ROS) lo cual resulta una
disminucion de la motilidad de los espermatozoides, presumiblemente por la
rapida perdida de ATP intracelular que conduce a dafios en el axonema,
disminucion de la viabilidad espermatica, y un incremento de los defectos
morfologicos de la pieza media del espermatozoide con defectos deletéreos sobre
la capacitacion espermatica y reaccion del acrosoma tal como menciona (Bansal y
Bilaspuri 2007; Peris et al. 2007).

La motilidad individual a la descongelacién es similar a los resultados obtenidos
por el presente trabajo en comparacion a lo reportado por el autor Choez et al.
(2014) 16.1% de motilidad individual promedio de espermatozoides de alpaca, a
partir de espermatozoides epididimarios de testiculos de camal transportados en
cloruro de sodio 0.9% a 5°C, estos fueron diluidos en leche descremada + yema de
huevo vy recalentados a 35°C, se disminuyo la temperatura de 35°C a 5°C en 150
min (1°C/5m) luego se adiciono glicerol en diferentes proporciones, equilibrado
por 30min y su posterior congelacion en vapores de nitrdgeno expuestos por
20min, estos valores similares posiblemente se deberian porque se utilizo
espermatozoides de epididimo libres de plasma seminal.

Morton et al. (2010) reporto una motilidad individual a la descongelacion de
14.4%, donde los epididimos fueron transportadas y refrigeradas en PBS, en el
laboratorio fue resuspendido con lactosa, se suplemento con 1.5% Equex STM®
antioxidante comercial (obteniendo una concentracion final de 0.5%) luego se
adiciono glicerol (obteniendo una concentracion final de 2-4% de glicerol) para su
posterior congelacion, los datos reportados por el autor son similares en

comparacion al presente trabajo posiblemente se deberia a la obtencion de
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espermatozoides de epididimo libres de plasma seminal. EI mismo autor en el
mismo afio reporta 21.5% motilidad individual a la descongelacién realizado con
diferente tratamiento donde los espermatozoides de epididimos fueron congelados
con 1 mL del dilutor comercial Biladyl® conteniendo 20% de yema de huevo,
ademas adicionando antioxidante comercial Equex STM® 2%, para su
congelacion se adiciono glicerol 6% (obteniendo una concentracion final de 3%),
los datos son mayores en comparacion al presente trabajo esto posiblemente se
deberia a la adicion de antioxidante y porcentaje de glicerol utilizado.

Mientras que Banda, et al. (2010) Reporto una motilidad individual a la
descongelacion de 14.0%, espermatozoides a partir de testiculos de alpaca
conservados a 5°C, se adiciono 6 ml de glicerol, 0.15g de EDTA y 7.6g de
trehalosa, el enfriamineto fue de 37°C a 5°C en 90 min, congelado en el software
Cryogenesis 4.0; estos resultados similares que obtuvo el autor se deberia a la
obtencion de espermatozoides de epididimos libres de plasma seminal que

determinaria la motilidad reportada por el autor.
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4.3.2 Motilidad progresiva
En la tabla 12 se muestra la motilidad individual a la descongelacion para el Tris-
YH 9.97 %, Tris-YH + Plasma seminal 11.22 %.

TABLA 12. MOTILIDAD PROGRESIVA A LA DESCONGELACION

SEGUN DILUTOR.

DILUTOR TRIS+YH TRIS+PLASMA
SEMINAL
n 5 5
Promedio 9.97 11.22
Rango 12.85-8.54 15.33-9.38

a,b/ letras diferentes en la misma fila indica diferencia significativa. (p>0.05)

Al andlisis de varianza muestra que los tratamientos de Tris-YH 9.97% y Tris-YH
+ plasma seminal 11.22% son similares (p=>0.05).

Ordofiez et al. (2013) reporto una motilidad progresiva de 1.48%, la obtencion de
semen fue por electroeyaculacion, diluido en tris con 25 ml de yema de huevo, se
adiciono 7mL de glicerol y el tiempo de equilibrado fue de 1h a una temperatura
de 4°C, los resultado menores del autor en comparacién a nuestros resultados se
deberia principalmente al método de coleccion y la presencia del plasma seminal
al momento de la congelacion. Durante la criopreservacion el plasma seminal
tiene un efecto en la distribucién de fosfolipidos y proteinas en la membrana
plasmatica se altera y provoca una capacitacion prematura del spz, disminuyendo
su viabilidad. Los estudios revelan que los cambios de temperatura afectan la

integridad de las células en niveles estructurales por la rotura mecanica de la
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membrana y por la redistribucion de los fosfolipidos en la misma (Watson 1999;
Moussa et al. 2002).

