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RESUMEN

El estudio “indice de fragmentacion del ADN espermético en semen de llamas (Lama
glama) durante el proceso de criopreservacion” se realizé de diciembre 2019 a septiembre 2020,
se llevd a cabo en el Centro de Investigacion de Camélidos Sudamericanos CICAS - La Raya,
de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco. El objetivo del estudio fue determinar
el indice de fragmentacion del ADN espermatico de semen llamas (Lama glama) durante el
proceso de criopreservacion. Se realizaron 4 colectas por cada uno de las 5 llamas macho por el
meétodo de electroeyaculacion. Las muestras obtenidas fueron degelificadas y en este momento
se realiz6 la evaluacion del semen en fresco, luego las muestras se diluyeron con dilutor base
Tris y refrigeradas por 2.5 horas hasta alcanzar la temperatura de 5°C, momento en que se
evalud el semen refrigerado. La ultima evaluacion seminal se realizé al descongelado después
de 7 dias de congelar la muestra. Para motilidad y vitalidad espermatica, no se encontré
diferencias significativas (p<0.05) entre el semen fresco y refrigerado, pero si (p<0.01) con la
etapa de descongelado; con respecto a la evaluacion de la morfometria espermética, no se
observo diferencias significativas (p<0.05) para las variables ancho, area, elipticidad, rugosidad
y elongacién de la cabeza y ancho de la pieza intermedia. No se encontré diferencias
significativas (p<0.05) en el andlisis de la funcionalidad de la membrana espermatica e integridad
acrosomal en muestras de semen fresco, refrigerado y descongelado. No se hallé diferencias
significativas (p<0.05) en el andlisis del indice de fragmentacion de ADN espermatico (IFAE) en
semen de llama en fresco, refrigerado y descongelado. Tampoco se ha identificado correlacion
entre el porcentaje de espermatozoides fragmentados con el porcentaje de vitalidad, integridad
acrosomal y funcionalidad de la membrana espermatica (p<0.05). Se concluye que el proceso
de refrigeracion y congelacion utilizado en este trabajo de investigacion no afecto el indice de

fragmentacion de ADN espermatico (IFAE) de llama.
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INTRODUCCION

En nuestro pais, la crianza de los camélidos es una actividad de gran importancia e
impactante en el desarrollo socio econdmico de la poblacién altoandina, no solo por su capacidad
de adaptacién a las dificiles condiciones medioambientales donde habitan, sino por su utilizacion
como una fuente alimenticia que brinda un alto valor proteico de origen animal y como un recurso
para la produccién de fibra de alta calidad (Huanca et al., 2007); por lo que se viene investigando
la utilizacién de biotecnologias reproductivas para la difusion de los genes de los mejores
animales.

Se ha utilizado la refrigeraciéon y criopreservacion en semen de alpaca y llama, sin
embargo, los porcentajes de prefiez han sido menores a los obtenidos en otras especies, aun
cuando los espermatozoides conservan la motilidad (Giuliano et al, 2006). Caracteristicas
estandar del semen, como volumen del eyaculado, concentracion, funcién e integridad de la
membrana, motilidad y la morfologia del espermatozoide se utilizan para evaluar la calidad
seminal. Ademas, la integridad de la cromatina espermatica ahora se considera un factor
importante en la fertilidad del macho y en el desarrollo embrionario temprano (Zini et al., 2001).

Sin embargo, los estudios sobre la integridad del ADN no son sencillos vy, por lo tanto, la
adicion de estas pruebas a la evaluacion rutinaria de los espermatozoides no esta todavia muy
extendida y cuando se asiste a técnicas de reproduccion (ART) como la fertilizacion in vitro (FIV)
o la inyeccion intracitoplasmatica de esperma (ICSI), la evaluacion de la integridad de la
cromatina es aun mas importante y la presencia de defectos en el material genético, como
anormalidades en la condensacién de cromatina, la integridad del ADN o la presencia de
anomalias cromosémicas, como las aneuploidias, estan estrechamente asociadas a la
infertilidad (Aravindan et al., 1997; Tsarev et al., 2009).

En los camélidos sudamericanos, en este caso la llama, se desconoce si el proceso de

criopreservacion afecta al indice de fragmentacion de ADN espermatico (IFAE) lo cual es motivo



de la presente investigacién. Esperando que con los resultados esta variable de evaluacion se

incorpore dentro de las pruebas de rutina al analizar el semen de llama.



CAPITULO |
PROBLEMA OBJETO DE INVESTIGACION

DESCRIPCION DEL PROBLEMA

La demanda de subproductos de llama como la fibra y carne con bajo porcentaje de
colesterol ha promovido la obtencion de animales genéticamente superiores por lo que la
implementacion de biotecnologias reproductivas es indispensable para acelerar el progreso
genético en esta especie. Por lo tanto, es necesario estudiar las caracteristicas del semeny su
manejo para poder implementar planes de reproduccion asistida tales como produccion de
embriones in vitro e inyeccidn intracitoplasmatica de un espermatozoide y asi se podrian acortar
los tiempos generacionales (Giuliano y Santa Cruz, 2011).

La fragmentacion de la molécula del acido desoxirribonucleico (ADN) transportado por los
espermatozoides y su relacion con la fertilidad ha despertado un gran interés en su estudio en
humanos y otras especies, debido a que es un nuevo parametro que se considera un indicador
importante de la calidad seminal y la fertilidad, por consiguiente representa ser parte de la
evaluacion del acervo genético del genoma parental (Huanca, 2015).

La fragmentacion del ADN espermatico tiene un interés evidente dado que la
transferencia de la molécula del ADN integra e intacta del espermatozoide al ovulo, es esencial
para conseguir la fertilizacién y desarrollo embrionario normal y al utilizar técnicas de
reproduccion asistida se eliminan las barreras de seleccion natural que ocurre de forma normal
desde la eyaculaciéon hasta que el espermatozoide mas apto alcanza y fecunda el ovulo, por lo
que se ha propuesto que el dafo sobre la molécula de ADN del espermatozoide puede afectar
la salud del embrién o la del feto, de ahi el interés en desarrollar técnicas analiticas encaminadas
a medir la fragmentaciéon del ADN espermatico, e incluirlas en el estudio del factor masculino.

(Ortega, 2012)



Para los cual se planteé las siguientes preguntas:

Pregunta general

¢ Cual es el indice de fragmentacion del ADN espermatico de semen llamas (Lama glama)

durante el proceso de criopreservacion de semen colectado por electroeyaculacion?

Preguntas especificas

1.1.

1.1.1.

1.1.2.

¢ Cuales son las caracteristicas macroscopicas y microscépicas del semen fresco,
refrigerado y criopreservado de la llama colectado por electroeyaculacion?

¢ Cual es el indice de fragmentacion del ADN espermatico en semen fresco, refrigerado
y criopreservado colectado por electroeyaculacion?

¢ Cuales son las correlaciones que existen entre el indice de fragmentacion de ADN
espermatico, vitalidad, integridad acrosomal y funcionalidad de la membrana
espermatica?

OBJETIVOS Y JUSTIFICACION

Objetivo general

Determinar el indice de fragmentacién del ADN espermatico de semen de llamas

(Lama glama) durante el proceso de criopreservacion colectado por electroeyaculacion.

Objetivos especificos

1. Determinar las caracteristicas macroscoépicas y microscoépicas del semen fresco,
refrigerado y criopreservado de llama colectado por electroeyaculacion.

2. Determinar el indice de fragmentacion del ADN espermatico en semen fresco,
refrigerado y criopreservado de llama colectado por electroeyaculacion.

3. Determinar las correlaciones que existen entre el indice de fragmentacion de ADN
espermatico, vitalidad, integridad acrosomal y funcionalidad de la membrana

espermatica



1.2.  JUSTIFICACION

La informacién sobre la reproduccion de llamas (especialmente machos) varia
ampliamente, tales como: métodos de coleccion, evaluacion de las caracteristicas
macroscopicas, microscépicas (volumen, motilidad, concentracion, morfologia, vitalidad,
fragmentacion) y criopreservacion del semen; esto se debe a la falta de un método confiable y
reproducible para colectar semen y evaluar las propiedades microscopicas del semen de llama
mediante métodos subjetivos (Huanca, 2015).

De modo que, es necesario utilizar equipos y sistemas informaticos modernos para el
andlisis de espermatozoides asi como el ISAS® (Integrated Sperm Analysis System) para
estandarizar las principales caracteristicas de la llama, incluyendo nuevos parametros seminales,
como la integridad del ADN espermatico (indice de fragmentacion del ADN de los
espermatozoides); de manera que la fragmentacion del ADN espermatico es un parametro nuevo
y se considera un indicador importante de la calidad y fertilidad del semen, y el esperma es la
célula responsable de transportar el material genético del macho al évulo y la calidad de la
informacion genética contenida en la molécula de ADN que transfiere el esperma es muy
importante para el desarrollo normal del embridon (Rodriguez, 2013).

Al tener muy poca informaciéon con respecto al estudio de la fragmentacion del ADN
espermatico de llama (Lama glama) durante el proceso de criopreservacion”, este trabajo de
investigacion nos brindara una mayor informacion con respecto a las caracteristicas
reproductivas de llama y de esta manera establecer parametros aun mas precisos de estas
caracteristicas seminales, principalmente del IFAE proveniente del semen fresco, refrigerado y
criopreservado de llama y esto posiblemente nos ayude a explicar los bajos indices de fertilidad

asi como también diagnosticar una posible infertilidad en los machos.



CAPITULOII
REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. CARACTERISTICAS REPRODUCTIVAS DE LA LLAMA

Los Camélidos Sudamericanos tienen caracteristicas reproductivas anatdomicas,
conductuales y fisiolégicas unicas que se diferencian de otros animales domésticos y las
extrapolaciones de otros animales domésticos no son relevantes para los camélidos (Argafiaraz
et al., 2015). Generalmente los CSA se clasifican como reproductores no estacionales, pero esta
clasificacion aun esta en debate; ademas que la estacionalidad parece estar relacionada con las
limitaciones ambientales y los sistemas de gestiony en las duras condiciones de los altos Andes,
los camélidos suelen mostrar actividad sexual durante los meses calidos, mientras que en
habitats mas suaves, las llamas pueden ser sexualmente activas durante todo el afio (Themes,
2017). No se ha determinado si este fendmeno esta dirigido por el clima o por su estado
nutricional.

Las llamas tienen un intervalo generacional largo; los machos alcanzan la pubertad entre
aproximadamente uno y tres afios de edad, mientras que las hembras pueden ser prefiadas al
ano de edad, si son lo suficientemente maduras fisicamente, por otro lado, la gestacion es larga:
345 dias en promedio, el apareamiento se realiza en posicion reclinada y su duracion varia entre
cinco y 50 minutos, los machos durante la cépula depositan el semen directamente en el utero,
produciendo una eyaculacion de bajo volumen, baja concentracion de espermatozoides y alta
viscosidad (Kershaw-Young y Maxwell, 2012).

Debido a las caracteristicas reproductivas unicas de los Camélidos sudamericanos, las
tecnologias en la reproduccion asistida (TRA) no estan tan desarrolladas en las llamas como en
otros animales domésticos, aunque la aplicacién de algunas tecnologias en las llamas hembras

se ha incrementado en los ultimos afos (Bravo, 1994). Los informes androldgicos obtenidos en



llamas son raros, una razén a la que podria deberse es a la dificultad de recolectar, manipular y

evaluar muestras de semen (Morton et al, 2008; Bravo, 1994).

2.2. CARACTERISTICAS DEL SEMEN DE LLAMA

El semen es la suspension celular liquida que contiene los espermatozoides y también
las secreciones de los 6rganos accesorios del aparato reproductor masculino; la porcién liquida
de dicha suspensién que se forma durante el eyaculado se conoce como plasma seminal (Hafez
y Hafez, 2002), el cual actua como un vehiculo para el transporte de espermatozoides dentro del
tracto reproductor femenino, nuevas investigaciones pusieron de relieve un papel importante del
plasma seminal en la funcionalidad de los espermatozoides, la integridad y la capacidad de
fertilizaciéon (Kershaw-Young y Maxwell, 2012b).

Evaluar las caracteristicas del semen en CSA es problematico por varias razones: Las
peculiaridades de la cépula y la eyaculacion en estas especies, la alta viscosidad del semeny la
dificultad de obtener eyaculados consecutivos de los mismos individuos, ademas el plasma
seminal es muy viscoso y se distribuye por todo el eyaculado, en lugar de ser una fraccion de gel
distinta o un tapdn de gel, esta viscosidad impide la evaluacion del semen ya que atrapa a los
espermatozoides, provocando que se muevan de forma oscilatoria, con una motilidad progresiva
limitada (Garnica et al., 1993). Ademas esta caracteristica seminal dificulta el uso de tintes para
evaluar algunas caracteristicas microscopicas y la mezcla homogénea con diluyente, limitando
el contacto con los agentes crioprotectores durante la criopreservacion (Kershaw-Young y
Maxwell, 2012).

Por otro lado existen otros y varios factores que afectan las caracteristicas del semen,
como la duracién de la copula, la variacion individual de los machos (Tibary y Vaughan, 2006),
la frecuencia y temporada de coleccion de semen (Ferré, 1996), la nutricion (Bravo, 1994) y el

método de coleccion del semen (Morton et al., 2008, Alarcén et al., 2012).



2.3. COLECCION DE SEMEN

La obtencién de eyaculados de calidad en forma repetible es dificultoso en camélidos
sudamericanos, debido no solo a la peculiar postura adoptada durante la cépula o la duracién de
la misma (5 a 60 minutos) han ocasionado en estas especies un retraso en el estudio de las
caracteristicas del semen, también a la necesidad de contar con la cooperacién del macho y el
método a seguir en la coleccién de semen, debe guardar relacion con el comportamiento sexual
de los machos dentro de cada especie (Giuliano, 2012).

Las técnicas de coleccion de semen estan bastante desarrolladas en rumiantes
domésticos en los cuales ya es un procedimiento de rutina, pero en camélidos, dadas las
especiales caracteristicas reproductivas, anatémicas vy fisiolégicas, la coleccion es bastante
dificultosa y no existe un protocolo recomendado y una técnica optima, asi como su manejo

posterior (Pacheco, 2008).

2.3.1. Electroeyaculacion

La coleccion de semen por electroeyaculacion (EE), introducido por Fernandez-Baca y
Calderon (1966), no fue usada por largos afios debido a la contaminacién de semen con orina
(Bravo et al., 2013), sin embargo, este método de coleccion fue reintroducido y adaptado por
Director et al., (2007) para la coleccién de semen en llamas.

La electroeyaculacion es un método alternativo de recoleccion de semen que no necesita
de la cooperaciéon del macho y que permite obtener eyaculados sin espuma y sin impurezas, de
calidad igual o superior a los obtenidos mediante vagina artificial (VA), la desventaja de este
meétodo es la necesidad de profesionales y equipo especializado para realizar anestesia general,

un protocolo correcto de preparacion y estimulacion eléctrica (Giuliano, 2012).



2.4. EVALUACION DE SEMEN

2.4.1. Caracteristicas macroscopicas
a. Color

El color del eyaculado varia segun la concentracion de los espermatozoides, desde
blanco lechoso al blanco cristalino (Cuadro 1) y el grado de contaminacion por otros liquidos, el
color también puede cambiar por la presencia de elementos anormales (Sumar y Leyva, 1981).
El color blanco lechoso y sus tonalidades provienen de la secrecion de glandulas anexas,
mientras que las tonalidades indica la presencia de una alta concentracion de espermatozoides
en la eyaculacion (Paricahua, 2001).

Cuadro 1. Color espermatico de llama colectado por electroeyaculacién (EE).

Color predominante Autor
56.3 % de Cristalino brillante Gallegos (2019)
80% de blanco cristalino Ccoiso (2019)
73.4% de blanco lechoso Rodriguez (2013)
100 % de blanco lechoso Valle (2013)

Fuentes: Indicadas
b. Volumen

El volumen de semen varia segun la especie animal, dentro de una misma especie, segun
el estado fisiolégico del macho, la edad, tamafo, numero y tipo de coleccién, por factores
higiénicos y alimentarios; a diferencia del carnero y toro, en camélidos aproximadamente el 85%
de la eyaculacion es el plasma seminal y las células de esperma son el 15% restantes (Garnica
et al., 1993; Bravo et al., 1997).

En llamas, los testiculos promedio son de 3 - 5 cm de longitud y 15 - 18 gr de peso, que

equivale a 0.02 — 0.03% del peso corporal en comparacion con el 0.18% en los toros y el 1.4%



en los carneros (Vaughan et al, 2003). En consecuencia, los camélidos producen menos
espermatozoides al dia en comparacién con el carnero y toro (Kershaw - Young y Maxwell, 2012).

Cuadro 2. Volumen y pH de semen de llama colectado por electroeyaculacion (EE)

Volumen (ml) pH
Prom = DS Prom = DS Autor

3.63 + 1.64 7.25+0.48 Gallegos et al., (2021)
3.8+0.8 7.0+ 0.1 Ccoiso et al., (2020)
3927 Fumuso et al., (2018)
1.6 £ 0.69 - Rodriguez (2013)

0.25 7.41 Valle (2013)

28+1.6 - Carretero (2012)
3.19+1.8 - Casareto et al., (2011)
36+13 - Carretero et al., (2009)
1.3+4.3 - Giuliano et al., (2008)

Fuentes: Indicadas

c. pH
En llama, los valores de pH proporcionados por diferentes autores son muy cercanos a
los neutros y tienden a ser ligeramente alcalinos (Cuadro 2). El pH del semen contaminado con
orina aumenta, especialmente después de la electroeyaculacién, se puede usar un papel de
prueba para determinar si la orina esta contaminada (Sumar, 2002). El pH del semen de llama
esta entre 7.2 y 8.6 (Hanzen et al., 2014).
d. Filancia
El semen de los camélidos tiene alta viscosidad y baja concentracion de
espermatozoides. Esta viscosidad presente en el semen es el mayor obstaculo para la
criopreservacion del semen y otras investigaciones sobre tecnologia de reproduccion asistida
(Kershaw-Young y Maxwell, 2012b). Por otro lado, los filamentos se definen como capacidad de

formacion de hilo, por lo que sus propiedades reolégicas son diferentes a la viscosidad (Giuliano,
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2012). Debido a la alta viscosidad del plasma seminal, el movimiento de los espermatozoides es
muy lento (Sumar y Leyva, 1981). En la coleccién de semen de llama por el método de
electroeyaculacion (Ccoiso, 2019) encontré 3.63 £ 0.93 cm de filancia, mientras que (Gallegos,

2019) reportd 3.7 £ 0.64 cm.

2.4.2. Caracteristicas microscopicas

La evaluacion microscopica es muy importante porque nos permite determinar la
verdadera calidad del semen, la cual es necesaria para la implementacion de planes de manejo
reproductivo. Los métodos tradicionales para estimar la calidad de la eyaculacion de diferentes
especies se basan principalmente en la evaluacion de la movilidad individual, la morfologia del
esperma y el recuento total de espermatozoides (Giuliano, 2012).

a. Motilidad Espermatica

La movilidad de los espermatozoides es un factor importante para apreciar la calidad de
los espermatozoides y observar su nivel de energia (Sumar y Leyva, 1981). El porcentaje de
espermatozoides moviles se considera un indicador de la viabilidad celular y un método indirecto
para evaluar la actividad metabdlica (Juyena, 2011).

En CSA, debido a la alta viscosidad del plasma seminal, es imposible observar un
"movimiento de masa" (no hay remolinos), y el movimiento progresivo individual es muy lento en
comparacion con el espermatozoide del ovino y bovino (Sumar, 2002). Bustinza (2001)
recomienda la criopreservacion del semen de llama utilizando solo eyaculado con motilidad igual
o superior al 60%.

Para semen de llamas obtenido por electroeyaculacion, Olaguivel y Naveros (2014)
evaluaron la motilidad, obteniendo un promedio de 22.38% y 40.60%, para eyaculados sin
colagenasa y con colagenasa, respectivamente; encontrando diferencia significativa para el

grupo de colagenasa (p<0.05) y la motilidad post descongelacion tuvo un promedio de 12.50% y
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24.57% para el grupo control y la colagenasa respectivamente, existiendo diferencia significativa
(p<0.05) y para semen de alpaca colecta por el mismo método de colecta

Cuba (2000) colectando muestras de semen de alpaca por vagina artificial y tratado con
colagenasa obtuvo una motilidad en semen fresco de 76.94%, refrigerado 66.67% y 34.10% de
motilidad en semen descongelado.

Cuadro 3. Motilidad espermatica del semen de llama colectado por EE.

Motilidad % Prom £ DS Estado de la muestra Autor
472 £12.6 Fresco Fumuso et al., (2021)
449 +191 Fresco Gallegos et al., (2021)
63.36 £ 15.53 Fresco Ccoiso et al., (2020)
32.3+204 Fresco Giuliano et al., (2019)
13.7 £8.7 Fresco Carretero et al., (2014)
13.9£135 Fresco Rodriguez (2013)
43.1 £16.4 Refrigerado Fumuso et al., (2021)
15.5 £ 19.1 Refrigerado Giuliano et al., (2019)
232+21.2 Refrigerado Carretero et al., (2014)
11.5+£7.1 Descongelado Fumuso et al., (2021)
62.0 £9.7 Descongelado Fumuso et al., (2020)
3.2+6.0 Descongelado Carretero et al., (2014)

Fuentes: Indicadas
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de semen de llama y alpaca colectado por EE

Cuadro 4. Motilidad de espermatozoides méviles progresivos (EMP) y no progresivos (EMNP)

EMP EMNP Especie Estado de Autor
Muestra

6.0+ 10.8 41.2+10.3 Llama Fresco Fumuso et al., (2021)
1.53 £0.83 43.15 + 18.31 Llama Fresco Ccoiso et al., (2020)

1.2+ 20 127 £2.0 Llama Fresco Rodriguez (2013)
44+ 1043 - Llama Fresco Giuliano et al., (2010)

- 54.66 Llama Fresco Valle (2013)

1.2+ 3.5 419 £ 171 Llama Refrigerado Fumuso et al., (2021)
292 + 257 31.83 + 8.31 Alpaca Refrigerado Flores et al., (2021)
0.94 £ 0.62 27.56 +12.44 Alpaca Refrigerado Ciprian (2019)

98174 1.7+44 Llama Descongelado Fumuso et al., (2021)
0.72 £0.76 9.69 +1.80 Alpaca Descongelado Flores et al., (2021)
25.8 +14.8 36.2 £11.0 Llama Descongelado Fumuso et al., (2020)
0.34 + 0.21 1115+ 7.50 Alpaca Descongelado Ciprian (2019)

Fuentes: Indicadas
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Cuadro 5. Parametros de velocidad de espermatozoides de semen de llama fresco colectado

por electroeyaculacion.

Autor Rodriguez (2013) Ccoiso et al., (2020)

Media = DS Media = DS
VCL (um/s) 36.9 +8.8 80.18 +20.79

VSL (um/s) 8+23 18.9 + 5.72

N VAP (mm/s) 18.5 + 3.3 36 + 8.03

n LIN (%) 22255 23.97 +5.08
é STR (%) 43+ 8.2 52.24 +7.72
> WOB (%) 516 +9.7 45.79 +6.09
ALH (mm) 1+0.8 3.31 £ 1.13

BCF (Hz) 18+ 1.8 5.61 + 1.83

Fuentes: Indicadas; VCL: Velocidad curvilinea; VSL: Velocidgd rectilinea; VAP: Velqcidad
promedio de desplazamiento; LIN: Porcentaje de linealidad; STR: Indice de rectitud; WOB: Indice
de oscilacion.

Cuadro 6. Parametros de velocidad de espermatozoides de semen de llama refrigerado y

descongelado, colectado por electroeyaculacion.

Estado de
Refrigerado Descongelado
muestra
Media £ DS Media £ DS
VCL (um/s) 50.3 +11.0 36.7 £ 12.3
W VSL (um/s) 12.6 £+ 3.0 9.4+ 3.9
o VAP (mm/s) 258 +£3.0 18.9+£5.2
é LIN (%) 255+4.38 26.0+5.2
> STR (%) 48.6 £ 8.6 49.7 £10.9
WOB (%) 53.1+9.5 53.0 £+ 6.9

Fuente: Flores et al, (2021); VCL: Velocidad curvilinea; VSL: Velocidaq rectilinea; VAP:
Velocidad promedio de desplazamiento; LIN: Porcentaje de linealidad; STR: Indice de rectitud;
WOB: Indice de oscilacion.
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b. Concentraciéon espermatica

Es muy importante determinar con precisién el numero de espermatozoides para asi
calcular el numero de hembras que pueden ser inseminadas, se expresa como el niumero de
espermatozoides por mililitro. Esta es una caracteristica muy variable que depende de la cantidad
de testosterona secretada por los testiculos; caracteristica que aumenta con la edad y el tamafio
del animal y también se ve afectado por factores importantes como la dieta, la edad, el estado
de salud y el tamanio testicular (Hafez y Hafez, 2002).

La concentracion de espermatozoides en la llama oscila entre 30.000 y 150 millones de
espermatozoides / ml, y varia mucho entre los machos, colectas y método de coleccion de semen
(Vaughan et al., 2003).

Cuadro 7. Concentracion espermatica del semen fresco de llama colectada por

electroeyaculacion (EE).

CONCENTRACION
Autor
(108/ML)

97.14 +44.22 Gallegos et al., (2021)
101.71 £ 39.52 Ccoiso et al., (2020)

243 £23.2 Giuliano et al., (2019)
39.14 £ 11.22 Laruta, et al., (2016)
84.39 £ 71.93 Rodriguez., (2013)

Fuentes: Indicadas

c. Vitalidad Espermatica
Los espermatozoides vivos no permiten el ingreso de colorantes supra vitales, mientras

que los muertos los absorben; es decir la membrana espermatica representa una barrera al paso

de las mencionadas tinciones al medio celular (Sorensen, 1991).
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El porcentaje de espermatozoides vivos se determina coloreando una muestra de semen
con tincion de eosina — nigrosina, considerando espermatozoides vivos aquellos donde el
colorante no penetré en la cabeza (Alarcon et al., 2012).

Se ha utilizado el porcentaje de espermatozoides vivos en una muestra como verificacion
de la motilidad y este valor siempre sera mayor que el porcentaje de motilidad. En la practica se
debe considerar a los espermatozoides vivos pero anormales como muertos, para determinar el
porcentaje de vivos normales (Giuliano, 2012). Maxi (2019) reporta una vitalidad de 79.71 £ 1.71
en semen refrigerado de alpaca y en descongelado 56.66 + 3.17 colectado por el método de post
copula, por otro lado Ccalta (2017) reporta un 27.75 + 4.57 de vitalidad en semen refrigerado y
12.48 + 2.35 en descongelado, datos obtenidos a partir de coleccion de semen de alpaca con el
método de post copula.

Cuadro 8. Vitalidad espermatica del semen de llama colectada por electroeyaculacion (EE).

Vitalidad (%) Estado de semen Autor
54.8 £ 13.9 Fresco Fumuso et al., (2021)
64.56 + 13.54 Fresco Gallegos et al., (2021)
541 £17.0 Fresco Giuliano et al., (2019)
61.32 £ 12.85 Fresco Ccoiso et al., (2020)
66.5 + 10.1 Fresco Fumuso et al., (2019)
86.67 +5.77 Fresco Laruta, et al., (2016)
52.7 £15.2 Refrigerado Fumuso et al., (2021)
555 +9.5 Refrigerado Giuliano et al., (2019)
379154 Refrigerado Fumuso et al., (2018)
149 £ 11.7 Descongelado Fumuso et al., (2021)
88156 Descongelado Fumuso et al., (2019)
32.4 £10.5 Descongelado Aller et al., (2003)

Fuentes: Indicadas
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d. Morfologia espermatica

La morfologia de los espermatozoides es una parte importante en la evaluacion de los
espermatozoides. En muchas especies, la disminucion del porcentaje de espermatozoides
normales esta relacionada con la disminucién de la fertilidad (Ordonez et al., 2012). Al evaluar la
morfologia de los espermatozoides, encontramos diferentes formas de espermatozoides. La
forma normal se divide en cabeza normal y flagelos completamente desenrollados. La longitud
media de la cabeza es de 5.47 um, el ancho de la cabeza es de 3.4 ym, la longitud de la cola es
de 40.94 ym y la longitud total es de 46.03 um respectivamente (Gonzales, 2008).

Segun (Jakso et al., 1990), indican que la morfologia y morfometria espermatica es una
parte esencial en la evaluacion seminal de muchas especies, ya que una disminucion en el
porcentaje de espermatozoides normales esta correlacionado con una disminucién de la fertilidad
del reproductor. Segun Buendia et al., (2002), en alpacas, la distribucion de espermatozoides
normales esta entre 14.65 ym? < area < 17.38 uym? con un promedio de 15.95 um?, los
espermatozoides grandes tienen un area = 17.38 uym?>.

Segun opinion de Salisbury y Vandermark (1982), menciona que la morfologia
espermatica aceptable donde la fertilidad no se ve afectada es hasta el 20 % - 25 % de
anormalidad o que un 70 % de los espermatozoides posean morfologia normal.

Reportes de la morfologia normal espermatica en llamas usando la técnica de
electroeyaculacion: Director et al., (2007) reporta 61,95 £ 17,9 %; Giuliano et al., (2008) reporta
61,4 £ 19,9 %; Casaretto et al., (2012) reporta 57,14 + 13,1 %; Carretero et al., (2012) reporta
62,0 + 10,7 %. Todos estos estudios se realizaron a nivel del mar en Buenos Aires - Argentina.

La morfologia de la cabeza del espermatozoide de la llama se clasifico en 5 formas,
obteniendo asi las siguientes medidas: 9,54 % piriforme, 15,78 % corto, 53,97 % normal, 7,01 %
redondos y 13,70 % largo, en total se evaluaron en 5 590 espermatozoides de 26 llamas

colectadas por el método de post copula (Cusiyunca, 2017).
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Cuadro 9. Parametros de morfometria espermatica de llamas segun el ISAS

Cabeza Forma de la cabeza Pieza intermedia
Longitud (L) (um) Elipticidad Achura de la P.l.
Ancho (W) (um) Rugosidad Area dela P.l.
Area (A) (um 2) Elongacion Distancia de Insercion de la P.|
Perimetro (P) (um) Regularidad Angulo de Insercion de la P.1

% de Acrosoma

Fuente: (Soler et al., 2005).

Cuadro 10. Parametros de morfometria de la region de la cabeza y pieza intermedia del

espermatozoide de llamas colectado por electroeyaculacion.

Autor Gallegos et al., (2021) Casaretto et al.,, (2012) Rodriguez (2013)

Media DS Media DS Media DS

Longitud (um) 5.21 0.41 6.60 3.83 5.2 0.5

Ancho (um) 3.17 0.27 4.14 2.78 3.1 0.3

Area (um2) 13.70 1,67 20.09 2.75 13.6 1.9

<« Perimetro (um) 16.17 1.51 18.54 0.47 16.6 2.0
E Acrosoma (%) 51.19 6.47 - - 46.3 6.7
5 Elipticidad (#) 1.65 0.16 1.28 3.70 1.6 0.2
Rigocidad (#) 0.62 0.07 - - 0.6 0.1
Elongacion (#) 0.24 0.05 1.59 1.02 0.2 0.1
Regularidad (#) 0.95 0.05 - - 0.9 0.1

< Anchura (um) 1.39 0.37 - - 1.4 0.4

ﬁ E Area de P.l. (um2) 2.94 0.82 - - 3.0 0.7
HEJ ﬁ Dist. Insercion (um) 0.23 0.17 - - 0.2 0.2
E Ang. Insercion (°) 9.50 10.99 - - 11.0 13.5

Fuente: Indicadas
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e. Funcionalidad de la Membrana Espermatica

Segun Jeyendran et al., (1984), indica que la evaluacion de la integridad funcional de la
membrana plasmatica del espermatozoide es importante en la evaluacion de la fertilidad del
macho, esta integridad funcional es fundamental para el metabolismo espermatico, para una
adecuada capacitacion y reaccion acrosdomica al momento de la fecundacion con el ovulo, y por
ende para la fertilidad del macho.

La prueba de endosmosis (Hypo-Osmotic Swelling Test, HOST) consiste en someter a
los espermatozoides a un medio de presion osmaética mas baja que la fisiolégica, lo que causa
una entrada de agua en la célula en un intento de equilibrar la presién osmatica interna con la
del medio externo, para que esta respuesta se produzca, la membrana plasmatica del
espermatozoide debe estar integra y con los mecanismos de intercambio de fluidos funcionando
correctamente (Jeyendran et al., 1984). La entrada de agua provoca en estas células un
hinchamiento y enrollamiento del flagelo, las células con la membrana funcionalmente dafada
no experimentan cambios en la forma del flagelo (Quinteros, 2003).

Cuadro 11. Funcionalidad de la membrana espermatica del semen de llama colectada por

electroeyaculacion (EE).

Media (%) Estado de semen Especie Autor
54.31 £9.29 Fresco Llama Ccoiso et al., (2020)
36.1 £ 131 Fresco Llama Giuliano et al., (2019)
304 £12.8 Fresco Llama Carretero et al., (2014)
382172 Fresco Llama Rodriguez, (2013)
50.4 £+ 18.9 Refrigerado Llama Giuliano et al., (2019)
45.3 Refrigerado Alpaca Garcia et al., (2017)
51.6 £12.3 Refrigerado Llama Carretero el al., (2016)
13.46 Descongelado Alpaca Ccalta et al., (2017)
256 £6.7 Descongelado Llama Carretero el al., (2014)
22.82 Descongelado Alpaca Zirena (2014)

Fuente: Indicadas
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f. Integridad Acrosomal

El acrosoma es un organelo membranoso de doble capa ubicada en la parte apical de la
cabeza espermatica (Figura 1), que contiene distintas enzimas hidroliticas, como la hialuronidasa
y la acrosina (Ugarelli et al., 2017). La determinacion de la integridad acrosomal es uno de los
parametros espermaticos de importancia, debido a su papel en la reacciéon acrosomal que es un
proceso exocitético, que consiste en la fusion del acrosoma con la membrana plasmatica,
resultando en la exposicion y liberacion del contenido acrosomal al medio extracelular (Ramalho-
Santos et al., 2002). Por esta razén es muy importante para la fertilizacion y el empleo de técnicas
para su valoracion en camélidos seria de utilidad para evaluar los efectos que puedan tener las
diferentes biotecnologias (Giuliano et al., 2012).

Larson y Miller (1999) demostraron que el estado acrosomal de los espermatozoides de
varias especies de mamiferos puede ser tefiido facilmente de forma confiable y sin requerir
microscopia de fluorescencia usando la tincion de Coomassie Blue (CB). Huo et al., (2002)
describieron que, mediante la tincion de CB se colorea el capuchdén acrosomal en
espermatozoides con el acrosoma intacto y no se tifie la region acrosomal de aquellos
espermatozoides que han perdido el acrosoma.

Carretero et al., (2015) indican que la evaluacion de la integridad acrosémica provee
informacion adicional sobre las funciones espermaticas complementarias a la evaluacion seminal
de rutina, contribuyendo a un analisis mas completo de los eyaculados con el objetivo de mejorar

las técnicas de reproduccion asistida utilizadas en la especie.
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Cuadro 12. Porcentaje de Integridad de la membrana acrosomal de semen de llama colectada

por el método de EE, Post copula y Desviacion de conducto deferente en alpaca.