En otras especies el autor Heise et al. (2011) reporto un motilidad progresiva de
10 % en caballos, donde los espermatozoides de epididimos fueron obtenidos por
castracion libre de plasma seminal y evaluados en bafio maria a 37°C suspendida
en leche desnata sometida a centrifugacion media por 10 min a 600xg, fue
equilibrado por 60 min a 4°C y se congelo a una altura de 3.5 cm por encima de
vapores de nitrogeno por 20 min, estos valores reportados por el autor son
similares al presente trabajo, esto se deberia principalmente a la obtencion de
espermatozoides libres de plasma seminal y el proceso de refrigeracion y
congelacién sin plasma seminal. EI mismo autor en el mismo afio realizd el
mismo trabajo, reportando una motilidad progresiva de 10% pero incluyendo la
adicion de plasma seminal homologo al momento de congelar, este valor
reportado por el autor es similar al presente trabajo esto se deberia al factor
especie y la obtencién de espermatozoides de epididimo para su posterior
reposicion con plasma seminal homologo. Componentes del plasma seminal como
carbohidratos, lipidos, proteinas y minerales, influyen en la capacidad fecundante
de los espermatozoides. El estudio de las funciones de las proteinas del plasma
seminal, ha permitido su uso en el proceso de criopreservacion, con el fin de
incrementar la viabilidad espermaética post-descongelacién (Barrios et al. 2000;

Moura y Hasan, 2006).
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4.3.3 Vitalidad
En la tabla 13 se muestra la vitalidad a la descongelacion para el Tris-YH 12.67
%, Tris-YH + Plasma seminal 14.74 %.

TABLA 13. VITALIDAD A LA DESCONGELACION SEGUN DILUTOR.

DILUTOR TRIS+YH TRIS+PLASMA
SEMINAL
n 5 5
Promedio 12.67 14.74
Rango 18.50 — 9.45 20.16 — 9.95

a,b/ letras diferentes en la misma fila indica diferencia significativa. (p>0.05)

Al analisis de varianza muestra que los tratamientos de Tris-YH y Tris-YH +
plasma seminal son similares (p>0.05).

No se encontro reportes acerca de estos parametros evaluados de espermatozoides
de alpaca a la descongelacion, sin embargo estudios en otras especies estudiadas
por el autor Singh et al. (2007) reporto una vitalidad de 67.9% en bufalos, donde
la coleccion de espermatozoides fue por punciones maultiples del epididimo
suspendidos en tris con 10% de yema de huevo, el periodo de equilibrio fue en un
tiempo de 3 h a 5°C, su congelacién fue por 10 min sometidos a vapores de
nitrégeno, estos valores reportados por el autor son mayores en comparacion al
presente trabajo, esta mayor vitalidad se deberia principalmente al factor especie.
Mientras que el autor Hishinuma et al. (2003) reporto 83.2% de viabilidad en
ciervos, de espermatozoides de epididimo almacenados en recipientes a 4°C luego
estos fueron trasportados al laboratorio donde se realizé6 multiples incisiones y

suspendidos en 2-3 mL de Tris por 15 min en bafio maria a 37°C, se utiliz6
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colorante eosina evaluando espermatozoides coloreados de color rojo, para la
congelacién se adiciono 10% de yema de huevo y 8% de glicerol, equilibrado a
4°C por 1h, estos valores reportados por el autor son mayores respecto al presente
trabajo, esto se deberia principalmente al factor especie.

4.3.4 Test-hiposmotico

En la tabla 14 se muestra la integridad de membrana a la descongelacion para el
Tris-YH 21.54 %, Tris-YH + Plasma seminal 27.24 %.

TABLA 14. TEST - HIPOSMOTICO A LA DESCONGELACION SEGUN

DILUTOR.
DILUTOR TRIS+YH TRIS+PLASMA
SEMINAL
n b 5
Promedio 21.54 27.24
Rango 26.12 - 15.12 31.16-21.21

a,b/ letras diferentes en la misma fila indica diferencia significativa. (p>0.05)

Al analisis de varianza muestra que el tratamiento de Tris-YH 21.54% es inferior
al tratamiento Tris-YH + plasma seminal 27.24% (p=>0.05).

Banda et al. (2010) reporto una integridad de membrana a la descongelacion de
24.3%,a partir de espermatozoides de testiculos trasladados y refrigerados con
suero fisiologico a 5°C, se adiciono10% de yema de huevo al dilutor Tris, se
adiciono 6 ml de glicerol, 0.15g de EDTA y 7.6g de trehalosa, el enfriamiento fue
de 37°C a 5°C en 90 min, congelado en el software Cryogenesis 4.0; estos

resultados similares que obtuvo el autor en comparacion a nuestros resultados se
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deberia a la obtencion de espermatozoides de epididimos libres de plasma seminal
que determinaria la motilidad reportada por el autor.
Sin embargo estudios en otras especies existe reportes el autor Singh et al. (2007)
reporto una integridad de membrana 59.4% a la descongelacion en
espermatozoides de bufalos, la coleccion de espermatozoides fue por punciones
multiples del epididimo suspendidos en Tris con 10% de yema de huevo, el
periodo de equilibrio fue por 3h a 5°C, la congelacion realizada en 10 min
sometidos a vapores de nitrégeno, estos valores reportados por el autor son
mayores en comparacion al presente trabajo, esta mayor integridad de membrana
se deberia principalmente al factor especie.
4.3.5 Integridad de Acrosoma
En la tabla 15 se muestra la integridad de membrana a la descongelacion para el
Tris-YH 25.12 %, Tris-YH + Plasma seminal 28.83 %.

TABLA 15. INTEGRIDAD DE ACROSOMA A LA DESCONGELACION

SEGUN DILUTOR.

DILUTOR TRIS+YH TRIS+PLASMA
SEMINAL
n 5 5
Promedio 25.12 28.83
Rango 29.45-19.94 31.55 - 26.33

a,b/ letras diferentes en la misma fila indica diferencia significativa. (p>0.05)

Al analisis de varianza muestra que el tratamiento de Tris-YH es inferior al

tratamiento Tris-YH + plasma seminal (p>0.05).
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Choez et al. (2014). Reporto una integridad de acrosoma de 17.9% de
espermatozoides de alpaca, a partir de espermatozoides epididimarios de
testiculos de camal transportados y refrigerados en cloruro de sodio 0.9% a 5°C,
diluidos en leche descremada + yema de huevo y recalentados a 35°C, se
disminuyd la temperatura de 35°C a 5°C en 150 min (1°C/5m) luego se adiciono
glicerol en diferentes proporciones, equilibrado por 30 min y su posterior
congelacién en vapores de nitrégeno expuestos por 20 min, estos valores menores
reportados por el autor posiblemente se deberian que espermatozoides de
epididimo libres de plasma seminal fueron recalentados para su evaluacién
ademas influiria el tiempo de congelacion.

Morton et al. (2010) reporto una integridad de acrosoma a la descongelacion de
81.3%, donde los epididimos fueron transportadas y refrigeradas en PBS, en el
laboratorio fue resuspendido con lactosa, se suplemento con 1.5% Equex STM®
antioxidante comercial (obteniendo una concentracion final de 0.5%) luego se
adiciono glicerol en diferentes proporciones (obteniendo una concentracion final
de 2-4% de glicerol) para su posterior congelacion, los datos reportados por el
autor son similares en comparacion al presente trabajo posiblemente se deberia a
la obtencion de espermatozoides de epididimo libres de plasma seminal. EI mismo
autor reporto 89.6% integridad de acrosoma a la descongelacion realizando un
diferente tratamiento donde los espermatozoides de epididimos fueron congelados
con el dilutor comercial 1ml Biladyl® conteniendo 20% de yema de huevo,
ademas adicionando antioxidante comercial Equex STM® 2%, para su
congelacion se adiciono glicerol 6% (obteniendo una concentracion final de 3%),
los datos son mayores en comparacion al presente trabajo esto posiblemente se

deberia a la adicion de antioxidante. Los principales efectos nocivos de ROS en
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espermatozoides incluyen la disminucion de la motilidad, incremento de la
peroxidacion lipidica en la membrana plasmatica e incremento en la
fragmentacion del ADN espermatico. La péerdida de motilidad es el indicador mas
sensible de estrés oxidativo en comparacion con otros pardmetros seminales (Peris
et al., 2007). Sin embargo, cuando se adiciona estos antioxidantes a los 5°C, es
decir al final de la curva de enfriamiento, se consigue una motilidad superior al
Santiani (2003).