Media (%) £ DS Estado de Especie Autor Tincion
semen
59.33 +7.16 Fresco Llama Gallegos et al., (2021) Coomasie blue
67.36 + 11.01 Fresco Llama Ccoiso et al., (2020) Coomasie blue
79.7 £ 8.1 Fresco Llama Fumuso et al., (2019) FITC-PNA
81.51 +£10.95 Fresco Llama Fumuso et al., (2014) FITC-PNA
48.3 £10.2 Fresco Llama Carretero et al., (2014) Coomasie blue
64.44 £ 13.6 Fresco Llama Carretero et al., (2015) Coomasie blue
78.5 Refrigerado Llama Giuliano et al., (2012) Coomasie blue
52.65 £8.42 Refrigerado Alpaca Ccalta, (2017) Coomasie blue
33.62 £6.01 Refrigerado Alpaca Ccalta, (2017) Coomasie blue
40.6 + 16.0 Descongelado Llama Fumuso et al., (2019) FITC-PNA
15.3 Descongelado Llama Choez et al., (2014) Doble tincion
61.5 Descongelado Llama Giuliano et al., (2012) Coomasie blue

Fuente: Indicadas
2.5. INDICE DE FRAGMENTACION DEL ADN ESPERMATICO (IFAE)

Evenson et al, (1994), definen a la fragmentacion del ADN espermatico como la
presencia de roturas en la cadena simple o doble del ADN del espermatozoide; las cuales se
asocian estrechamente con la infertilidad y es por eso que los indices de fragmentacion del ADN
espermatico (IFAE) esta siendo reconocida como una causa importante en la fertilidad de
animales domeésticos.

Zini et al., (2001), define que una de las principales funciones del espermatozoide es la
transferencia del material genético integro e intacto hasta el 6vulo, lo que es crucial para
conseguir una fecundacion con éxito y cuando la cromatina esta dafiada se producen embriones

de mala calidad que dan lugar a bloqueos embrionarios, y por tanto, a futuros abortos.
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Silva y Gadella, (2006), menciona que la calidad del ADN espermatico es un factor
trascendente para iniciar y llevar una gestacion a término. En este sentido, en humanos se ha
sefialado que la lesion del ADN espermatico puede dar lugar a un desarrollo anémalo
embrionario, fallas en la implantacion de embriones y abortos en fases tardias de la gestacion.

Segun Kodama et al, (1997); Irvine et al, (2000), la integridad del ADN del
espermatozoide se ha reconocido en los ultimos afios como un parametro importante indicador
de la calidad seminal y la fecundidad, por lo que algunos estudios indican que el dafio de ADN
esta asociado con anomalias en los parametros seminales convencionales, teniendo en cuenta
que la integridad del ADN y la cromatina espermatico son esenciales para la correcta transmision
de la informacién genética a las siguientes generaciones.

Aravindan, et al., (1997), indican que la presencia de defectos en el material genético del
espermatozoide, tal como una condensacion anormal de la cromatina, daio del ADN o presencia
de cromosomas anormales estan intimamente asociados con la infertilidad del macho.

Gonsalvez et al., (2008), concluyen que el proceso de la fragmentacion del ADN en el
esperma es un proceso dinamico y existen diferencias en la velocidad de fragmentacion en las
distintas especies de mamiferos y entre individuos de cada especie, también menciona que la
fragmentacion del ADN puede ser un factor importante en la disminucién rapida de la calidad
seminal a medida que transcurre el tiempo; dado que la molécula de ADN tiende a degradarse
de forma rapida tras la descongelacion. Por lo tanto si la fragmentacion del ADN es alta, el éxito
reproductivo del semental se reduce, dado que bajos niveles de IFAE (indice de Fragmentacion

de ADN espermatico) se asocian con mejores tasas de fecundacion.
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Cuadro 13. Parametros de area de nucleo y halo en espermatozoides en semen de alpaca y
llama fresco, refrigerado y descongelado colectadas por EE.

Area del nicleo Area del halo Estado de

Especie Autor
(un) (pn) semen
21.85 £5.22 72.16 + 21.37 Fresco Alpaca Huanca, (2015)
33.67 +8.14 61.35 +13.74 Fresco Llama Rodriguez, (2013)
30.10 £ 2.31 58.88 + 15.77 Fresco Llama Carretero et al.,, (2012)
72.97 +14.84 40.09 £ 8.79 Descongelado Llama Rodriguez, (2013)

Fuente: Indicadas

Cuadro 14. Parametros de indice fragmentacion de ADN espermatico en espermatozoides

fragmentados y no fragmentados en alpacas colectadas por electroeyaculacion.

Espermatozoides Espermatozoides

fragmentados no fragmentados
Prom. £D.S Prom. £D.S
Area de nucleo 21.846 1+ 5.229 9.710 £ 2.613
Area halo 72.163 £ 21.372 21.085 £ 4.988

Fuente: Huanca, (2015)
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Cuadro 15. Porcentaje de IFAE en semen de llama colectada por EE.

Media (%) £ DS Estado de Especie Autor
semen

264 +14.4 Fresco Llama Carretero et al., (2020)
8.0+4.7 Fresco Llama Fumuso et al., (2019)
13.65 + 18.98 Fresco Llama Carretero et al., (2015)
19.2 £13.6 Fresco Llama Carretero et al., (2014)

5.27 £ 0.56 Fresco Llama Rodriguez, (2013)
8078 Fresco Llama Carretero et al., (2012)
27.0 £16.0 Refrigerado Llama Carretero et al., (2014)
13.0£85 Descongelado Llama Fumuso et al., (2019)
93.8 +£9.7 Descongelado Llama Carretero et al., (2014)

5.33 £ 0.51 Descongelado Llama Rodriguez, (2013)

Fuente: Indicadas

2.5.1. Causas de la fragmentacion del ADN espermaético

La fragmentacion del ADN espermatico ha sido el objeto de muchos estudios en los
Ultimos afios tanto en humanos (Agarwal y Allamaneni, 2004; Evenson et al., 1999) como en
otros mamiferos (Rybak et al., 2012; Waterhouse et al., 2006). Sin embargo, el mecanismo
exacto por el que se origina la fragmentacion del ADN en los espermatozoides no se conoce,
aunque la apoptosis, el estrés oxidativo o la permanencia de las roturas de ADN producidas
durante el proceso de protaminacion en la espermiogénesis se han propuesto como causas
directas. Se sabe también que otros factores como la exposiciéon a contaminantes ambientales
(Rubes et al., 2005), el consumo de tabaco (Saleh et al., 2002b), la temperatura elevada
(Evenson et al, 1999; Oliva et al., 2001) o la edad avanzada (Schmid et al., 2007), podrian
provocar fragmentacién de ADN en los espermatozoides.

Cortés et al., (2007), sostiene que el origen del dafio en el ADN del espermatozoide, es
a causa de un efecto de naturaleza multifactorial en el que interviene una casuistica no del todo

delimitada, pero se puede identificar dafios de tipo endégeno y exdgeno.
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Leduc et al,, (2008), (dafios enddgenos), indica hay un defecto en el empaquetado del
ADN espermatico, donde se relaciona la presencia de roturas en la cadena del ADN en células
maduras con el intercambio del complejo de histonas por las protaminas que ocurre en el proceso
de la espermiogénesis. Este intercambio, dirigido a conseguir una mayor compactacion de la
molécula de ADN, genera cierto nivel de estrés en la torsion de la molécula de ADN, dado que
hay un super-enrrollamiento heredado de la presencia de histonas y la generacién de radicales
libres de oxigeno (REDOX).

Carretero et al., (2012), demuestray reporta algunos factores de dafio exégeno en el ADN
del espermatozoide en llamas, como la exposicion a elevadas temperaturas, contaminacion del
semen con hidréxido de sodio (0.3 mg de NaOH) y la exposicion del semen a los rayos
ultravioletas.

Cuadro 16. Porcentaje de espermatozoides con presencia de halo y sin halo expuestos a dafos

exogenos (T°, NaOHy rayos U.V).

Tratamientos de semen  Espermatozoides con Espermatozoides sin
Halo, ADN no Halo, ADN fragmentado
fragmentado (%) (%)

Semen puro 915135 1.2+ 0.6
Semen + 100 °C 44.3 + 3.1 517 £4.3
Semen + NaOH 456 £2.5 51.2+1.8

Semen + rayos U.V 444 £3.9 52.7 £3.7

Fuente: Carretero et al., (2012).

2.5.2. Métodos de evaluacién del dafio en el ADN espermaético

Cortés et al., (2007), clasifican los métodos de evaluacion de la fragmentacién o dafio del
ADN espermatico en dos grupos. La primera incluye métodos encaminados a marcar las roturas
de simple y doble cadena, que se registran de forma natural o provocada en la molécula del ADN.

Plantea incluir en este grupo los procesos enzimaticos para la incorporacion in situ de nucleétidos
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marcados, tales como la Terminal dUTP Nick-End Labeling (TUNEL) o la In Situ Nick Translation
(ISNT).

La segunda incluye métodos que miden la capacidad de la cromatina y en particular del
ADN, de desnaturalizarse frente a determinados tratamientos. Se incluyen técnicas como el
Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA), el ADN Breakage Detection-Fluorescence In Situ
Hybridization (DBD-FISH), el ensayo cometa y la prueba Sperm Chromatin Dispersion (SCD),
Existen otras pruebas para el analisis del estado de la cromatina como el azul de toluidina y la
naranja de acridina (condensacién cromatica).

2.6. TEST DE DISPERSION DE LA CROMATINA ESPERMATICA (SCD)

Fernandez et al., (2003), mencionan que el ADN del espermatozoide de los mamiferos
se encuentra unas seis veces mas compacto y organizado en bucles de menor tamafo que las
células somaticas. Dichos bucles se compactan por la accion de las protaminas intercaladas, las
cuales estabilizan rigidamente la estructura a través de la formacién de puentes disulfuro entre
ellas. Si se rompen los enlaces disulfuroy se usa una solucién de lisis para extraer proteinas, los
bucles de ADN se relajan constituyendo halos alrededor de la estructura nuclear central residual.
Simplemente valorando el tamafo de los halos de dispersidon de la cromatina, mediante
microscopia de campo claro o de fluorescencia, es posible reconocer la presencia de
fragmentacion de ADN en los espermatozoides y puede ser automatizada empleando programas
informaticos asociados a sistemas tipo CASA (Computer Assisted Sperm Analyzer). La principal
ventaja de esta técnica es que la interpretacion de los resultados no requiere la determinacion
de color, ni de intensidad de fluorescencia y no necesita de un equipo complejo, ni personal
especializado y se puede usar en diferentes especies animales, pero en todos los casos los
protocolos de desproteinizacion han de ser adaptados a cada especie, dado que las proteinas
que intervienen en el empaquetamiento del ADN tienen diferente naturaleza Carretero et al.,

(2009),
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Fernandez et al., (2003), sustenta que es una técnica que produce una descondensacion
diferencial de la cromatina en aquellos espermatozoides que tienen su ADN fragmentado
respecto de aquellos que no lo tienen y que esta basado en la respuesta diferencial de la
fragmentacion, o no, del nucleo del espermatozoide a un tratamiento de desproteinizaciéon
destacando los fragmentos entre los puntos de rotura, la extraccion de las proteinas nucleares
de los espermatozoides con ADN fragmentado se realiza mediante el empleo de una solucion
especffica de lisis para extraer proteinas, los bucles de ADN se relajan constituyendo halos

alrededor de la estructura nuclear central residual.

2.6.1. Fundamento del test de Dispersion de la Cromatina Espermatica (SCD)

Fernandez et al., (2003), sostuvo que el test SCD (Sperm Chromatin Dispersion) es un
método para identificar y evaluar a los espermatozoides que presentan dafio en su ADN, el cual
permite identificar a aquellos que tienen su material genético (ADN) dafiado y asi diferenciarlos;
y nos permite establecer el indice de Fragmentacién del ADN Espermético (IFAE), es la
proporcion de espermatozoides con ADN fragmentado con respecto al total de espermatozoides
analizados en la muestra.

El fundamento del test SCD se basa en dos fenémenos. PRIMERO: Las hebras de ADN
que contienen roturas en su ADN son mas faciles de ser desnaturalizadas. De hecho, los
extremos de las roturas, que pueden ser de cadena sencilla o doble, son los origenes de la
desnaturalizacion cuando éstos se enfrentan a un tratamiento de caracter acido. SEGUNDO: Los
bucles compactados de cromatina nuclear, compuestos de ADN y proteinas, se desempaquetan
cuando se extraen proteinas nucleares con un tratamiento desproteinizante. Este proceso de
relajacion de los bucles de cromatina da lugar halos periféricos de ADN que emanan del nucleo

central del espermatozoide Fernandez et al., (2003).
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2.6.2. Patrones de clasificacion de los espermatozoides con dafio en el ADN

Carretero et al., (2012), evaluaron la fragmentacién del ADN espermatico de llama,

aplicando este nuevo método de fragmentacion de ADN en semen de llamas, que es el test SCD

(Dispersién de la Cromatina Espermatica). Determino cuatro patrones de dispersién de ADN

fueron claramente observados.

¢ Nucleos con halos grandes de dispersion de ADN

e Nucleos con halos medio de dispersion de ADN

e Nucleos con halos muy pequefios de dispersion de ADN

e Nucleos sin halo de dispersion de ADN

Posado et al., (2014), clasificaron los espermatozoides en dos categorias segun la

morfologia obtenida en los halos de los espermatozoides. Patrén | espermatozoides con nucleos

que mostraron pequefos halos de dispersion de la cromatina, que corresponden a los

espermatozoides que contienen ADN no fragmentado, patron Il espermatozoides con nucleos

expusieron grandes halos de difusion de la cromatina, correspondientes a nucleos fragmentados.

Cuadro 17. Patrones de dispersion de cromatina espermatica (SCD) (grandes, medianos,

pequerios y sin halos) observados en los espermatozoides de semen llama.

Halo Halo Halo

Estado de

Grande Mediano pequeio Sin Halo semen Autor

24+ 38 81173 149+7.7 16+1.2 Fresco Carretero et al., (2016)
80.8 +13.6 16+1.2 176 £12.9 Fresco Carretero et al., (2014)

5464 £2.31 40.09+ 213 3.36+£0.47 1.90+0.32 Fresco Rodriguez (2013)
60.2+338 3181269 68164 12+1.6 Fresco Carretero et al., (2012)
22+3.0 79.1 £6.6 17.7+7.3 1.0+£1.0 Refrigerado Carretero et al., (2016)
61.3 £22.8 3.3+28 354 £22.7 Refrigerado Carretero et al., (2014)
6.2+9.7 472 +28.2 46.6 +251 Descongelado Carretero et al., (2014)

53.87+ 2.67 40.79+2.84 344 +£0.52 1.89+0.28 Descongelado Rodriguez (2013)

Fuentes: Indicadas
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2.7. PROCEDIMIENTO DE CONGELACION DE SEMEN DE LLAMA

La congelacién de semen tiene varias etapas, que comprende desde la dilucion hasta

obtener el semen descongelado.

2.7.1 Dilucioén

Bustinza (2001) menciona que para hacer una adecuada dilucion se utiliza la
concentracion, el volumen del semen, el porcentaje de espermatozoides vivos, muertos y los
anormales.

La inseminacion artificial con semen diluido se puede realizar con un rango de
concentracion que va de 8 a 16 millones de espermatozoides por ml (Cardenas, 2002; Alarcon

et al., 2012; Ordofez et al., 2013).

2.7.2 Enfriamiento - refrigerado

El proceso de refrigeracion también puede utilizarse como método de conservacion a
corto plazo para lo que necesita diluyentes adecuados que deben contener componentes
especfificos, es decir, una solucion tampon, sales, azucares y sustancias que aporten una cierta
protecciéon de la membrana en el descenso de temperatura, como la yema de huevo (Choez,
2010).

La refrigeracion es la disminucion gradual de la temperatura para lograr una baja
movilidad, generalmente manteniendo en 4 a 5°C. El tiempo de refrigeracion puede ser de una

hora (Ordofiez et al., 2013) o de 2 horas (Baca, 1998; Cuba, 2000; Morton et al., 2007).

2.7.3 Adicién de crioprotector y envasado

Las pajillas de cloruro de polivinilo (de 0.25 - 0.50 ml) son las mas difundidas por sus
ventajas de ocupar menos area de almacenamiento, mejor supervivencia, mejores indices de

concepcion y buena congelacion. (Baca, 1998; Cuba, 2000)
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Morton et al., (2007) en un experimento con espermatozoides del epididimo de alpaca,
investigaron la congelacion de semen en pellets y pajuelas, logrando la mejor recuperacion de
espermatozoides después de la congelacién en pellets.

El semen diluido puede ser envasado en forma de pellets (Morton et al., 2007; Ordofiez
et al., 2015) y en pajuelas de 0.25 ml (Cuba, 2000; Banda et al., 2010; Flores et al., 2015) y 0.5
ml (Cardenas, 2002; Aller et al., 2003; Morton et al., 2007; Ordofiez et al., 2013; Zirena, 2014) y

sellado con alcohol polivinilico.

2.4.4 Equilibrado, congelacion y almacenamiento

El mayor desafio para las células en el proceso de congelacion no es resistir a las bajas
temperaturas del nitrégeno liquido (NL), sino mantener la viabilidad en un rango de temperaturas
entre los —15 y —60°C que las células experimentan durante la congelacién y la descongelacion,
ya que a —196°C no se producen reacciones térmicas, puesto que debajo de los —130°C no existe
agua en estado liquido (Choez, 2010).

El tiempo recomendado para el equilibrio es de 45 a 60 minutos y mantenido en
refrigeracion de 4 - 5°C de temperatura (Baca, 1998; Cuba, 2000; Aller et al., 2013; Ordonez et
al., 2013; Ordonez et al., 2015; Flores et al., 2015).