Sin embargo estudios en otras especies existe reportes el autor Singh et al. (2007)
reporto una integridad de acrosoma 71.8% en bufalos, donde la coleccion de
espermatozoides fue por punciones maltiples del epididimo suspendidos en Tris
con 10% de yema de huevo, el periodo de equilibrio fue en un tiempo de 3h a
5°C, su congelacion fue por 10 min sometidos a vapores de nitrogeno, estos
valores reportados por el autor son mayores en comparacion al presente trabajo,

esta mayor integridad de acrosoma se deberia principalmente al factor especie.
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GRAFICOS DE MOTILIDAD DE ESPERMATOZOIDES DE ALPACA

Grafico 01: Motilidad espermatica frente a la disminucion de temperatura con el

dilutor “TRIS”.
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La motilidad de los espermatozoides colectados de conducto deferente disminuyo
progresivamente a medida que disminuyo la temperatura. Indicando en el grafico
que la motilidad individual disminuyo de 43.98% al momento de coleccion frente
a descongelacion con 9.98% diluidos en Tris + 20% de yema de huevo.

Grafico 02: Motilidad espermatica frente a la disminucion de temperatura con el

dilutor “TRIS + PLASMA SEMINAL”.
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La motilidad de los espermatozoides colectados de conducto deferente disminuyo
progresivamente a medida que disminuyo la temperatura. Indicando en el grafico

que la motilidad individual disminuyo de 33.24% al momento de coleccion frente
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a descongelacion con 11.23% diluidos en Tris + 20% de yema de huevo + la

adicion de plasma seminal de toro.

Grafico 03: Motilidad espermatica frente a la disminucion de temperatura con el

dilutor “PLASMA SEMINAL”.
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La motilidad de los espermatozoides colectados de conducto deferente disminuyo
drasticamente a medida que disminuyo la temperatura. Indicando en el grafico que
la motilidad individual disminuyo de 14.46% al momento de coleccion, asi en este
tratamiento no alcanzo a la temperatura de 5°C, habiendo una mortalidad total de

los espermatozoides diluidos en puro plasma seminal de toro.
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V. CONCLUSIONES
e Los porcentajes de motilidad individual adicionando plasma seminal de toro
hubo diferencia en los T1 y T3 al momento de la coleccion 37°C; La integridad de
membrana a los 5°C fue mayor para el T2 en comparacion al T1.
e Los resultados obtenidos mediante la adicion de plasma seminal de toro, son
similares en cuanto a la evaluacion de la motilidad progresiva, vitalidad e
integridad de acrosoma a la coleccion 37°C, refrigeracion 5°C y descongelacion

no hubo diferencia estadistica.
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VI. RECOMENDACIONES
Utilizar plasma seminal heterologo y/o homologo en diferentes proporciones para

incrementar y mejorar los parametros del espermatozoide de alpaca.
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ANEXOS

ESPERMIOGRAMA DE ALPACA
TRATAMIENTO TRIS-YEMA DE HUEVO

COLECTADO a5eC DESCONGELADO
FECHA REPET. | Mot. T. [Mot. P Vit. |Concentra.| T. H|I. Ac|TOTAL [Mot. T.|Mot. P.| Vit. [ T.H [ I. Ac [N2Paj[Paj. Ev.[Mot. T.[Mot. P.| Vit. | T.H | I. Ac
15/06/2015| 1 39.1) 26.2| 34.12| 83000000) 54.2| 48.8]  112| 23.14| 20.21| 15.23| 30.21| 35.24| 3.5 1| 15.32| 10.45] 13.85] 15.12 29.45
2] 18.15] 9.18[15.81) 23.6] 29.41
20/06/2015] 2 45.2| 31.45] 33.2] 74000000| 41.9| 45.6] 150| 37.03] 30.24| 30.56{ 35.26] 45.8] 3.5 1| 13.54] 9.45| 10.06] 25.31| 23.83
2| 10.38] 9.23[10.25| 22.04| 25.46
23/06/2015| 3 46.6| 37.5| 33.12| 73000000) 45.2] 45.3]  120] 30.66| 18.25| 26.31| 30.11| 38.91 4 1] 11.29] 9.54] 10.7| 18.45| 25.13
2] 11.36] 9.26[ 9.82) 18.2| 24.31
25/06/2015] 4 46.8| 36.12| 39.31] 80000000| 49.7| 41.1]  130| 40.21] 35.26] 31.2[ 33.45[ 40.65] 3.5 1| 22.51] 11.26] 18.5| 25.07| 24.31
2| 20.35| 12.85[17.45] 25.32| 28.92
27/06/2015| 5 42.2) 30.5] 33.9] 75000000)42.2| 43.2] 124| 35.16| 26.75| 28.95| 38.56 45.7| 3.5 1] 9.15] 8.54] 9.45| 26.12 20.45
2| 12.58| 10.01f 10.87| 16.21| 19.94