La congelacion en forma horizontal se hace en un depdsito de tecnopor, donde se vierte
NL hasta una altura de 4 cm, las pajuelas son colocadas en una gradilla a una altura de 4.5 cm
por sobre el NL, y se congela con los vapores por 8 minutos y sumergidas en NL (Cardenas,

2002), para posteriormente ser transferido a los tanques criogénicos y almacenado a -196°C.

2.7.5 Descongelacién

Los procesos de la descongelacion se realizaron a 35 - 37°C durante 30 segundos a un
minuto (Cuba, 2000; Aller et al., 2003; Cardenas, 2002; Morton et al., 2007; Ordofiez et al., 2013;

Flores et al., 2015), 38°C por 60 segundos (Zirena, 2014), 42°C por 45 segundos (Banda et al,,
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2010). El éxito final de un procedimiento de congelacién esta condicionado por el proceso del
descongelado, se debe guardar el ritmo de enfriamiento y calentamiento (Choez, 2010).

Cuba (2000) evaluando la motilidad y vitalidad de semen congelado a diferentes tiempos
de descongelado: 24 horas, 7, 15y 30 dias; concluye que no hay diferencia entre los diferentes
tiempos de almacenamiento.

2.8. CRIOPRESERVACION DE SEMEN

El fin de los protocolos de criopreservacion es la de obtener mejores resultados en
relacion con la supervivencia espermatica y la fertilidad del semen al descongelamiento, la
criopreservacion permite el mantenimiento de la viabilidad y funcionalidad celular a temperaturas
muy bajas, por lo que es posible detener el proceso que sufre el espermatozoide desde la
eyaculacion hasta la fecundacién y conservarlo potencialmente fértil en el tiempo, durante el
proceso de criopreservacion los espermatozoides se ven sometidos a diversos tipos de estreés,
los cuales pueden inducir en la célula espermatica, dafios letales que comprometen su
funcionalidad (Choez, 2010).

Si bien la criopreservacion garantiza la supervivencia de los espermatozoides, tiene
efectos sobre la motilidad y viabilidad de los espermatozoides y es un factor que debe ser
considerado en protocolos de tecnologias de reproduccion asistida, ya que la fertilidad del semen
es el factor mas importante para tener en cuenta al implementar nuevas técnicas o
procedimientos en programas de IA (Aller et al., 2003). La conservacion de espermatozoides y
de su capacidad fertilizante exige la reduccion o interrupcion reversible del metabolismo celular,
esto se consigue mediante el uso de dilutores, ya que los procedimientos de refrigeracion y

congelacion deprimen el metabolismo (Choez, 2010).

2.8.1 Dilutores de semen

Los componentes bioquimicos del plasma seminal de camélidos son similares a otras

especies de ganado doméstico, por esta razén se sugiere que los diluyentes de semen utilizado
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para la criopreservacion de espermatozoides de carnero y toro serian adecuados para el
almacenamiento de semen de camélidos. Sin embargo, a pesar de los intentos de dilucion
utilizando lactosa, sacarosa, citrato - fructosa y tampones, los dilutores disponibles
comercialmente son fabricados para otras especies (Bravo et al., 2000).

Sandoval (2005) menciona que el Tris por su capacidad amortiguadora, osmética y ser
de baja toxicidad, aun en altas concentraciones, es empleado en la criopreservacién de semen
para neutralizar los productos de desecho resultantes del metabolismo de los espermatozoides.

Un dilutor debe aportar los nutrientes necesarios para el mantenimiento metabdlico de la
célula espermatica (glucosa), la proteccion frente al shock térmico por frio (albumina sérica de
ternero), controlar el pH del medio (bicarbonato, tris, Hepes), la presién osmética (sales NaCl,
KCI) y la inhibicién del desarrollo microbiano mediante la adicion de antibiéticos (Avila, 2009).

Para la conservacion de semen de alpaca se han probado varios tipos de dilutores, siendo
el mas usado, el dilutor en base Tris + yema de huevo, encontrando motilidad en semen
refrigerado de 34 — 60% (Banda et al., 2010; Ordonez et al., 2013; Zirena, 2014; Garcia et al.,
2017) y en semen descongelado de 10 — 35% motilidad (Cardenas, 2002; Banda et al., 2010;
Ordonez et al., 2013; Zirena, 2014).

Morton et al., (2007) en un estudio donde comparan tres tipos de dilutor en base a citrato,
lactosa y tris, muestran que la mejor supervivencia espermatica post-descongelacion se obtuvo
para el semen diluido en el medio lactosa (18.2%). Banda et al., (2010) evaluando dilutores ftris,
tes y leche descremada, indica que el grupo leche descremada (17.0%) fue mejor que el grupo
tris (14.0%). Santiani et al., (2005) evaluaron tipos de dilutores encontrando mejores resultados

en el dilutor leche descremada.

2.8.2 Crioprotectores de semen
Los crioprotectores se clasifican en dos grupos: alcoholes (etilenglicol, propilenglicol,

glicerol) y amidas (dimetiformamida, dimetilacemida), un crioprotector ideal debe tener un bajo
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peso molecular, tener buena solubilidad en el agua y tener minima toxicidad a los
espermatozoides (Zimmermann, 2007). El glicerol, por su bajo peso molecular le permite ingresar
a la célulay reemplazar osméticamente el agua intracelular durante el proceso de congelamiento,
esto combinado con una velocidad de congelamiento lenta disminuye la formacion de cristales
de hielo intracelulares (Salamon y Maxwell, 2000).

Los espermatozoides del epididimo responden mejor a la congelacion y descongelacion
de la misma manera como el semen eyaculado, pero no estan atrapados dentro del plasma
seminal (Morton et al, 2008).

Santiani et al., (2005) en un estudio para evaluar dos crioprotectores en el congelamiento
de semen de alpaca obtenido por Vagina Artificial, licuados por acciéon mecanica, concluyeron
que el crioprotector etilenglicol brindé los mejores resultados. Aller et al., (2003) en un estudio en
semen de llama, obtuvieron 20.4% de motilidad usando un dilutor con 6% de glicerol y 8% de
DMSO. Cardenas (2002) obtuvo altos valores de motilidad post-descongelado (35.10%),
utilizando un dilutor base Tris + 30% de yema de huevo y 5% de glicerol.

Choez et al., (2014) Utilizando un dilutor leche descremada - yema de huevo y fructosa
para la recuperacion y dilucion de los espermatozoides epididimarios de alpaca, los cuales fueron
congelados con 8 concentraciones (0, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.25, 1.5 y 1.75 M) de tres tipos de
crioprotectores y encontraron que los porcentajes mas altos de motilidad, viabilidad e integridad
acrosomal se encontraron en los grupos congelados con glicerol, etilenglicol y DMSO utilizando
la concentracion de 1 M.

Carretero et al., (2013) indican que el semen congelado con dilutor a base de lactosa,
yema de huevo y 7% de dimetilformamida presento un porcentaje mayor de movilidad
espermatica que el obtenido al congelar con el diluyente con 7% de glicerol. Crichton et al., (2015)
reporta resultados satisfactorios usando metilformamida en la congelacion de semen de

dromedarios.
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Morton et al., (2007) en un estudio donde comparan tres tipos de dilutor en base a citrato,
lactosa y tris y usando 5, 9 y 3% de glicerol como crioprotector, respectivamente, determinaron
los mejores resultados para la congelacion de espermatozoides epididimarios de alpaca, en el
diluyente en base a lactosa (18.2%). Otros autores usando glicerol como crioprotector
encontraron una motilidad post-descongelado de semen de alpaca de ~18% (Ordofiez et al.,

2013; Zirena, 2014).
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE ESTUDIO

El presente estudio se realizé en los meses de diciembre 2019 a diciembre 2020, se llevo
a cabo en el Centro de Investigacion de Camélidos Sudamericanos CICAS — La Raya, de la
Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco,
ubicado en el Distrito de Marangani, Provincia de Canchis, Departamento de Cusco, en las
coordenadas: 14°28.448 Lat. Sur, 71°02.753’ Long. Oeste y una altitud de 4133 msnm (GPS

Garmin®© Oregodn 300).

Foto 1. Instalaciones del Centro de Investigacion de Camélidos Sudamericanos CICAS - La

Raya
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3.2. MATERIALES Y EQUIPOS

3.2.1. De los animales

Se utilizaron 5 llamas machos seleccionados de la raza Q’'ara y Chak'u, de 4 a 6 afos de
edad, reproductivamente aptos y con buena condicién corporal, antes de iniciar con las colectas
se les realizé un examen clinico de sus 6rganos genitales externos: testiculos, pene y prepucio;

también mencionar que los animales tuvieron las mismas condiciones de manejo y alimentacion.

3.2.2. Materiales y equipos para la coleccion de semen

a. Equipos

Balanza mecanica tipo reloj de 100 kg de capacidad

Electroeyaculador (Electrojac 5 manual/automatico 19/32V)

Ecografo Agroscan L-10, transductor de 5.0 MHz

Foto 2. Equipos y materiales de coleccién de semen
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b.

3.2.3. Equipos y materiales de laboratorio

a.

Materiales
Anestésicos (ketamina y xilacina)
Jeringas descartables de 10 ml
Agujas hipodérmicas de 181/2
Papel toalla
Libreta de campo
Registro de coleccion

Lapiceros

Equipos

Tubos falcon de 50 mly 15 ml
Colchon

Gel para ecografia

Vaselina

Tubos viales 2 ml

Soga

Microscopio de contraste de fases UB200i con camara, platina caliente y fluorescencia

Microscopio Motic

Computadora con software ISAS v 1.2

Software SAS v 8 (Sistema de Analisis Estadistico)

Laptop personal HP
Impresora a inyeccion de tinta

Camara digital 14.5 Megapixel
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Foto 3. Microscopio de contraste de fases, fluorescencia, platina térmica, videocamara
y computadora ejecutando el programa ISAS v.1.2.

b. Materiales

o Portaobjetos y cubreobjetos e Refrigeradora

e Portaobjetos pretratados (Kit Sperm- e Cronometro digital tipo reloj
Halomax®) e Papel bond A4

o Placas de Petri e Algodon

e Micropipetas de 0.5-10 ul y 10-100 pl e Guantes quirurgico, barbijos y gorras

o Tips de 0.5-10 pl, 10-100 pl y 100-1000 pl e Marcador indeleble

¢ Balanza analitica de precision e Gradillas

e Aceite de inmersion e Agua potable

e Etanol de 70° y de 100° e Flotador

e Agua bidestilada (ABD) e Pequena bandeja
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Bario maria e Vaselina sin aromatizante

Barfio seco e Hojas de afeitar
Platina caliente e Jabon carbdlico
Olla de aluminio de 11 e Jeringas tuberculina de 1 ml

Cocina eléctrica

Reactivos e insumos

Kit Sperm-Halomax® (Halotech SL, Madrid, Espafa)
Solucion de lisis (Kit Sperm-Halomax)

Agente reductor (Kit Sperm-Halomax)

Eppendorf con agarosa (Kit Sperm-Halomax)
Coloracion — tincion Wright

Coloracion — tincion Hemacolor

Coloracion — tincion Diff-Quik

Host mas Formaldehido

Solucioén hipoosmoatica: citrato de sodio y fructuosa (HOST test)
Dilutor Base tris

Fructuosa

Citrato de sodio

Alcohol polivinilico
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Foto 4. Kit Sperm-Halomax® (Halotech SL, Madrid, Espafia)

3.2.4. Equipo y material de escritorio
e Lapiceros.
e Cuaderno.
e Calculadora.
e Cronometro.
e Plumones indelebles.
e Cinta masking.
e Laptop con paquete estadistico (SAS v 9.4).

e Capara fotografica.

3.3. INSTALACIONES

Para este trabajo de investigacion se utilizaron los ambientes del Laboratorio de
Biotecnologias Reproductivas del CICAS La Raya y un corral encercado con malla para el

manejo de los machos, durante la coleccion de semen.
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3.4. METODOLOGIA

3.4.1. Seleccion de animales

Los animales fueron seleccionaron del plantel de reproductores del CICAS-La Raya, con
edades comprendidas entre los 4-6 afios, peso de 135.94 * 8.65 kg, medida del testiculo
izquierdo de 6.13 £ 0.94 cm de largo y 2.53 £ 0.18 cm de ancho y 5.51 £ 0.50 cm de largo y 2.73
+ 0.12 cm de ancho para el testiculo derecho; se considerd también que los animales estén
sanos, sin problemas reproductivos, que han demostrado ser fértiles y ademas que muestren
respuesta al método de coleccion de semen, estos animales fueron codificados y suplementados

con vitaminas.

3.4.2. Coleccion de semen
a. Coleccion de semen por el método de electroeyaculacion
Este método de coleccion se realizé en un espacio protegido de la luz solar, se siguié con
la metodologia y técnica descrita por Director et al., (2007).
e Se registro el peso de cada macho, de esta manera determinar la dosis de anestésico
a utilizarse.
e Se midi6 la distancia ano-préstata, para dicha medicion se us6 un transductor
ecografico y una regla milimetrada.
e Posterior a la medicion de distancia de ano-préstata, los animales fueron sedados con
la aplicacion de una solucion de Ketamina al 10% (3.5—4 mg/Kg PV) y una solucion de
Xilacina al 2 % (0.2 mg/Kg PV), por la via intravenosa, con el fin de mantener sedado
al animal por un lapso de 15 min.
¢ Una vez sedado, el animal fue colocado sobre un colchén en posicién decubito lateral
y se procedié al lavado del prepucio con agua destilada temperada a 37°C, donde

también se hizo la limpieza de las heces presentes en el recto del animal.
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e Para realizar la estimulacion eléctrica, se lubricé la sonda con gel de ecografia y se
introdujo cuidadosamente en el recto del animal a la profundidad determinada
anteriormente con el ecografo, colocando los electrodos en la mitad caudal de la
prostata. El voltaje fue gradualmente aumentando de 1 V hasta los 14 V, alternando
periodos de estimulacion propiamente dicha de 3 segundos, con un intervalo de reposo
de 1 segundo, la ereccién se logré entre 5 a 7 V y la eyaculacion entre 10 a 14 V.

e Las muestras obtenidas se almacenaron en bafo maria seco a 37°C, hasta el
momento de su evaluacion y posterior dilucion.

La frecuencia de coleccion por este método fue de una colecta por semana para cada

macho, hasta completar con las eyaculaciones requeridas para la investigacion. Se descartaron
los eyaculados con un menor volumen, baja concentracion de espermatozoides, alto contenido

de plasma y presencia de orina.

Foto 5. Coleccion de semen por el método de electroeyaculacion
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COLECCION DE SEMEN
POR ELECTROEYACULACION

PESADO DE LAS LLAMAS }

Un dia antes de la coleccion de
semen se puso a los animales en ayunas
y al dia siguiente en la manana se realizd
la coleccion de semen.

SEGUN AL PESO DE CADA ANIMAL
e KETAMINA 3.5 mg/Kg de P.V.

PROSTATA

—

ECOGRAFIA RECTAL DE LA }

ANESTESICO KETAMINAY

XILACINA
e XILACINA 0.2 mg/Kg de P.V.

e Limpieza de la zona pene-prepucial

LIMPIEZA DEL PENE Y con 10 ml de agua destilada a 37°C.

PREPUCIO

[ APLICACION DEL |:>
[ PROTOCOLO DE :

e Desenvainar el pene.

—

2

/. Incremento de Voltaje: Cada 2 voltios \
PROTOCOLO DE e Rango de voltaje: 1 Va 14V
ESTIMULACION [> e Duracion de cada estimulo:3”
ELECTRICAA NIVEL DE ¢ Intervalo de reposo:1”
LA PROSTATA e Duracion de la estimulacion: 8 -15 min.

Figura 1. Flujograma del protocolo de colecciéon de semen mediante electroeyaculacién en

llamas
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3.5. EVALUACION MACROSCOPICADEL SEMEN DE LLAMA

La evaluacion de las caracteristicas macroscoépicas del semen de llama obtenido por el
método de electroeyaculacion, se realizé inmediatamente después de la coleccion.
3.5.1. Volumen

Para el método de electroeyaculacion se registré comparando con la escala graduada del
tubo colector el cual esta expresada en mililitros (ml), dichas lecturas se determinaron por

observacion directa.

3.5.2. Color

Se confirmdé al observar directamente la muestra, para el método de colecta por

electroeyaculacion (foto 6).

Foto 6. Evaluacién del color y volumen de semen colectado por EE, se consideraron

tonalidades de blanco: lechoso (l), lechoso claro (ll) y cristalino (lll).

3.5.3. Filancia

Para medir la filancia del semen, se aspiré 10 ul de semen con una micropipeta, de los

cuales 5 pl se depositaron sobre una placa Petri, se levantd la micropipeta para observar la
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formacion del hilo y se midié la distancia donde el hilo se rompe esto con ayuda de una regla

milimétrica.

Foto 7. Filancia de muestra de semen de llama colectada por EE.
3.5.4. pH
Para medir el pH de los eyaculados colectados se utilizo tiras reactivas de pH, las cuales
son tiras de papel impregnadas con una sustancias quimica que en funcion de la acidez o la
basicidad de la muestra cambien de color, sus indicadores responden a la escala oficial de pH

que va de 1 a 14, donde 1 es una sustancia muy acida y 14 muy alcalina.

3.6. EVALUACION MICROSCOPICADEL SEMEN DE LLAMA

3.6.1. Motilidad y concentracion espermatica

Para el andlisis de la motilidad y la concentracion se procedio a colocar 5 pl de la muestra
de semen en una lamina portaobjetos (temperada a 37 °C), posteriormente fue cubierta con una
laminilla cubreobjetos a la misma temperatura y observado con un objetivo de 10X del
microscopio y analizada en el médulo de Motilidad del Integrated Semen Analysis System (ISAS®
v.1.2), se tomaron 10 fotogramas con una configuracion de 25 fotos/segundo. Posteriormente los
fotogramas se corrigieron ya que el programa reconoce otras particulas como espermatozoides

lo que nos llevaria a errores (PROISER, 2010).
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El mddulo de motilidad del ISAS evallua parametros de motilidad espermatica como
espermatozoides: estaticos, moviles no progresivos y moviles progresivos y otros parametros de
motilidad: velocidad curvilinea (VCL), velocidad rectilinea (VSL), velocidad media (VAP), indice
de linealidad (LIN), indice de rectitud (STR), indice de oscilacion (WOB), amplitud del
desplazamiento lateral de la cabeza del espermatozoide (ALH), frecuencia de batida de la cabeza

(BCF).
3.6.2. Vitalidad espermética

La vitalidad espermatica se determind con la tincién de eosina — nigrosina. Para esto,
sobre un portaobjetos previamente rotulado y calentado a 37 °C, se coloc6 10 yl de semen con
10 pl de la tincion, luego se homogenizoé y después de 30 s se realiz6 el frotis (foto 8), dejando
secar a temperatura ambiente. Las muestras fueron observadas en el microscopio BA310 Motic
en un objetivo de 40X, y se uso el software Motic Imagen Plus 2.0 ML para contar un minimo de
200 espermatozoides, considerando espermatozoides vivos aquellos donde el colorante no
penetrd en la cabeza y fue expresado en porcentaje de espermatozoides vivos, segun lo descrito

por Tribulo, (2009).

Foto 8. Frotis con tincion de eosina y nigrosina para la prueba de vitalidad
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3.6.3. Morfometria espermatica
Para esta evaluacion se hizo la utilizaciéon del kit de coloracion Hemacolor® (foto 09),
procedimiento descrito segun el kit de coloracion.
e Se realizé un frotis empleando 5 pl de muestra, una vez secada fueron tefidas con la
técnica de coloracion de Hemacolor, la cual consiste en:
o Realizar 5 inmersiones de la muestra por 1 s en la solucion 1 (solucién de fijacion,
contiene metanol).
o Realizar 3inmersiones por 1 s en la solucion 2 (reactivo de coloracion rojo, contiene
eosina 1.37g/l + PO43-).
o Realizar 6 inmersiones por 1s en la solucion 3 (reactivo de coloracién azul, contiene
azure 1.7 g/l + PO43-).
o Sedejé secar la muestra en posicion vertical a temperatura ambiente.
La evaluacion morfométrica fue visualizada en un objetivo de 100X bajo aceite de
inmersioén, en el médulo de morfometria del ISAS (foto 09), se capturaron un minimo 200 cabezas

de espermatozoides por muestra.

Foto 9. Kit de tincion Hemacolor® y espermatozoides capturados en el modulo de

morfometria del ISAS.
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3.6.4. Integridad acrosomal

La evaluacién de esta caracteristica microscopica se realizé con la tinciéon de Coomasie

blue segun descrito por Fumuso et al., (2014), el cual sigue el siguiente procedimiento:

La solucién de Comasie blue fue preparada por 25 ml de metanol, 5 ml de acido acético
al 50 %, 0.11 gr de Comasie blue G250 y 20 ml de agua destilada y la solucion
formaldehido al 4% fue preparada por 10ml de formaldehido al 40% (formol) y 90 ml de
PBS.

Se procedié a realizar un frotis colocando 5 pl de muestra de semen sobre una placa
portaobjetos, una vez secada al medio ambiente fue sumergida en la solucién
Formaldehido al 4% durante 15 min.

Concluido el tiempo de fijacién se realizé el lavado con 2 a 3 inmersiones por 1 s en PBS
y se paso a secar por 2 min a temperatura ambiente.

Luego se sumergio la placa en la solucién Coomasie blue por 5 min y terminamos el
proceso con el lavado en agua bidestilada (2 a 3 sumergidas) y dejamos secar al
medioambiente.

Para la evaluacion de la integridad del acrosoma se observo en el microscopio BA310

Motic en un objetivo de 40X, donde se usé el software Motic Imagen Plus 2.0 ML para contabilizar

un minimo de 200 espermatozoides por muestra, asi determinando el porcentaje de

espermatozoides con acrosoma intacto, dicha evaluacion se baso en 2 patrones, segun Fumuso

et al,, (2014).

Espermatozoides con presencia del capuchdn acrosomal (acrosoma tefido de azul)

Espermatozoides con ausencia del capuchén acrosomal (zona acrosomal sin tefir)
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Foto 10. Evaluacion de la integridad acrosomal en semen de llamas, Espermatozoides con
presencia del capuchén acrosomal (I) y Espermatozoides con ausencia del capuchén

acrosomal (lf).

3.6.5. Funcionalidad de la membrana espermaética.

Esta evaluacion se realizé con la prueba de HOST (Hipo Osmotic Swelling Test), que
consiste en la exposicion de los espermatozoides en un medio hipoosmatico (Jeyendran et al.,
1984)

La solucion hipoosmética fue preparada por 0.0245 gr de citrato de sodio, 0.045 gr de
fructosa y 10 ml de agua bidestilada, con una osmolaridad calculada de 50 mOsm/I. La solucién
formolada fue preparada de 1 ml de la propia solucién hipoosmética mas 3 pl de formaldehido al
40% segun Vasquez et al., (2012).

e Enun tubo eppendorf se colocé 100 ul de solucion hipoosmdética previamente temperado,
luego con el uso de una micropipeta y tips se incubo 25 yl de muestra de semen en el
medio hipoosmatico por un espacio de 15 minutos a 37 °C.

e Para detener la reaccién se afadio 31 ul de la solucion formolada, fue homogenizada y
enfriada a temperatura ambiente.

e Posteriormente se puso 5 pl de la muestra incubada sobre un portaobjetos, cubierto por
un cubreobjetos fue evaluado en el microscopio BA310 Motic a un objetivo de 40X, se
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hizo uso del software Motic Imagen Plus 2.0 ML para asi contabilizar un minimo de 200

espermatozoides por muestra.

Finalmente el conteo y clasificacion de los espermatozoides fueron analizados en funcion
a tres patrones de reaccion, segun Vasquez et al., (2012).

o Espermatozoides con reaccion fuerte (cola enrolladia).

o Espermatozoides con reaccién moderada (cola semienrollada).

o Espermatozoides sin reaccion (cola recta).

Foto 11. Evaluacion de la funcionalidad de la membrana espermatica en semen de llamas,
espermatozoides con reaccion fuerte (l), espermatozoides con reaccidon moderada (ll) y
espermatozoides sin reaccion (lll).

3.7. INDICE DE FRAGMENTACION DEL ADN ESPERMATICO (IFAE)

La evaluacion del indice de fragmentacion del ADN espermatico colectado por
electroeyaculacion se realizé segun el método de Dispersién de la Cromatina Espermatica (SCD
Test) observado en el microscopio BA310 de Motic en el objetivo 100X con base de aceite de
inmersioén, se tomod fotos en el microscopio para asi dibujar el area del nucleo y area del halo
para tal hecho se hizo uso del software Motic Imagen Plus 2.0 ML, de esa manera identificar los
espermatozoides fragmentados y no fragmentados. Para lo cual se utilizé el protocolo establecido

por HALOMAX- HALOTECH DNA®. El protocolo incluye la inmersion del semen en las laminas
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de agarosa, refrigerado de las ldminas de agarosa y retirado de las laminillas de las laminas de
agarosa, tratamiento con la solucién de lisis (Halomax ®) y por ultimo el protocolo de tincion con
Diff Quik mas el colorante Wright y su posterior lectura de las laminas en el microscopio BA310

Motic (Halosperm (Halotech SL, Madrid, Esparia)).

Foto 12. Evaluacion del indice de fragmentacion del ADN espermatico observado en el
microscopio BA310 de Motic.

3.7.1. Protocolo de fragmentacion del ADN espermatico

Segun especificacion del producto, se siguio el siguiente procedimiento:

Dentro del kit de fragmentacion Halomax ® se tomé un tubo eppendorf que contenia
agarosa (500 pl) de bajo punto de fusién, se puso en un flotador y se calentdé en agua a 86°C
durante 5 minutos hasta que la agarosa este completamente liquida.

Posteriormente se transfirié el tubo eppendorf de agarosa al bafo seco a 37°C y se dejo

por 5 minutos hasta que la temperatura de este se haya equilibrado.
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Mientas tanto en otro tubo de eppendorf rotulado se coloc6 25 ul de muestra fresca y
diluida en caso de muestra refrigerada o descongelada, todas las muestras a una temperatura
de 37°C, luego se le agrego 50 pl de agarosa y se pas6 a mezclarla suavemente.

De la muestra de semen mezclada con la agarosa, con ayuda de una micropipeta de 10
Ml y tips se coloco 2 ul en cada pocillo de la lamina portaobjetos del kit de fragmentacion Halomax
®, posteriormente las laminas se cubrieron con cubreobjetos sin generar burbujas de aire.

Las laminas portaobjetos se deben mantenerse en posiciéon horizontal a lo largo de todo
proceso.

Para gelificar la agarosa y los espermas queden inmersas en la agarosa, la lamina
portaobjeto se llevd a refrigerarse dentro de la refrigeradora a 4°C por 5 minutos en posicion
horizontal

Concluido el tiempo de refrigeracion se paso a retirar los cubreobjetos de la lamina
portaobjetos cuidadosamente, para facilitar este proceso se tuvo que calentar el portaobjeto
ligeramente friccionado sobre nuestra piel.

La lamina portaobjetos fue incubada en 10 ml de solucion de lisis (Halomax) mas 35 pl
de agente reductor (Halomax) durante 5 minutos en una bandeja de incubacion descartable, se
realizé con mucho cuidado ya que la solucion de lisis es muy toxica y tiene la funcién de retirar
la membrana plasmatica del espermatozoide y de esta manera dejar salir los bucles de ADN.

Después de la incubacién se prosiguio con el lavado en agua destilada durante 5 minutos,
para sacar el excedente de la solucion de lisis.

Para la deshidratacion se coloco etanol de 70 ° en una placa de Petri, donde se sumergio
la lamina portaobjetos por dos minutos y posteriormente en etanol de 90° durante 2 minutos para
fijar los espermatozoide en la agarosa, luego se dejé secar al aire libre sin polvos fuera del
alcance de los rayos solares y a temperatura ambiente para su posterior tincion.

Para la tincién del portaobjetos se emplearon las tinciones Diff Quik y Wright. En la tincion
Diff Quik | (EOSINA) se incubo por 6 minutos, luego por otros 6 minutos en Diff Quik Il (azul de
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metileno), posteriormente en la tincién Wrigth por 15 minutos y finalmente su lavado con agua
destilada para quitar el exceso de Colorante Wrigth, se dejo secar a temperatura ambiente y su
posterior lectura y evaluacién en el microscopio BA310 de Motic, se tomd imagenes usando el
software Motic Imagen Plus 2.0 ML , en el cual aleatoriamente se grafico, clasificod y contabilizd
los espermatozoides fragmentados y no fragmentados, logrando identificar 500 espermatozoides
por estado; de esta manera calcular el porcentaje de fragmentacién y conocer el area del nucleo

y halo en cada estado seminal.

Foto 13. Inmersion de laminas de agarosa en solucion de lisis (Halomax), agente reductor

(Halomax) y etanol al 70° y 90°
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Foto 14. Inmersion de laminas de agarosa en la tincion Diff Quik y Wright.

3.7.2. Control positivo paralatécnica SDC

El control positivo que se hizo para el presente trabajo de investigacion fue de dos formas:
Exposicion de la muestra de semen a rayos UV durante 25 minutos y por 30 min en agua caliente
a 85°C, estos tratamientos fueron efectivos para producir fragmentacion del ADN espermatico
(presencia de halo en todos los espermatozoides). Se obtuvo el 80,98% de espermatozoides

fragmentados o dafiados (Nancy, 2015).

3.7.3. Patrones de evaluacion de la fragmentacion del ADN espermaético en llamas

Se siguid los patrones de fragmentacién del ADN espermatico establecidos por Halomax
®, espermatozoides sin halo corresponden a espermatozoides no fragmentados o con ADN
espermatico intacto y espermatozoides con halo de dispersion de cromatina pertenecen a

espermatozoides con ADN fragmentado.

Posado et al., 2014 clasificaron los espermatozoides en dos categorias en funcién a la

morfologia obtenida en el halo espermatico. Espermatozoides no fragmentados: Aquellos
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espermatozoides sin halo y solo visible un nucleo de bordes lisos, y aquellos con bucles de ADN
adheridos al core que muestran pequefios halos, es decir, con ligeras irregularidades y pequefias
trazas de halo alrededor del core. Espermatozoides fragmentados: Formacion de halo mediano
o grande alrededor de la cabeza del espermatozoide, producto de la difusién periférica de
fragmentos de cromatina; cuando el tamario de halo del ADN supera en mas de la mitad del radio
del core, se clasifica como halo grande, si hay un halo mas pequefio al radio del core pero que

excede las trazas se considera un halo mediano.

Foto 15. Patrones de fragmentacion de ADN del espermatozoide de llamas sometidos a la

técnica SCD. Espermatozoides con: () sin Halo, (ll) Halo pequenio, (lll) Halo mediano y (IV) Halo

grande.
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PROTOCOLO DE FRAGMENTACION
DEL ADN ESPERMATICO EN LLAMAS

La muestra seminal fue diluida con dilutor
Base Tris a una concentracion de 15 a 20x10s
espermatozoides por ml. Al mismo tiempo se
calent6 agarosa a 86°C logrando una
consistencia liquida.

Dilucion de
semen

En un tubo de eppendorf previamente
calentado se colocé 25ul de muestra mas 50 pl
de agarosa, luego se depositd 2 pl de la muestra
mezclada en los pocillos del portaobjeto del kit y
se cubrié con la lamina cubreobjetos.

de los

portaobjetos durante 5 minutos para gelificar la agarosa.

Inmersién de
la muestra en
la agarosa
[ Refrigeracion }

J

Incubacién de
los portaobjetos
en la solucién
lisis

5 min luego se lavd con agua bidestilada
durante 5min y por ultimo se deshidrato con
etanol de 70° y 100° cada uno por 2 min.

Se incubo en 10 ml de solucion de lisis
mas 35 ul de agente reductor (Halomax) durante

La tincion se hizo 6 min. en Diff Quik 1 y II

15 min. en tincion Wrigth

Lavado con agua de grifo por un minuto
Lectura y evaluacion en el Microscopio BA310
de Motic.

Tincion de los
portaobjetos con
DIFF QUIK'Y
WRIGHT

\
Se refrigero los portaobjetos con agarosa
y muestra seminal a una temperatura de 4°C

Figura 2. Flujograma de la fragmentacion de ADN espermatico en semen fresco,

refrigerado y descongelado colectado por EE.
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3.7.4. De lacomparacion del porcentaje de indice de fragmentacion de ADN espermatico
entre semen fresco, refrigerado y descongelado.

La comparacion del porcentaje de indice de fragmentacion ADN espermatico entre semen
fresco, refrigerado y descongelado fue de acuerdo al siguiente cuadro 18.
Cuadro 18. Criterio de evaluacién del porcentaje del indice fragmentacion de ADN espermatico

de semen de llama.

Fragmentacion Criterio de evaluacion
de ADN
<15% Bueno
15-30% Medio
> 30% Critico

Fuente: Halosperm (Halotech SL, Madrid, Espaia)
3.8. PROCESAMIENTO DE SEMEN

Una vez obtenida la muestra de eyaculado y colocada en el bafio maria seco, se procedio
a anadirle una enzima llamada papaina para reducir su viscosidad (caracteristica del semen de
llama) esto para obtener una mayor motilidad en los espermatozoides, transcurrido los 20 min se
le agrego 1 pl de inhibidor de papaina por cada 1 ml de muestra de semen para parar la accion
de la papaina, luego de este procedimiento se procedié a evaluar todas las caracteristicas

mencionadas a continuacion.

3.8.1. Degelificacion

Por la alta viscosidad observada en el semen de llama, que evita su manejo en las
diferentes pruebas de reproduccioén y crioconservacion se procedio a degelificar las muestras,

similar a lo descrito por (Kershaw-Young et al., 2012).

57



Preparacion de la papaina:

e Prepara en matraz esterilizado 25 ml de Talp.

e Luego agregar 1ml de solucion madre de papaina.

e Se mezcld las sustancias con ligeros movimientos, concluida la mezcla para un mejor
uso, se debera vaciar la mezcla (papaina) a un tubo falcon de 50 ml.

Uso de la papaina:

e Después de la colecta se realizé los examenes correspondientes en fresco incubado
siempre a 37°C.

e Luego se agrego la papaina (1/2:1) (papaina: muestra espermatica), luego se procede al
incubarlo durante 20 minutos.

e Concluido el incubado se agrega el inhibidor de papaina 1ul por 1 ml de muestra, incubar
durante 5 minutos.

e Seguidamente se centrifugd a 3000 rpm x 5 minutos.

e Luego se extrae el sobre nadante, para agregar el dilutor.

3.8.2. Dilucién

Después de la evaluacion de semen fresco, las muestras con una buena concentraciony
motilidad espermatica fueron diluidos con dilutor base Tris (ver Anexo 1), donde a cada muestra
se anadio el volumen apropiado hasta alcanzar una concentracién adecuado para su evaluacion.

El calculo de la dilucion fue determinado por la siguiente férmula:

vie Y v i
15« 106’ !
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Donde:

Vf: Volumen final de la muestra (en ml).

Vi: Volumen inicial de la muestra (en ml).

Ci: Concentracion inicial de la muestra (en 10° espermatozoides/ml).

Vt: Volumen total de dilutor a agregar (en ml) a la muestra.

El dilutor base Tris fue agregado en 2 partes (50% de dilutor “A” y 50 % de dilutor “B”). El
dilutor A fue previamente calentado en bafio maria a 37 °C, para evitar el choque térmico de los
espermatozoides y fue vertido lentamente por las paredes del tubo colector y luego

homogenizado.