ESPERMIOGRAMA DE ALPACA
TRATAMIENTO 100% PLASMA
COLECTADO

FECHA  |REPET.[Mot. T.|Mot. P.[| Vit. |Concentra.| T.H [ |. Ac| TOTAL

13/07/2015| 1 25.5| 15.06) 19.23| 34000000| 39.49| 36.95 150

16/07/2015| 2 42.91 38.54| 40.71) 30000000( 50.28| 50.98 140

19/07/2015| 3 38.58| 32.89| 37.53| 35000000 45.58| 39.89 130

21/07/2015| 4 24.69| 18.26| 20.19| 35000000| 35.29| 30.42 120

25/07/2015| 5 25.46| 18.77| 23.12| 34000000| 36.54| 32.78 130

ESPERMIOGRAMA DE ALPACA
TRATAMIENTO TRIS-YEMA DE HUEVO + PLASMA SEMINAL
COLECTADO a59C DESCONGELADO

FECHA [REPET.| Mot.T. | Mot.P.| Vit. |Concentra.| T.H| I.Ac |TOTAL|[Mot.T.|Mot.P.| Vit. | T.H | I. Ac |N2Paj|Paj. Ev. [Mot. T.[Mot.P.| Vit. | T.H | I Ac
30/06/2015| 1 35.47| 20.38| 35.4| 40000000| 41.4| 4533) 136| 31.39| 20.35| 31.72| 39.38)42.53| 4 1| 1578 10.46| 16.91| 28.86| 30.51
2| 1565 11.02] 15.99| 30.12| 29.92
03/07/2015| 2 38.82| 21.78| 38.6] 48000000| 42.3| 44.2] 123| 36.56| 21.52| 36.23| 37.69| 38.32| 3.5 1| 10.26] 9.38| 12.42| 24.52| 26.33
2| 1198 9.87] 9.95 21.21f 28.12
05/07/2015| 3 38.25| 28.65 36.5| 37000000| 47.1| 43.38] 122| 34.59| 27.6| 34.15 40.25[39.95| 3 1| 22.93] 13.38| 20.16| 31.16| 31.55
2| 18.83] 11.54] 18.86 29.56| 30.01
07/07/2015| 4 41.12| 28.85| 39.1] 38000000( 53.6| 45.88| 113| 38.21| 28.33| 37.44| 42.9)39.65| 3.5 1| 10.61] 9.42| 11.15| 22.81] 26.38
2| 11.54] 9.88] 10.45 25.79| 26.36
09/07/2015| 5 35.36| 25.97| 36.3| 40000000| 45.8| 48.39] 110] 30.25| 22.37| 29.98| 40.28| 41.92| 3 1| 20.47| 15.33| 19.84| 28.88| 29.52
2| 18.56] 12.01] 11.74] 29.55| 29.66

[PROMEDIO  37.804 25,126 37.2 40600000 46 45.436
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TRATAMIENTO TRIS-YEMA DE HUEVO TRATAMIENTO TRIS-YEMA DE HUEVO + PS
VOL. Ne VOL | No
FECHA |REPET.| N2 |ASPEC.| (gtas) | Colec. FECHA |REPET.| N2 |ASPEC.| (gtas) | Colec.
Alpa 01 |BL 6 1 Alpa01 |BL 5 6
15/06/2015|  |Alpa 02 |BC 3 1 30/06/2015| | |Alpa02 |BL 4 6
Alpa 03 |BL 1 1 Alpa 03
Alpa 04 |Bci 2 1 Alpa04 |Bci 2 6
Alpa 01 |BL 6 2 Alpa01 |[BL 6 7
20/06/2015| , |Alpa 02 |BL 3 2 03/07/2015| , |Alpa02 |BL 2 7
Alpa 03 [BL 1 2 Alpa 03
Alpa 04 |BCi 2 2 Alpa04 |BCi 4 7
Alpa 01 (BL 6 3 Alpa01 |BL 6 8
23/06/2015 5 |Alpa02|BL 3 3 05/07/2015 3 |Alpa0O2 |BL 3 8
Alpa 03 Alpa 03
Alpa 04 |BCi 3 Alpa04 |BCi 2 8
Alpa 01 |BL 7 4 Alpa0l [BL 7 9
25/06/2015 4 |Alpa02{BL 2 4 07/07/2015 4 |AlPal2 |BL 3 9
Alpa 03 Alpa 03
Alpa 04 |BCi 2 4 Alpa04 |BCi 2 9
Alpa 01 |BL 7 5 Alpa01 |BL 7 10
27/06/2015 Alpa 02 [BL 2 5 09/07/2015 5 Alpa 02 BL 3 10
> Alpa 03 Alpa 03
Alpa 04 |BCi 2 5 Alpa04 |BCi 4 10