3.8.3. Refrigerado
El enfriamiento se hizo en un recipiente con agua a 37 °C que rodeaba al tubo colector y
fue colocado en la refrigeradora, de tal manera que la temperatura descienda gradualmente

desde los 37 °C hasta los 4 °C en un tiempo de 2.5 horas.

3.8.4. Adicion del crioprotector

En este proceso el semen refrigerado colocado en un tubo colector rotulado y mantenido
en refrigeracion a 4 °C, se adicioné el dilutor “B” (ver anexo 1) a 4 °C con un nivel de 5% de
glicerol, la adicion se hizo dentro del refrigerador, para evitar los cambios de temperatura,

vertiendo lentamente por las paredes del tubo colector y luego fue homogenizado.

3.8.5. Equilibrado

Después de la adicion del dilutor B, la muestra fue mantenida en el refrigerador a 4 °C
durante 1 hora mas, con la finalidad que los espermatozoides entren en equilibrio con el

crioprotector con el fin de evitar la cristalizaciéon en el congelado.
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3.8.6. Empajillado

Previamente se hizo el rotulado de las paijillas, codificadas con la identificacion del macho,
porcentaje de crioprotector y fecha de coleccién los que fueron mantenidos en refrigeracion.
Luego se procedié a cargar manualmente en las paijillas de 0.5 ml, con ayuda de una jeringa de
tuberculina modificada para facilitar esta operacion, se dejé un espacio de aire y fue sellado con
alcohol polivinilico y fue colocado inmediatamente en una bandeja con agua temperada a 4 °C,

todo esto se hizo dentro de la refrigeradora para evitar los cambios de temperatura.

Foto 16. Empajillado de la muestra de semen de llamas

3.8.7. Congelacion y almacenado

Se uso6 el método de congelacion horizontal, para lo cual se utilizé una caja de tecnopor
en donde se vertié una porcion de nitrégeno liquido con una altura de 2 cm, las pajillas de semen
se secaron cuidadosa y rapidamente con papel toalla y luego se ubicd sobre una gradilla, a una
altura de 5 cm sobre el nitrégeno liquido, donde se congelaron con el valor de nitrégeno, este

proceso tuvo una duracion de 15 minutos, pasado este tiempo las pajillas se dejaron caer en el
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nitrégeno liquido, por espacio de 10 minutos. Culminado la congelacion, las pajillas se ubicaron
en los globets y portaglobets y colocados en canastillas dentro del tanque de nitrégeno, para ser

almacenados a -196 °C.

Foto 17. Congelacion tipo horizontal de pajillas de semen en vapores de nitrégeno liquido y

tanque de nitrégeno para almacenamiento.

3.8.8. Descongelado

La descongelacion se hizo después una semana de congelada la muestra, con una pinza
de plastico se procedi6 a sacar las paijillas del tanque de nitrégeno, rapida y cuidadosamente fue
sumergido en agua temperada a 37 °C, durante 30 segundos, para luego secarlos y hacer la

respectiva evaluacion microscoépica.
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[ Coleccién de semen ]

~>

[ Método electroeyaculacion ]

>

[ Evaluaciéon macroscépica y }

microscopica

<>
[ 1ra dilutor (Dilutor A) ]

<>
[ Refrigerado ]

[ Evaluaciéon microscoépica }

post- refrigerado

<
[ Adicién de crioprotector ]

q

[ Equilibrado ]

Q

[ Empajillado ]

Q

Congelado

Q

Almacenamiento

Q

Descongelado

Q

Evaluaciéon microscopica
post- descongelado

Figura 3. Flujograma resumen de la evaluacion del semen de llama.
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3.8. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos de las caracteristicas seminales tanto macroscaopicas (volumen, color
y ph) y microscopicas (concentracion, motilidad, vitalidad, integridad acrosomal, morfometria,
funcionalidad de la membrana plasmaética e indice de Fragmentacion del ADN Espermatico),
fueron sometidos a las pruebas de homogeneidad de varianzas (test de Levene) y normalidad
(test de Kolmogorov — Smirnov, y test de Shapiro Wilks), en este ultimo caso segun el numero
de datos. Se utilizé el paquete estadistico SAS v 8.0.
3.8.1. Para las caracteristicas macroscopicas del semen
Para el volumen seminal, pH y filancia se aplico estadistica descriptiva con el
procedimiento Univariate del SAS v 8.0, se determind la media, desviaciéon estandar, coeficiente
de variabilidad y rango de variacion (minimo y maximo del eyaculado).
Con respecto al color seminal también se utilizd la estadistica descriptiva, donde se
determiné el porcentaje de colores, La evaluacion de estas caracteristicas macroscopicas del

semen de llama se dio en un total de 20 eyaculados (n=5,r = 4)

3.8.2. Para las caracteristicas microscopicas del semen

Para evaluar las variables microscopicas de semen fresco, refrigerado y descongelado
(motilidad, parametros cinéticos de velocidad, vitalidad, integridad del acrosoma y funcionalidad
de membrana) se aplicd la estadistica paramétrica, al poseer homogenidad de varianzas y
distribucion normal. Se utilizé el analisis de varianza con un disefo aleatorizado en bloques. La
comparacion de promedios se realizd con la prueba de Tukey y el modelo aditivo lineal empleado

fue el siguiente:
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Yik = u + Ti + Bix + ek

Donde:

i = Estado de semen (3)

J =Animales (5)

k = Colectas (4)

Yijk = Es la observacion de la k-esima colecta de semen dentro del j-esimo macho en el
i-esimo estado del semen

u = Media poblacional

Ti = Es el efecto del i-esimo estado de semen (tratamiento).

Bij = Es el efecto de la k-esima animal (bloques)

gijk= Error experimental.

Las variables morfométricas de la cabeza (elipticidad, rugosidad, elongacion y
regularidad) y de la pieza intermedia (distancia de insercién y angulo de insercion) del
espermatozoide fueron analizadas con la prueba de Kruskal — Wallis.

3.8.21. indice de fragmentacién del ADN espermatico (IFAE)

Para la evaluacién de datos de indice de fragmentacién de ADN espermatico, area del
Halo y nucleo en semen fresco, refrigerado y descongelado se utilizé el andlisis de varianza con
un disefio aleatorizado en bloques y para la comparacién de medias entre tipos de muestra
seminal se utilizo la prueba de Tukey. El modelo aditivo lineal empleado para este parametro

microscopico fue el siguiente:
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Yixk = u + Ti + B + Sij + eju

Donde:

i = Tratamientos (3)

J =Animales (5)

k = Colectas (4)

Yijk = Es la observacion de la k-esima colecta de semen dentro del j-esimo macho en el

i-esimo estado del semen

u = Media poblacional

Ti = Es el efecto del i-esimo estado de semen (tratamiento)

Bj= Es el efecto del j-esimo animal (bloques)

Si = Es el efecto de la k-esima colecta

gijk= Error experimental.

Para determinar la relacion entre los indice de fragmentacion de ADN espermatico (IFAE)
entre los tipos de muestra seminal, porcentaje de vitalidad, integridad acrosomal y funcionalidad
de la membrana espermatico, se empled la correlacion de Pearson (Proc Corr), para estos

calculos estadisticos se utilizo el SAS.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. EVALUACION MACROSCOPICAY MICROSCOPICADEL SEMEN

4.1.1. Caracteristicas Macroscopicas

4.1.1.1. Color
El color del semen de llama colectada por electroeyaculacion se muestra en cuadro 19,
sefialado por datos porcentuales.

Cuadro 19. Porcentaje de color observado en semen de llama obtenido por EE, N=20

Color N %
Blanco lechoso 7 35.0
Blanco lechoso claro 8 40.0
Blanco cristalino 5 25.0
Total 20 100

Para el color de semen de llama, el resultado obtenido en cuanto al color predominante
fue diferente a lo reportado por Gallegos (2019) con 56.3 % de cristalino brillante, Ccoiso (2019)
80% de blanco cristalino, Rodriguez (2013) 73.4% de blanco lechoso y Valle (2013) 100 % de
blanco lechoso. Estas diferencias se deberian probablemente al criterio de evaluacion de cada
autor o al el efecto animal.

4.1.1.2. Volumen seminal

El volumen obtenido de semen de llama colectado por el método de electroeyaculacion

se muestra en el cuadro 20.
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Cuadro 20. Volumen, filancia y pH de semen de llama colectado por el método de EE, n=20

Variable Media £DS CV Minimo Maximo
Volumen (ml) 244 0.84 3435 1.00 4.00
Filancia (cm) 254 061 2420 144 3.64

pH 738 022 3.01 7.00 7.50

Los resultados obtenidos son inferiores a lo reportado por Gallegos (2019) con 3.8 + 0.8
ml, Ccoiso (2019) 3.63 + 1.64 ml, Carretero (2012) 2.8 + 1.6 ml, pero superior a lo reportado por
Rodriguez (2013) 1.6 £ 0.69 ml y Valle (2013) 0.25 ml, Las diferencias estarian sometidos al
efecto animal, condiciones del medio ambiente y la frecuencia de colecta.

4.1.1.3. Filancia

El cuadro 20 también muestra el promedio de filancia de semen de llama colectado por
el método de electroeyaculacion. Para esta caracteristica el valor obtenido a partir de la
evaluacién de 20 muestras es inferior al reporte de Ccoiso (2019) con 3.63 £ 0.93 cm de filancia
y Gallegos (2019) 3.7 + 0.64 cm, las diferencias podrian deberse al efecto animal.

41.1.4. Ph

El promedio PH de llamas colectadas por el método de electroeyaculacion se muestra en
el cuadro 20, La media del PH de semen de llamas es inferior a lo reportado por Gallegos (2019)
y Ccoiso (2019) con valores de 7.0 + 0.1y 7.25 + 0.48 respectivamente, pero superior a lo
reportado por Valle (2013) con un valor de 7.41. Probablemente las diferencias numéricas se

deban al instrumento de medida que cada autor aplicé.
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4.1.2. Caracteristicas microscoépicas

4.1.2.1. Motilidad espermatica
a. Motilidad de espermatozoides progresivos y no progresivos

El analisis de los resultados promedios de espermatozoides moviles progresivos (EMP)
y no progresivos (EMNP) para semen fresco, refrigerado y descongelado, indica que hay
diferencia significativa (p<0.05) entre los diferentes estados de semen de llama, las muestras
refrigeradas tienen mejor respuesta que los demas tratamientos, resultado que posiblemente se
deba a la degelificacion de la muestra refrigerada.
Cuadro 21. Motilidad espermatica progresiva (EMP) y no progresiva (EMNP) en semen fresco,

refrigerado y descongelado de llamas.

EMP (%) EMNP (%)
Etapa Media (%) +DS Media (%) +DS
Fresco 2.29 a 1.94 33.56 a 17.65

Refrigerado 3.33ab 342 3783a 23.28
Descongelado 1.15b 0.71 1761b 1248
Letras distintas muestran diferencias estadisticas significativas (p<0.05).

Los valores de EMP y EMNP obtenidos en semen fresco, son inferiores a lo reportado por
Fumuso et al., (2021) en ambos valores, Guiliano et al., (2010) en EMP, Ccoiso et al., (2020) y
Valle (2013) en EMNP, probablemente la diferencia con los dos primeros y el cuarto autor sea a
la frecuencia de colecta, dilutor empleado, lugar de investigacion y al efecto animal con cuatro
autores; por otra parte, Rodriguez (2013) reporto valores inferiores de EMP y EMNP, la diferencia
con el autor mencionado podria ser al afecto animal y a la condicién medioambiental.

Flores et al., (2021) y Ciprian et al., (2019) quienes trabajaron en alpacas mostraron
valores inferiores de EMP y ENMP en semen refrigerado y descongelado, las diferencias se
deberian a la especie animal, dilutor y crioprotector empleado; de igual manera Fumuso et al.,
(2021) encontré un valor inferior de EMP pero superior de EMNP en semen refrigerado; y semen
descongelado reporto un valor superior para EMP e inferior para EMNP; por otro lado, Fumuso
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et al, (2020) hall6 valores superiores para EMP y EMNP en semen descongelado. Las
diferencias podrian deberse al dilutor y crioprotector usado, protocolo de criopreservacion y a

factores medioambientales.

b. Motilidad total

Para los valores medios de motilidad espermatica en las etapas de fresco, refrigerado y
descongelado en semen de llama, no se encontré diferencias significativas (p<0.05) entre el
semen fresco y refrigerado, pero si con la etapa de descongelado. La etapa de refrigerado tiene
una mejor respuesta a las otras dos etapas, posiblemente a que el proceso de refrigeracion
produce cambios enlas membranas de los espermatozoides y estos cambios predisponen a las
células a reaccionar espontaneamente, fendbmeno que se ha denominado "capacitacion

espermatica" (Neild et al., 2003).

Cuadro 22. Motilidad espermatica (EMP + EMNP) en semen fresco, refrigerado descongelado

de llamas

Etapa Media (%) *DS % CV Minimo (%) Maximo (%)

Fresco 3585a 17.97 50.13 6.92 69.78
Refrigerado 4116 a 24.32 59.10 6.64 80.99
Descongelado 18.76 b 12.33 65.73 6.50 52.00

Letras distintas muestran diferencias estadisticas significativas (p<0.05).

Para las muestras de espermatozoides frescos, Fumuso et al., (2021), Gallegos et al.,
(2021) y Ccoiso et al., (2020) encontraron una motilidad superior a nuestro estudio, la diferencia
posiblemente esté en la época de colecta, condiciones medioambientales con el primer autor y
el efecto animal con todos los autores; mientras, Giuliano et al., (2019), Carretero et al., (2014) y
Rodriguez (2013) obtuvieron resultados inferiores, la metodologia de evaluaciéon y el uso de

degelificante serian las posibles diferencias con el primer y segundo autor y al efecto animal en
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todos los autores. En semen refrigerado, Fumuso et al., (2021) mostré valor superior; mientras,
Giuliano et al., (2019) y Carretero et al., (2014) mostraron valores inferiores a nuestro estudio.
Diferencias que posiblemente sean al dilutor empleado y protocolos de refrigeracion. Fumuso et
al., (2021) y Carretero et al., (2014) en semen descongelado reportaron datos inferiores,
mientras, Fumuso et al., (2020) reporté un dato superior al nuestro. Probablemente estas
diferencias en semen descongelado se deban al dilutor, crioprotector empleado y protocolo de
congelacion.
c. Parametros de velocidad

Los resultados medios obtenidos de los parametros de velocidad (VCL, VSL, VAP, LIN,
STR, WOB, ALH y BCF) se muestran en los cuadros 23 y 24. Existe diferencia significativa
(p<0.05) en el anadlisis estadistico entre semen fresco, refrigerado y descongelado para los
parametros de velocidad VCL, LIN, WOB, ALH y BCF; mientras no se hall6 diferencia significativa
(p<0.05) entre tratamientos para VSL, VAP Y STR entre los tres tipos de muestra seminal.

En semen fresco los valores obtenidos son mayores a los reportes de Rodriguez (2013)
en las variables VCL, VSL, VAP, STR, ALH y BCL pero inferiores en LIN, WOB. Mientras, Ccoiso
et al., (2020), en todos las variables mostro valores superiores a los nuestros.

Para semen refrigerado, con respecto a nuestros datos, Flores et al., (2021) quien trabajo
con alpacas reporta valores mayores de VCL, VSL, VAP, STR Y WOB y menor de LIN. Mientras,
en semen descongelado utilizando DMFA al 4% como crioprotector, reporté valores menores de
VCL; VSL y WOB pero mayores de VAP, LINy STR. Por lo que esta diferencia sea posiblemente

al tipo de enzima degelificante, dilutor, crioprotector empleado y a la especie animal.
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Cuadro 23. Parametros de velocidad de espermatozoides en semen fresco, refrigerado y descongelado de llamas colectadas por EE.

Parametros de velocidad VCL VSL VAP LIN
Media Media Media
Etapas de semen DS DS *DS Media (%) DS
(um/s) (um/s) (um/s)
Fresco 62.70 a 17.49 12.37 a 3.1067 27.33 a 5.8432 20.86 b 6.6749
Refrigerado 4443 b 11.79 12.06 a 3.9075 25.68 a 6.3635 2742 a 6.4146
Descongelado 4274b 11.269 10.63 a 2.8102 23.67 a 5.3628 25.08 a 3.3479

Letras distintas muestran diferencias estadisticas significativas (p<0.05); VCL: Velocidad curvilinea; VSL: Velocidad rectilinea; VAP:
Velocidad promedio de desplazamiento; LIN: Porcentaje de linealidad.

Cuadro 24.Parametros de velocidad de espermatozoides en semen fresco, refrigerado y descongelado de llamas colectadas por EE.

Parametros de velocidad STR WOB ALH BCF

Etapas de semen Media(%) *DS Media(%) *DS Media(um) *DS Media(Hz) *DS

Fresco 4557 a 90438 4485b 7.2785 1.70 a 0.9669 344 a 2.4451
Refrigerado 4714a 9.7189 58.28a 6.8048 1.34 a 0.8848 235a 1.8414
Descongelado 4478 a 49288 56.38a  8.3408 0.71b 0.6549 091b 0.8925

Letras distintas muestran diferencias estadisticas significativas (p<0.05); STR: Indice de rectitud; WOB: Indice de oscilacion;
ALH: Amplitud del desplazamiento lateral de cabeza; BCL: Frecuencia de batido.
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4.1.2.2. ConcentraciOn espermatica
La media de las concentraciones de semen fresco de llamas colectadas por el método de
electroeyaculacién se muestra en el cuadro 25.

Cuadro 25. Concentraciéon espermatica (unidad) en semen fresco de llamas colectadas por EE.

Variable microscopica Media (10° spz/ml) DS %CV Minimo Maximo

Fresco 65.26 2432  37.27 33.1 146.5

La media de la concentracion espermatica de semen fresco por el método de
electroeyaculacion es superior al reporte de Giuliano et al., (2019) quien utilizo colagenasa como
enzima degelificadora y Laruta, et al., (2016) jugo de pifa, por tanto la diferencia podria deberse
al uso de enzima degelificadora condicion medioambiental en ambos autores y metodologia de
evaluacion con el primer autor; mientras, Gallegos et al., (2021), Ccoiso et al., (2020) y
Rodriguez., (2013) reportaron valores superiores al nuestro. La diferencia en los reportes se
deberia al factor animal y al tiempo de colecta con el ultimo autor.

4.1.2.3. Vitalidad Espermética

En el andlisis de medias de los resultados de espermatozoides vivos en semen fresco,
refrigerado y descongelado, se determiné que no hay diferencia significativa (p<0.05) entre el
semen fresco y refrigerado pero si con el descongelado, los datos correspondientes a esta
caracteristica se muestran en el cuadro 26.

Cuadro 26. Vitalidad espermatica en semen fresco, refrigerado y descongelado de llamas

colectadas por EE.

Estado Media (%) DS % CV Minimo (%) Maximo (%)

Fresco 66.50a 12.00 18.05 41.41 81.94
Refrigerado 56.91a 13.19 23.18 31.43 78.10
Descongelado 36.89b 14.94 40.49 14.55 64.62

Letras distintas muestran diferencias estadisticas significativas (p<0.05).
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Los resultados obtenidos son superiores a lo reportado por Fumuso et al., (2021) quien
uso lIsotiocianato de fluoresceina — Arachis aglutinina hipogaea combinado con yoduro de
propidio para su evaluacion, Giuliano et al., (2019) tincion de fluorocromos diacetato de 6-
carboxifluoresceina (CFDA) y ioduro de propidio (Pl) ambos en semen fresco, refrigerado y
descongelado. La diferencia de valores con ambos autores podria deberse a la tincién empleado
en la evaluacion, edad de los animales y condiciones medioambientales. Gallegos et al., (2021),
y Ccoiso et al., (2020) también reportaron valores inferiores usando eosina y nigrosina en semen
fresco. El factor animal podria ser la diferencia de valores con los dos autores. Por otro lado,
Fumuso et al. (2019) usando isoticianato de fluoresceina- Arachis hypogaea/yoduro de propidio
(FITC - PNA/PI) hallo un valor igual al nuestro en semen fresco pero inferior en semen
descongelado al igual que Fumuso et al., (2018), la diferencia posiblemente se deba a la tincion
empleada por el autor; Laruta, et al., (2016) también en semen descongelado reporto un valor
superior usando eosina y nigrosina en La Paz-Bolivia, la diferencia estaria en las condiciones
medioambientales y factor animal. En semen descongelado, nuestro valor fue mayor al reporte
de Aller et al., (2003) quien uso Sulfato de estreptomicina y dimetilsulfoxido en el dilutor. Por lo
que la diferencia posiblemente se deban al tipo de dilutor empleado y lugar de investigacion.

4.1.2.4. Morfometria espermatica

Los resultados de morfometria espermatica de las variables de cabeza y pieza intermedia,
para muestras evaluadas en semen fresco, refrigerado y descongelado se muestran en los
cuadros 27 y 28. Al hacer la comparacion de medias entre células espermaticas evaluadas enla
etapa fresco, refrigerado y descongelado no se observé diferencias significativas (p<0.05) para
las variables ancho, area, elipticidad, rugosidad y elongacién de la cabeza y ancho de la pieza
intermedia, indicando que existe una ligera variacién en el tamafo de la cabeza en todo el

proceso de criopreservacion.
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Cuadro 27. Morfometria espermatica de las variables de cabeza en semen fresco, refrigerado y descongelado de llamas colectadas

por EE.
CABEZA
Longitud Ancho Area Perimetro Acros. Elipt. * Rugos. * Elong. * Regul. *
(um) (um) (un??) (um) (%) (#) (#) (#) (#)
Fresco Prom. 5.82 a 324a 1554 a 16.68 a 4521 b 1.81 a 14.46 a 0.28 a 0.96 a
+ DS 0.27 0.14 1.12 0.74 3.50 0.09 28.09 0.02 0.01
Refrig. Prom. 5.66 b 320a 1520 a 16.22 ab 51.64 a 1.78 a 19.67 a 0.28 a 0.94 b
+DS 0.22 0.13 0.82 0.68 3.42 0.10 20.42 0.02 0.01
Desc. Prom. 5.64 b 321a 1524 a 15.99 b 50.65 a 1.77 a 16.74 a 0.27 a 0.93b
+ DS 0.21 0.15 0.79 0.51 3.86 0.10 20.43 0.03 0.02

Desc.: Descongelado Acros: Acrosoma Elipt: Elipticidad Rugos: Rugosidad Elong: Elongacion Regul: Regularidad *: Variables no

dimensionales

Letras distintas muestran diferencias estadisticas significativas (p<0.05).
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Cuadro 28. Morfometria espermatica de las variables de la pieza intermedia en semen fresco, refrigerado y descongelado de llamas

colectadas por EE.

PIEZA INTERMEDIA

Ancho (um) Area de P.l. Dist. Insercion Ang. Insercion
(um2) (um) )

Fresco Media 1.23 a 3.76 a 0.23 a 9.65 a

+ DS 0.11 0.40 0.06 4.61
Refrig. Media 1.23 a 3.15b 0.21 ab 743 Db

+ DS 0.10 0.42 0.03 1.16
Desc. Media 1.21 a 321b 0.20 b 7.39b

+ DS 0.09 0.54 0.02 1.30

Letras distintas muestran diferencias estadisticas significativas (p<0.05).
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También, el cuadro 27 muestra que el valor promedio de la longitud, ancho, area y la
circunferencia de la cabeza de los espermatozoides del semen fresco son mayores que el valor
promedio de los espermatozoides refrigerados y descongelados.

Los parametros de morfometria espermatica de la cabeza y pieza intermedia
determinadas en este estudio son superiores al reporte de Gallegos (2019) y Rodriguez (2013)
pero inferiores en los parametros de acrosoma de la cabeza y ancho de la pieza intermedia,
ambos autores utilizaron el Equipo Integrated Sperm Analysis System (ISAS) v 1.1 y microscopio
de contraste de fases UB200i, por lo que la diferencia estaria en el efecto animal; por otro lado,
nuestros valores son inferiores al reporte brindado por Casaretto et al., (2012) quien uso una
camara Leica DC180 para capturar las imagenes de las cabezas de los espermatozoides, la
diferencia podria deberse a la metodologia de evaluacion y condicion medioambiental.

4.1.2.5. Funcionalidad de la membrana espermética

Al analizar la media de la funcionalidad de la membrana espermatica en semen fresco,
refrigerado y descongelado, se determiné que existe diferencia significativa (p>0.05) entre los
tres estados de semen, por otro lado se observa que hay mayor porcentaje de reaccion total de
la funcionalidad de membrana espermatica en semen fresco y refrigerado comparado con el
descongelado (Cuadro 29), esto debido a la disminucion considerable de la funcionalidad de la
membrana espermatica durante el proceso de criopreservacion, principalmente al efecto de la
temperatura y la presion osmotica que ocasionan cambios en la permeabilidad, composicién

lipidica de las membranas espermaticas y en el liquido intracelular (Carretero et al., 2014).
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Cuadro 29. Reaccion total de la funcionalidad de membrana espermatica en semen fresco,

refrigerado y descongelado de llamas colectadas por electroeyaculacion.

Estado Media (%) DS % CV Minimo (%) Maximo (%)
Fresco 53.93 a 27.27 50.57 15.53 88.27
Refrigerado 52.84 ab 23.10 43.72 19.91 91.98
Descongelado 4099 b 13.23 32.28 16.26 65.40

Letras distintas muestran diferencias estadisticas significativas (p<0.05).

Los resultados obtenidos en semen fresco son superiores a Ccoiso et al., (2020) y
Rodriguez (2013) valores obtenidos en el CICAS — La Raya, la diferencia con los dos autores
estaria en el afecto animal; también es superior al de Giuliano et al., (2019) y Carretero el al.,
(2014) ambos trabajos realizados en Buenos Aires — Argentina, por lo que la diferencia
posiblemente se deba a las condiciones medioambientales. Con respecto al semen refrigerado,
nuestro valor es superior al de Garcia et al., (2017) quien uso una solucion hipoosmética con 100
mOsm, el cual seria la diferencia de valores; también superior al de Giuliano et al., (2019) y
Carreteroel al., (2016) con 50 mOSm y uso de Colagenasa como degelificante en ambos autores,
la posible diferencia con los dos ultimos autores estaria en el empleo de colagenasa, condiciones
medioambientales y época de colecta. En semen descongelado, Carretero el al., (2014) y Zirena
(2014) usando Glicerol como crioprotector en llamas y Ccalta et al., (2017) Dimetilformamida en
alpacas mostraron valores inferiores al nuestro. La diferencia con los dos primeros autores en
semen descongelado posiblemente se deba al protocolo de congelacion y condiciones

medioambientales; con la ultima, al uso del crioprotector y especie animal.
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4.1.2.6. Integridad acrosomal
No se ha encontrado diferencias significativas (p<0.05) entre las muestras de semen
fresco, refrigerado y descongelado (cuadro 30).

Cuadro 30. Integridad Acrosomal de los espermatozoides de llama colectadas por

electroeyaculacion.

Estado Media (%) DS % CV Minimo (%) Maximo (%)

Fresco 89.32a 6.89 7.72 69.47 97.70
Refrigerado 8460a 558 6.59 72.49 93.99
Descongelado 83.10a 17.34 20.86 62.19 142.74

Letras distintas muestran diferencias estadisticas significativas (p<0.05).

Los datos obtenidos sobre Integridad acrosomal de los espermatozoides de llama con
respecto al semen fresco son superiores a los reportes de Gallegos et al., (2021), Ccoiso et al.,
(2020), Carretero et al., (2014) y Carretero et al., (2015) quienes usaron la tincion Coomasie blue
para la evaluacion de la Integridad acrosomal, la diferencia con los dos primeros autores estaria
en el efecto animal y a condiciones medioambientes con los dos ultimos. Por otro lado, también
en semen fresco Fumuso et al.,, (2019) y Fumuso et al., (2014) usando la tincion FITC-PNA
hallaron valores inferiores al nuestro, por lo que la diferencia posiblemente se deba al tipo de
tincion y condiciones medioambientales. En semen refrigerado empleando dimetiformamida,
tanto como Giuliano et al., (2012) quien uso colagenasa en llama y Calta, (2017) colesterol en
alpaca reportaron valores inferiores al nuestro, la posible diferencia con ambos autores estaria
en la utilizacion del dilutor y dimetilformamida. Fumuso et al., (2019) y Giuliano et al., (2012)
quienes emplearon Colagenasa y dimetiformamida y Choez et al., (2014) leche descremada y
Glicerol en la congelacién de semen de llama, reportaron valores inferiores en semen

descongelado. Esta diferencia posiblemente se debe al tipo de dilutor y crioprotector.
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4.2. iINDICE DE FRAGMENTACION DE ADN ESPERMATICO

4.2.1. Areas de nucleo y halo del indice de fragmentaciéon del ADN espermético

(IFAE)
La media del area de nucleo y halo del IFAE en llamas colectadas por electroeyaculacion,

se muestran en el siguiente cuadro:

Cuadro 31. Parametros generales de area de nucleo y halo en semen de llama fresco,

refrigerado y descongelado colectadas por electroeyaculacion (n = 500 espermatozoides por

estado).
Estado Area del nucleo (um?) Area del halo (um?)
Fresco 2937 +£3.84 Db 5092+ 7.65b
Refrigerado 29.71 £3.91 ab 5113 +6.34 b
Descongelado 30.16 £3.84 a 52.80 £9.96 a

Letras distintas muestran diferencias estadisticas significativas (p<0.05).

En semen fresco Rodriguez (2013) y Carretero et al, (2012) reportaron valores
superiores de nucleo y halo en relacion a nuestro estudio, que se deberia en ambos casos a la
metodologia de evaluacion del IFAE y a instrumentos de medicion; mientras Huanca, (2015) en
semen fresco de alpaca reporto un valor inferior, por lo que la especie animal seria la principal
diferencia; no se encontraron reportes sobre las areas el nucleo y halo en la refrigeracion del
semen. Al descongelado Rodriguez (2013), mostré valores inferiores para ambas areas, que se
deberia a lo indicado lineas arriba.

La media de los parametros del indice de fragmentacion de ADN espermatico segun el
test de SCD en llamas colectadas por electroeyaculacion en espermatozoides no fragmentados

0 normales se muestra en el siguiente cuadro:
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Cuadro 32. Parametros de area de nucleo y halo en espermatozoides no fragmentados en

semen de llama fresco, refrigerado y descongelado colectadas por EE (n=numero de

espermatozoides).
Estado n Area del nucleo (um?) Area del halo (pm?)
Fresco 478 2942 +3.87b 4766 + 514 a
Refrigerado 469 29.76 £ 3.94 ab 48.26 £ 5.06 a
Descongelado 467 30.24 +3.84 a 46.57 £4.71 b

Letras distintas muestran diferencias estadisticas significativas (p<0.05).

Con respecto al semen fresco, Huanca, (2015) en alpaca reporta un valor inferior de Area
de nucleo y halo; por lo que esta diferencia sea posiblemente al método de evaluacion,
especie animal y factores propios del animal. En semen refrigerado y descongelado no se
encontré informacién con respecto al area de nucleo y halo en espermatozoides no fragmentados

La media de los parametros del indice de fragmentacion de ADN espermatico segun el
test de SCD en llamas colectadas por electroeyaculacion en espermatozoides fragmentados o

anormales se muestra en el siguiente cuadro:

Cuadro 33.Parametros de area de nucleo y halo en espermatozoides fragmentados en semen

de llama fresco, refrigerado y descongelado colectadas por EE (n=numero de espermatozoides).

Estado n Area del nucleo (um?) Area del halo (um?)
Fresco 22 28.31+£3.01b 60.26 £5.71b
Refrigerado 31 28.95+3.33 a 56.11 £5.19 c
Descongelado 33 28.74 £3.72 a 64.14 £6.92 a

En espermatozoides fragmentados en semen fresco con relacién al area de nucleo y halo,
Huanca, (2015) en alpaca reporta un valor inferior a nuestro estudio, por lo que la diferencia
sea posiblemente al método de evaluacion y especie animal. En semen refrigerado y
descongelado no se encontré informacién con respecto al area de nucleo y halo en

espermatozoides fragmentados
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4.2.2. Determinacion del indice de fragmentaciéon del ADN espermatico en llamas.
La media de los patrones del Test de SCD determinados en semen fresco, refrigerado
y descongelado de llamas colectadas por electroeyaculacién se muestra en el siguiente cuadro.

Cuadro 34. Patrones de dispersion de cromatina espermatica (SCD) (sin halos, pequefios,

medianos y grandes) observados en los espermatozoides de semen llama.

Estado de Sin Halo (% Halo Halo Halo
semen (%) pequeio (%) Mediano (%) Grande (%)
Fresco 8341 +£111 1222 +1.54 3.74 £ 0.53 0.63 £0.43

Refrigerado 83.07+145 10.73+1.37 6.02+0.30 0.18 +£0.22
Descongelado 81.40 +1.09 12.04 +1.71 2.03 £0.17 453 £0.17

Estos porcentajes fueron evaluados en un total de 20 eyaculados y 1500
espermatozoides (n = 5, r = 4). Los resultados de la media del indice de fragmentacién del ADN
espermatico (IFAE) en semen de llamas determinadas en este estudio (sin halo + halo pequefio)
se muestran en el siguiente cuadro. Se determiné que no existen diferencias significativas
(p<0.05) entre los tipos de semen de llamas.

En semen Fresco, Carretero et al., (2016), Carretero et al., (2014), y Carretero et al.,
(2012) quienes usaron colagenasa en un medio de albumina bovina sérica (H-TALP-BSA) y
Rodriguez (2013) reportaron valores inferiores al nuestro en espermatozoides sin halo y halo
mediano; sin embargo, estos mismos autores hallaron valores superiores en espermatozoides
con halo pequefio y grande. Estas diferencias podrian ser al degelificante y la tincién azul de
toluidina (TB) empleado por los tres primeros autores y efecto animal con respecto a Rodriguez
(2013). En semen refrigerado, Carretero et al, (2016) mostro valores superiores en
espermatozoides con halo pequefio, mediano y grande, pero inferior en espermatozoide sin halo
y Carretero et al., (2014) obtuvo datos inferiores en espermatozoides sin halo, halo pequefio y
mediano pero superior en halo grande. La diferencia con ambos autores podria ser a la lactosa

que usaron en el dilutor. Carretero et al, (2014) en semen descongelado reporta valores
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inferiores de espermatozoides sin halo y halo pequefo, pero superiores de halo mediano y
grande; mientras, Rodriguez (2013) también en semen descongelado hallo valores inferiores de
halo pequeno y mediano y superiores de halo grande y sin halo. Las diferencias con los dos
autores se indican en lineas anteriores.

Cuadro 35. indice de fragmentacién de ADN espermatico en semen de llama

Estado Media (%) £DS % CV Minimo (%) Maximo (%)

Fresco 437a 5.33 122.01 0.00 16.29
Refrigerado 6.21a 6.65 107.11 0.00 19.38
Descongelado 6.57a 6.55 99.85 0.00 21.36

Los resultados obtenidos en semen fresco de llama, Carretero et al., (2020), Carretero et
al., (2015), Carretero et al., (2014), Carretero et al., (2012) y Fumuso et al., (2019) mostraron
valores superiores a nuestro estudio, las posibles diferencias con los autores mencionados
podria ser al uso de la tincién azul de toluidina (TB) que emplearon para evaluar el IFAE y
condiciones medioambientales, asi mismo, Rodriguez, (2013) en semen fresco y descongelado
hallo un valor superior, principalmente la diferencia se daba al efecto animal. Asi mismo, en
semen refrigerado y descongelado se reportd valores superiores por Carretero et al., (2014)
quien uso Glicerol como crioprotector y Fumuso et al., (2019) Dimetilformamida, ademas que
ambos autores usaron colagenasa en un medio de H-TALP-BS, lactosa en el dilutor y tincién azul
de toluidina (TB) para evaluar el IFAE, los cuales serian las posibles causas en la diferencia de

valores.