TRATAMIENTO PLASMA SEMINAL

VOL.| N¢
FECHA |REPET.| N2 | ASPEC. |(gtas)|Colec.
Alpa 01(BL 5 11
13/07/2015 1 Alpa 02 [BL 1 11
Alpa 03
Alpa 04|Bci 2 11
Alpa 01|BL 5 12
16/07/2015 5 Alpa 02 BL 1 12
Alpa 03
Alpa 04 BCi 2 12
Alpa 01 (BL 4 13
19/07/2015 3 Alpa 02 BL 1 13
Alpa 03
Alpa 04|BCi 2 13
Alpa 01(BL 4 14
21/07/2015 4 Alpa 02 BL 1 14
Alpa 03
Alpa 04 |BCi 2 14
Alpa 01|(BL 4 15
25/07/2015 5 Alpa 02 (BL 2 15
Alpa 03
Alpa 04 |BCi 2 15 "
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PRUEBAS ESTADISTICAS
(SAS)

MOTILIDAD INDIVIDUAL

Obs trat rep motto

1 1 1 3910
2 1 2 4520
3 1 3 46.60
4 1 4 4680
5 1 5 4220
6 2 1 2314
7 2 2 3703
8 2 3 30.66
9 2 4 4021
10 2 5 3516
11 3 1 16.74
12 3 2 1196
13 3 3 1133
14 3 4 2143
15 3 5 1087

Procedimiento GLM
Informacion del nivel de clase

Clase Niveles Valores

trat 3 123

rep 5 12345

Ndmero de observaciones 15

Procedimiento GLM

Variable dependiente: motto

Suma de Cuadrado de

Fuente DF  cuadrados lamedia F-Valor Pr>F
Modelo 2 2231478120 1115.739060 44.44 <.0001
Error 12 301.299920 25.108327

Total correcto 14 2532.778040

R-cuadrado  Coef Var Raiz MSE motto Media

0.881040  16.39559 5.010821  30.56200

Cuadrado de
Fuente DF TipolSS lamedia F-Valor Pr>F
trat 2 2231.478120 1115.739060 44.44 <.0001
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Cuadrado de
Fuente DF Tipo Il SS lamedia F-Valor Pr>F
trat 2 2231.478120 1115739060 44.44 <.0001

Procedimiento GLM

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para motto
NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene
un

indice de error de tipo 1l més elevado que REGWQ.

Alfa 0.05

Error de grados de libertad 12

Error de cuadrado medio 25.10833

Valor critico del rango estudentizado 3.77278

Diferencia significativa minima 8.4544

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

TUKEY
0 Media N trat

A 43980 5 1
B 33240 5 2
C 14466 5 3

MOTILIDAD PROGRESIVA

Obs trat rep motpro

1 1 1 2620
2 1 2 3145
3 1 3 3750
4 1 4 3612
5 1 5 3050
6 2 1 2038
7 2 2 2178
8 2 3 2865
9 2 4 2885
10 2 5 2597
11 3 1 15.06
12 3 2 3854
13 3 3 3289
14 3 4 18.26
15 3 5 18.77

Procedimiento GLM

Informacion del nivel de clase
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Clase Niveles Valores
trat 3 123

rep 5 12345
Ndmero de observaciones 15
Procedimiento GLM

Variable dependiente: motpro

Sumade Cuadrado de

Fuente DF  cuadrados lamedia F-Valor Pr>F
Modelo 2 1849076133 92.4538067 1.94 0.1861
Error 12 571.6993600  47.6416133

Total correcto 14  756.6069733

R-cuadrado  Coef Var  Raiz MSE motpro Media

0.244391  25.19575  6.902290 27.39467

Cuadrado de
Fuente DF TipolSS lamedia F-Valor Pr>F
trat 2 1849076133 92.4538067  1.94 0.1861
Cuadrado de
Fuente DF Tipo 1l SS la media F-Valor Pr>F
trat 2 1849076133 92.4538067 1.94 0.1861

Procedimiento GLM

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para motpro

Alfa 0.05
Error de grados de libertad 12
Error de cuadrado medio 47.64161

Valor critico del rango estudentizado 3.77278
Diferencia significativa minima 11.646

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

TUKEY
0 Media N trat

A 32354 5 1
A 25126 5 2
A 24704 5 3
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VITALIDAD
Obs trat rep Vvital
1 1 1 3412
2 1 2 3320
3 1 3 3312
4 1 4 3931
5 1 5 3390
6 2 1 3538
7 2 2 3855
8 2 3 3652
9 2 4 3905
10 2 5 36.27
11 3 1 1923
12 3 2 4071
13 3 3 3753
14 3 4 2019
15 3 5 2312

Informacion del nivel de clase
Clase Niveles Valores
trat 3 123
rep 5 12345
Ndmero de observaciones 15
Procedimiento GLM
Variable dependiente: vital

Sumade Cuadrado de

Fuente DF  cuadrados lamedia F-Valor Pr>F
Modelo 2 216.7620933  108.3810467 2.88 0.0948
Error 12 450.8112400  37.5676033

Total correcto 14  667.5733333

R-cuadrado  Coef Var Raiz MSE vital Media

0.324702  18.38037  6.129242  33.34667

Cuadrado de
Fuente DF TipolSS lamedia F-Valor Pr>F
trat 2 216.7620933 108.3810467  2.88 0.0948
Cuadrado de
Fuente DF Tipo I SS la media F-Valor Pr>F
trat 2 216.7620933 108.3810467  2.88 0.0948
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Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para vital

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente tiene
un
indice de error de tipo 1l mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05

Error de grados de libertad 12

Error de cuadrado medio 37.5676

Valor critico del rango estudentizado 3.77278

Diferencia significativa minima 10.341

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.
TUKEY

0 Media N trat

A 37154 5 2
A 34730 5 1
A 28.156 5 3

INTEGRIDAD DE MEMBRANA

Obs trat rep host

1 1 1 5420
2 1 2 4194
3 1 3 4520
4 1 4 4970
5 1 5 4215
6 2 1 4136
7 2 2 4230
8 2 3 4712
9 2 4 5358
10 2 5 4582
11 3 1 3949
12 3 2 50.28
13 3 3 4558
14 3 4 3529
15 3 5 3654

Procedimiento GLM
Informacion del nivel de clase

Clase Niveles Valores

trat 3 123

rep 5 12345

Ndmero de observaciones 15
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Procedimiento GLM
Variable dependiente: host

Sumade Cuadrado de

Fuente DF  cuadrados lamedia F-Valor Pr>F
Modelo 2 80.9720133  40.4860067  1.33 0.3012
Error 12 365.7173200  30.4764433

Total correcto 14  446.6893333

R-cuadrado  Coef Var Raiz MSE host Media

0.181271  12.34930 5.520547  44.70333

Cuadrado de
Fuente DF  Tipo|lSS lamedia F-Valor Pr>F
trat 2 80.97201333 40.48600667  1.33 0.3012
Cuadrado de
Fuente DF  Tipo I SS la media F-Valor Pr>F
trat 2 80.97201333 40.48600667  1.33 0.3012

Sistema SAS

Procedimiento GLM

Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para host

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo I, pero normalmente tiene

un
indice de error de tipo 1l mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05

Error de grados de libertad 12

Error de cuadrado medio 30.47644
Valor critico del rango estudentizado 3.77278
Diferencia significativa minima 9.3145
Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.
TUKEY

0 Media N trat

A 46.638 5 1

A

A 46.036 5 2

A

A 41436 5 3
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INTERGRIDAD DE ACROSOMA

Obs trat rep integr

1 1 1 4880
2 1 2 4562
3 1 3 4526
4 1 4 4111
5 1 5 4315
6 2 1 4533
7 2 2 4420
8 2 3 4338
9 2 4 4588
10 2 5 4839
11 3 1 3695
12 3 2 5098
13 3 3 39.89
14 3 4 3042
15 3 5 3278

Informacion del nivel de clase
Clase Niveles Valores
trat 3 123
rep 5 12345
Ndmero de observaciones 15
Variable dependiente: interg