82



4.2.3. Comparaciéon de indice de fragmentacion de ADN espermatico entre los tipos

de semen de llama

Cuadro 36. indice de fragmentacion de ADN espermatico en llamas.

Espermatozoides Espermatozoides Criterio de

Estado fragmentados no fragmentados  Evaluacion
Fresco 437 £5.33 a 95.63 £5.33 a Bueno
Refrigerado 6.21 £6.65a 93.80 +6.65 a Bueno
Descongelado 6.57 £6.55a 93.44 +6.55 a Bueno

Al comparar la media del indice de fragmentacion de ADN espermatico entre el semen
fresco, refrigerado y descongelado de llamas estas no mostraron diferencias estadistica (p<0.05).
Mostrando el semen refrigerado y descongelado con mayor porcentaje de indice de
fragmentacion de ADN espermatico en relacion a al semen fresco. Se concluye que el plasma
seminal cumple un rol muy importante en la congelacion de os espermatozoides, debido a que
es un elemento que conserva el estado de la cromatina y la integridad de ADN espermatico
(Giuliano, 2008). Por otro lado el protocolo de criopreservacion estaria bien empleada, ya que al
congelar el semen no generaria aumento de los indices de fragmentaciéon de ADN del
espermatozoide.

43. CORRELACION ENTRE EL INDICE DE FRAGMENTACION DE ADN
ESPERMATICO, VITALIDAD, INTEGRIDAD ACROSOMAL Y FUNCIONALIDAD DE

LA MEMBRANA ESPERMATICA.

En los siguientes cuadros se muestra la correlacion que se muestra entre el indice de
fragmentacion de ADN espermatico y vitalidad (cuadro 37), integridad acrosomal (cuadro 38) y

funcionalidad de la membrana espermatica (cuadro 39).
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Cuadro 37. Correlacién entre el porcentaje de espermatozoides fragmentados y porcentaje de
vitalidad en semen fresco, refrigerado y descongelado de llamas colectado por EE.

Estado R P
Fresco -0.34529 0.1359
Refrigerado 0.18084 0.4455
Descongelado -0.28805 0.2181

Se observa una baja correlacion negativa entre el porcentaje IFAE y vitalidad en semen
fresco y descongelado; el cual indica, mientras el porcentaje de espermatozoides fragmentados
se incrementa, el porcentaje de vitalidad disminuye.

Cuadro 38. Correlacion entre el porcentaje de espermatozoides fragmentados y porcentaje de

integridad en semen fresco, refrigerado y descongelado de llamas colectado por EE.

Estado R P
Fresco 0.04108 0.8635
Refrigerado 0.51833 0.0192
Descongelado -0.02628 0.9124

No se tiene una correlacion entre el porcentaje de espermatozoides fragmentados e
integridad acrosomal en semen fresco y descongelado; mientras, en semen refrigerado se tiene
una mediana correlacién positiva (r=0.50), eso significa, mientras el porcentaje de
espermatozoides fragmentados va incrementando, moderadamente también el porcentaje de

integridad acrosomal.
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Cuadro 39. Correlacién entre el porcentaje de espermatozoides fragmentados y porcentaje de

funcionalidad en semen fresco, refrigerado y descongelado de llamas colectado por EE.

Estado R P
Fresco 0.10427 0.6618
Refrigerado 0.35433 0.1253
Descongelado -0.26158 0.2653

Se ha observado una correlacion positiva baja entre el porcentaje IFAE y funcionalidad
de la membrana espermatica en semen refrigerado; el cual nos indica, si el porcentaje de
espermatozoides fragmentados va incrementandose, mesuradamente también el porcentaje de
funcionalidad de la membrana espermatica. Lo contrario sucede en la baja correlacion negativa

en semen descongelado.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES

No se hallaron diferencias significativas (p>0.05) para vitalidad entre el semen fresco y
refrigerado; tampoco para la funcionalidad de la membrana espermatica e integridad
acrosomal en los tres tipos de semen; todas las variables evaluadas decrecen en el proceso
de criopreservacion. Se encontr6é diferencias significativas (p<0.05) en los parametros
cinéticos de VCL, LIN, WOB, ALH y BCF, en los tres tipos de semen evaluados. Se hall6
diferencias significativas (p<0.05) en las variables morfométricas de longitud, perimetro,
regularidad de la cabeza, porcentaje de acrosoma; area, distancia y angulo de Insercién de
pieza intermedia, las que disminuyen en el proceso de criopreservacion.

No se encontré diferencias significativas (p>0.05) para el indice de fragmentacién del ADN
espermatico (IFAE) en el proceso de criopreservacion de semen de llama.

Se hallé una correlacion mediana positiva (0.51833) entre la integridad acrosomal y el IFAE
en el semen refrigerado (p<0.05); las demas correlaciones son bajas y no significativas

(p>0.05).
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CAPITULO VI
RECOMENDACIONES

Determinar el indice de fragmentacion del ADN espermatico de semen de llamas durante el
proceso de criopreservacion colectado por otros métodos de colecta como vagina artificial,
post copula o desviacion del conducto deferente.

Determinar el indice de fragmentacién de ADN espermatico por otros métodos de colecta en
un mismo animal para eliminar el efecto animal.

Evaluar y determinar el IFAE en llamas con fertilidad comprobada y en llamas con fertilidad
cuestionable, para asi determinar el IFAE aceptable o tolerable en llamas.

Se recomienda utilizar el método electroeyaculacion para la coleccion de semen en llamas
porque el semen es limpio, completo y menor porcentaje de dafio de la cromatina
espermatica.

Determinar las correlaciones o asociaciones entre las caracteristicas seminales
microscopicas Y el indice de fragmentacion del ADN espermatico de llama en otros métodos
de colecta se semen de llamas.

Contrastar los indices de Fragmentacion del ADN Espermatico reportados en este estudio
con trabajos futuros, realizando inseminaciones tanto con semen fresco, refrigerado y

descongelado y asi determinar la tasa de prefiez en funcion al IFAE.
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ANEXOS

ANEXO 1. Reactivos para la preparacién de dilutor base Tris

Preparacion de dilutor base Tris (dilutor A).

Para la preparaciéon de 100 ml de dilutor A, se usé lo siguiente:

Fraccion Cantidad
Tris (gr) 3.028
Acido citrico (gr) 1.70
Fructuosa (gr) 1.25
Yema de huevo (ml) 25

Agua bidestilada (ml) 75

Total (ml) 100

Preparacion de dilutor base Tris (dilutor B)

Para la preparacion de 10 ml de dilutor B se us6 lo siguiente:

Fraccion Niveles de crioprotector
5% GLI

Dilutor A (ml) 9.5

Glicerol (ml) 0.5

Total (ml) 10
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ANEXO 2.Analisis de variancia de las caracteristicas microscopicas en muestra de semen

fresco, refrigerado y descongelado de llama colectadas por EE.

ANVA deVitalidad en semen fresco, refrigerado y descongelado de llama colectadas por EE.

Fuente DF Tipo 1 SS Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
LLAMA 4 1693.758757 423.439689 2.44 0.0618
COLECTA 3 169.874338 56.624779 0.33 0.8065
ESTADO 2 9126.776243 4563.388122 26.28 <.0001
LLAMA*ESTADO 8 1124.266673 140.533334 0.81 0.5983
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Y Media
0.624181 24.66411 13.17849 53.43183

ANVA de motilidad (EMP + EMNP) espermatica en semen fresco, refrigerado y descongelado de
llama colectadas por EE.

Fuente DF Tipo | SS Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
LLAMA 4 4966.309693 1241.577423 5.65 0.0010
COLECTA 3 2218.554673 739.518224 3.36 0.0274
ESTADO 2 5479.584003 2739.792002 12.46 <.0001
LLAMA*ESTADO 8 3840.468997 480.058625 2.18 0.0486
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Y Media
0.641156 46.46064 14.83039 31.92033
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ANVA de EMP en semen fresco, refrigerado y descongelado de llama colectadas por EE.

Fuente DF Tipo I SS Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
LLAMA 4 30.08432333 7.52108083 151 0.2174
COLECTA 3 40.50137333 13.50045778 271 0.0574
ESTADO 2 47.32231000 23.66115500 4.74 0.0139
LLAMA*ESTADO 8 22.52895667 2.81611958 0.56 0.8008
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Y Media
0.401221 99.01895 2.233867 2.256000

ANVA de EMNP en semen fresco, refrigerado y descongelado de llama colectadas por EE.

Fuente DF Tipol SS Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
LLAMA 4 4973.017977 1243.254494 5.87 0.0008
COLECTA 3 1896.640925 632.213642 2.99 0.0418
ESTADO 2 4544.469250 2272.234625 10.73 0.0002
LLAMA*ESTADO 8 3410.042133 426.255267 2.01 0.0682
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Y Media
0.625098 49.04651 14.54940 29.66450

ANVA de VCL en semen fresco, refrigerado y descongelado de llamas colectadas por EE.

Fuente DF Tipol SS Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
LLAMA 4 1803.248857 450.812214 4.38 0.0048
COLECTA 3 749.113952 249.704651 242 0.0791
ESTADO 2 4903.055583 2451.527792 23.80 <.0001
LLAMA*ESTADO 8 3986.364783 498.295598 4.84 0.0003
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Y Media
0.725607 20.31716 10.14981 49.95683
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ANVA de VSL en semen fresco, refrigerado y descongelado de llamas colectadas por EE.

Fuente DF Tipol SS Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
LLAMA 4 44.84322333 11.21080583 1.07 0.3817
COLECTA 3 67.00269833 22.33423278 214 0.1097
ESTADO 2 34.37786333 17.18893167 1.65 0.2050
LLAMA*ESTADO 8 72.87673667 9.10959208 0.87 0.5472

R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Y Media

0.333114 27.65614 3.231666 11.68517

ANVA de VAP en semen fresco, refrigerado y descongelado de llamas colectadas por EE.

Fuente DF Tipol SS Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
LLAMA 4 240.5981233 60.1495308 2.18 0.0873
COLECTA 3 202.5449783 67.5149928 2.45 0.0767
ESTADO 2 134.4612100 67.2306050 2.44 0.0994
LLAMA*ESTADO 8 364.5762067 45.5720258 1.65 0.1386

R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Y Media

0.448845 20.53103 5.248449 25.56350

ANVA de LIN en semen fresco, refrigerado y descongelado de llamas colectadas por EE.

Fuente DF Tipol SS Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
LLAMA 4 275.7855167 68.9463792 2.37 0.0674
COLECTA 3 225.6624850 75.2208283 2.59 0.0654
ESTADO 2 442.4642033 221.2321017 7.62 0.0015
LLAMA*ESTADO 8 119.8309633 14.9788704 0.52 0.8378

R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Y Media

0.465822 22.03656 5.389225 24.45583
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ANVA de STR en semen fresco, refrigerado y descongelado de llamas colectadas por EE.

Fuente DF Tipol SS Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
LLAMA 4 672.7541233 168.1885308 2.61 0.0488
COLECTA 3 309.3485383 103.1161794 1.60 0.2034
ESTADO 2 57.8397733 28.9198867 0.45 0.6412
LLAMA*ESTADO 8 1241475267 15.5184408 0.24 0.9805

R-cuadrado Coef Var Raiz M SE Y Media

0.300903 17.50880 8.024605 45.83183

ANVA de WOB en semen fresco, refrigerado y descongelado de llamas colectadas por EE.

Fuente DF Tipol SS Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
LLAMA 4 93.000307 23.250077 0.46 0.7628
COLECTA 3 213.870085 71.290028 1.42 0.2509
ESTADO 2 2112.570763 1056.285382 21.01 <.0001
LLAMA*ESTADO 8 789.892253 98.736532 1.96 0.0753

R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Y Media
0.603167 13.33572 7.090360 53.16817

ANVA de ALH en semen fresco, refrigerado y descongelado de llamas colectadas por EE.

Fuente DF Tipol SS Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
LLAMA 4 7.18495667 1.79623917 2.87 0.0343
COLECTA 3 4.56339167 1.52113056 243 0.0783
ESTADO 2 9.94724333 4.97362167 7.95 0.0012
LLAMA*ESTADO 8 2.80897333 0.35112167 0.56 0.8029
R-cuadrado Coef Var Raiz M SE Y Media

0.482707 63.26644 0.790725 1.249833
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ANVA de BCF en semen fresco, refrigerado y descongelado de llamas colectadas por EE.

Fuente DF Tipol SS Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
LLAMA 4 24.42924000 6.10731000 1.96 0.1180
COLECTA 3 29.63697333 9.87899111 3.17 0.0339
ESTADO 2 64.13059000 32.06529500 10.30 0.0002
LLAMA*ESTADO 8 8.31586000 1.03948250 0.33 0.9479
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Y Media
0.491767 78.97883 1.764387 2.234000

ANVA de Integridad acrosomal en semen fresco, refrigerado y descongelado de llama colectadas
por EE.

Fuente DF Tipol SS Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
LLAMA 4 401.3560000 100.3390000 0.72 0.5820
COLECTA 3 377.8431667 125.9477222 0.91 0.4463
ESTADO 2 420.5023333 210.2511667 151 0.2322
LLAMA*ESTADO 8 581.0760000 72.6345000 0.52 0.8328
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Y Media

0.233697 13.76204 11.79108 85.67833

ANVA de Funcionalidad de la membrana espermatica en semen fresco, refrigerado y

descongelado de llama colectadas por EE.

Fuente DF Tipol SS Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
LLAMA 4 8010.940000 2002.735000 7.25 0.0002
COLECTA 3 4713.014000 1571.004667 5.69 0.0023
ESTADO 2 2056.123000 1028.061500 3.72 0.0325
LLAMA*ESTADO 8 3274.862000 409.357750 1.48 0.1927
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Y Media
0.608879 33.74094 16.61741 49.25000
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ANVA de indice de Fragmentacién de ADN espermatico (IFAE) en semen fresco, refrigerado y
descongelado de llama colectadas por EE.

Fuente DF Tipol SS Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
LLAMA 4 102.5700000 25.6425000 0.56 0.6949
COLECTA 3 82.1420000 27.3806667 0.59 0.6218
ESTADO 2 55.7013333 27.8506667 0.61 0.5507
LLAMA*ESTADO 8 78.0020000 9.7502500 0.21 0.9871
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Y Media
0.141431 118.6711 6.784029 5.716667

ANVA de Area de Nucleo de espermatozoides de llama colectado por EE

Fuente DF Tipol SS Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
LLAMA 4 1466.985667 366.746417 27.05 <.0001
COLECTA 3 43.193200 14.397733 1.06 0.3642
TIPO 2 152.330093 76.165047 5.62 0.0037
LLAMA*TIPO 8 745.498573 93.187322 6.87 <.0001
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Y Media
0.107007 12.38202 3.682331 29.73933

ANVA de Area de Halo de espermatozoides de llama colectado por EE

Fuente DF Tipo 1 SS Cuadrado de la media F-Valor Pr>F
LLAMA 4 786.1176620 196.5294155 2.95 0.0210
COLECTA 3 298.2293931 99.4097977 149 0.2178
TIPO 2 139.9846997 69.9923498 1.05 0.3518
LLAMA*TIPO 8 337.3269750 42.1658719 0.63 0.7505
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Y Media
0.087216 15.81320 8.167606 51.65057
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ANVA de Area de Nucleo de espermatozoides fragmentados de llama colectado por EE.

Fuente DF
LLAMA 4
COLECTA 3
TIPO 2
LLAMA*TIPO 8

Tipol SS Cuadrado de la media F-Valor
112.2766160 28.0691540 2.80
36.7576423 12.2525474 1.22
2.8056756 1.4028378 0.14
135.9408630 16.9926079 1.69

R-cuadrado Coef Var Raiz MSE Y Media

0.296477 11.03951 3.168982 28.70581

ANVA de Area de Halo de espermatozoides fragmentados de llama colectado por EE.

Fuente
LLAMA
COLECTA
TIPO
LLAMA*TIPO

R-cuadrado Coef Var
0.472549 9.312144

DF

o N W b

Tipo 1 SS Cuadrado de la media F-Valor
63.378385 15.844596 0.50
97.112880 32.370960 1.03
1161.371385 580.685692 18.45
596.011454 74.501432 2.37
Raiz MSE Y Media

5.610783 60.25233

Pr>F
0.0328
0.3091
0.8699
0.1162

Pr>F
0.7334
0.3857
<.0001
0.0261

ANVA de Area de Nucleo de espermatozoides no fragmentados de llama colectado por EE.

Fuente DF
LLAMA 4
COLECTA 3
TIPO 2
LLAMA*TIPO 8
R-cuadrado Coef Var
0.122481 12.31688

Tipo 1SS Cuadrado de la media F-Valor
1699.274896 424.818724 31.53
46.456058 15.485353 1.15
164.104735 82.052367 6.09
715.559805 89.444976 6.64
Raiz MSE Y Media
3.670701 29.80219
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Pr>F
<.0001
0.3280
0.0023
<.0001



ANVA de Area de Halo de espermatozoides no fragmentados de llama colectado por EE.

Fuente

LLAMA

COLECTA

TIPO

LLAMA*TIPO

R-cuadrado

0.241792

DF

Coef Var

9.640572

Tipo 1SS
65.5147553
203.4900487
109.8486501

683.1261467

Raiz MSE

4.576494

Cuadrado de la media

16.3786888

67.8300162

54.9243250

85.3907683

Y Media

47.47119
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F-Valor

0.78

3.24

2.62

4.08

Pr>F

0.5384

0.0238

0.0758

0.0002