Sumade Cuadrado de

Fuente DF  cuadrados lamedia F-Valor Pr>F
Modelo 2 160.1179733 80.0589867  3.14 0.0798
Error 12 305.5629200  25.4635767

Total correcto 14 465.6808933

R-cuadrado  Coef Var  Raiz MSE interg Media

0.343836  11.78749  5.046145 42.80933

Cuadrado de
Fuente DF TipolSS lamedia F-Valor Pr>F
trat 2 160.1179733 80.0589867  3.14 0.0798
Cuadrado de
Fuente DF Tipo I SS lamedia F-Valor Pr>F
trat 2 160.1179733  80.0589867  3.14 0.0798
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Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para interg

NOTA: Este test controla el indice de error experimentwise de tipo |, pero normalmente tiene
un
indice de error de tipo 1l mas elevado que REGWQ.

Alfa 0.05

Error de grados de libertad 12

Error de cuadrado medio 25.46358
Valor critico del rango estudentizado 3.77278
Diferencia significativa minima 8.514

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

TUKEY
0 Media N trat

A 45436 5 2
A
A 44788 5 1
A
A

38204 5 3
PRUEBA DE “T”

PRUEBA DE T: MOTILIDAD TOTAL A5
Paired T for TRIS - TRIS PS

N Mean StDev SE Mean
TRIS 5 33.2400 6.6200 2.9606
TRISPS 5 342000 3.3653 1.5050
Difference 5 -0.960000 5.177557 2.315474

95% CI for mean difference: (-7.388787, 5.468787)
T-Test of mean difference = 0 (vs not = 0): T-Value =-0.41 P-Value =0.700

PRUEBA DE T: MOTILIDAD PROGRESIVA A5
Paired T for TRIS - TRIS + PS

N Mean StDev SE Mean
TRIS 5 26.1420 7.0316 3.1446
TRIS+PS 5 24.0340 3.6685 1.6406
Difference 5 2.10800 7.21927 3.22856

95% CI for mean difference: (-6.85591, 11.07191)
T-Test of mean difference = 0 (vs not = 0): T-Value =0.65 P-Value = 0.549

PRUEBA DE T: VITALIDAD A5
Paired T for TRIS - TRIS + PS

N Mean StDev SE Mean
TRIS 5 26.4500 6.5500 2.9293
TRIS+PS 5 33.9040 3.0879 1.3810
Difference 5 -7.45400 5.65072 2.52708
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95% CI for mean difference: (-14.47029, -0.43771)
T-Test of mean difference = 0 (vs not = 0): T-Value =-2.95 P-Value = 0.042

PRUEBA DE T: HOST A5
Paired T for TRIS - TRIS + PS

N Mean StDev SE Mean
TRIS 5 33.5180 3.5714 1.5972
TRIS+PS 5 40.1000 1.8856 0.8432
Difference 5 -6.58200 4.13705 1.85014

95% CI for mean difference: (-11.71882, -1.44518)
T-Test of mean difference = 0 (vs not = 0): T-Value = -3.56 P-Value =0.024

PRUEBA DE T: INTEGRIDAD A5
Paired T for TRIS - TRIS + PS

N Mean StDev SE Mean
TRIS 5 41.2600 4.5404 2.0305
TRIS+PS 5 40.4740 1.7256 0.7717
Difference 5 0.786000 5.531173 2.473616

95% CI for mean difference: (-6.081859, 7.653859)
T-Test of mean difference = 0 (vs not = 0): T-Value = 0.32 P-Value = 0.767

PRUEBA DE T: MOTILIDAD TOTAL A DESCONGELACION
Paired T for TRIS - TRIS + PS

N Mean StDev SE Mean
TRIS 10 14.4630 4.5060 1.4249
TRIS+PS 10 15.6610 4.4677 1.4128
Difference 10 -1.19800 8.02667 2.53826

95% CI for mean difference: (-6.93994, 4.54394)
T-Test of mean difference = 0 (vs not = 0): T-Value = -0.47 P-Value = 0.648

PRUEBA DE T: MOTILIDAD P. A LA DESCONGELACION
Paired T for TRIS - TRIS + PS

N  Mean StDev SE Mean
TRIS 10 9.9770 1.2634 0.3995
TRIS+PS 10 11.2290 1.9190 0.6069
Difference 10 -1.25200 2.79642 0.88431

95% CI for mean difference: (-3.25244, 0.74844)
T-Test of mean difference =0 (vs not = 0): T-Value = -1.42 P-Value = 0.190
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IMAGENES

Motilidad.

Vitalidad.
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