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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue criopreservar espermatozoides del conducto deferente
el cual fue realizada en el Laboratorio de Reproduccion Animal de la FMVZ — UNA
Puno; Donde se evalud los tres tratamientos; T1: Tratamiento control (TRIS); T2: Leche
descremada 100%; T3: Leche descremada 75%, yema de huevo 25%; Para ello se utilizo
3 alpacas macho de la raza Huacaya, mayores de 5 afios de edad, a los que se sometio a
la plastia de desvié de los conductos deferentes, la coleccion fue realizada en una fraccion
de 0.5 mL de cada tratamiento. Los resultados encontrados fueron los siguientes: La
motilidad total de los espermatozoides a la coleccion (37°C) fue 43.98%? (T1), 40.53%?
(T2), 46.39* (T3)(p<0.05), a la refrigeracion a 5°C fue 33.24%? (T1), 42.83% (T2) y
41.98% (T3), fueron similares el (T2 y T3) (P>0.05), a la descongelacion fue 17.97%?
(T1) y 27.38% (T3) (P>0.05), La motilidad progresiva de los espermatozoides a la
coleccion (37°C) fue 32.35 + 4.552(T1), 29.94%(T2), (p<0.05), a la refrigeracion a 5°C
fue 26.14% (T1), 41.32% (T2) y 38.82% (T3) (P>0.05), a la descongelacion fue 10.82%
(T1)y 24.27% (T3) (P>0.05). La vitalidad de los espermatozoides a la coleccion (37°C)
fue 34.73% (T1), 34.39% (T2) y 19.92% (T3), fueron similares el (T1y T2) (p<0.05), a
la refrigeracion a 5°C fue 26.45% (T1), 36.65%® (T2), 29.47% (T3) (P>0.05), a la
descongelacion fue 12.30% (T1) y 24.01% (T3) (P>0.05). La integridad de membrana
(prueba de HOST) de los espermatozoides a la coleccion (37°C) fue 46.64% (T1),
58.78% (T2) y 49.57% (T3) (p<0.05), a la refrigeracion a 5°C fue 33.52%°? (T1), 66.18%
(T2) y 53.59% (T3) (P<0.05), a la descongelacion fue 24.26% (T1) y 29.41% (T3)
(P>0.05). La integridad de acrosoma de los espermatozoides a la coleccién (37°C) fue
44.79% (T1), 65.67% (T2) y 54.15% (T3) (p<0.05), a la refrigeracion a 5°C fue 41.26%*
(T1), 72.74% (T2) y 56.93% (T3) (P>0.05), a la descongelacion fue 27.67 % (T1) y
63.65% (T3) (P>0.05).

Palabras clave: Alpaca, criopreservacién, Leche descremada, espermatozoides, Yema

de huevo.

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

ABSTRACT

The objective of this work was to cryopreserve spermatozoa from the vas deferens, which
was carried out in the Animal Reproduction Laboratory of FMVZ - UNA Puno; Where
the three treatments were evaluated; T1: Control treatment (TRIS); T2: 100% skim milk;
T3: Skim milk 75%, egg yolk 25%; For this, 3 male alpacas of the Huacaya race, older
than 5 years of age, were used, which underwent deviation plasty of the vas deferens, the
collection was carried out in a fraction of 0.5 mL of each treatment. The results found
were the following: The total motility of the sperm at the collection (370C) was 43.98%
at (T1), 40.53% at (T2), 46.39a (T3) (p<0.05), when refrigerated at 50C it was 33.24% at
(T1),42.83% (T2) and 41.98% (T3), were similar in (T2 and T3) (P> 0.05), at thawing
itwas 17.97% at (T1) and 27.38% (T3) (P> 0.05), progressive motility of the spermatozoa
at collection (37°C) was 32.35 + 4.55 at (T1), 29.94% (T2), (p<0.05), when refrigerated
at 50C it was 26.14% (T1), 41.32% (T2) and 38.82% (T3) (P> 0.05), at thaw it was
10.82% (T1) and 24.27% (T3) (P> 0.05). The vitality of the sperm at the collection (370C)
was 34.73% (T1), 34.39% (T2) and 19.92% (T3), the (T1 and T2) were similar (p<0.05),
when refrigerated at 50C it was 26.45% (T1), 36.65% (T2), 29.47% (T3) (P> 0.05), at
thawing it was 12.30% (T1) and 24.01% (T3) (P> 0.05). The membrane integrity (HOST
test) of the sperm at the collection (370C) was 46.64% (T1), 58.78% (T2) and 49.57%
(T3) (p<0.05), when refrigerated at 50C it was 33.52% (T1), 66.18% (T2) and 53.59%
(T3) (P <0.05), after thawing it was 24.26% (T1) and 29.41% (T3) (P> 0.05). The
acrosome integrity of the sperm at the collection (370C) was 44.79% (T1), 65.67% (T2)
and 54.15% (T3) (p<0.05), when refrigerated at SoC it was 41.26% at (T1), 72.74% (T2)
and 56.93% (T3) (P> 0.05), at thaw it was 27.67% (T1) and 63.65% (T3) (P> 0.05).

Key words: Alpaca, cryopreservation, Egg yolk, Skim milk, Semen
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La crianza de alpacas es una actividad muy importante, sin embargo, un mal
manejo repercute en la economia, ecologia y sociedad de los pueblos andinos, ya que
pueden perder uno de sus ingresos econémicos mas importantes, es asi que, urge aplicar
programas para la conservacion de material genético en esta especie que cuenta con una

poblacidn con casi llega a los 3.5 millones de cabezas (INEI, 2012).

El proceso de criopreservacion de espermatozoides es una técnica de reproduccion
asistida muy usada para poder preservar el material genético de especies de animales
como el de la alpaca (Canario, 2015), actualmente se han venido realizando diversas
investigaciones sobre la conservacion de semen fresco, refrigerado y congelado en
camélidos sudamericanos; no obstante, no se observa el éxito deseado como en otras
especies domésticas. En la alpaca, una limitante para el desarrollo de la conservacion del
semen es la dificultad en la coleccion del mismo. Por su parte la técnica desviacion del
conducto deferente propuesta por Pérez et al., (2006) permite obtener espermatozoides
desprovistos de plasma seminal, constituyendo un modelo experimental para el desarrollo
de estudios de conservacion de semen, debido a que se encuentran en un nivel de
maduracion final y no estan mezclados con el plasma seminal viscoso; ademas, su
manipulacion es facil ya que la muestra obtenida no es espumosa ni viscosa y
principalmente no se encuentran contaminadas con impurezas del suelo u orina, como se
observa con otros métodos de coleccién. Existe una gran limitacion en lo concerniente al
desarrollo de protocolos adecuados para la conservacion de espermatozoides de CSA que

estandaricen el dilutor y crioprotector empleado, la temperatura de equilibrio, la
11
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velocidad de congelacion y descongelacion, entre otros (Choez y Santiani, 2016). En la
actualidad los dilutores con mayor frecuencia en uso son a base de TRIS, citrato, lactosa
o0 leche descremada con glucosa o fructuosa y yema de huevo (Banda et al., 2010; Choez
et al., 2013; Terreros et al., 2015). No obstante, se observa una escasa supervivencia de
los espermatozoides al proceso de criopreservacion. Para mantener los espermatozoides
por periodos mas prolongados, se hace necesario e imprescindible la adicion de sustancias
que prolonguen la vida de estas células germinales. El dilutor es el elemento que contiene
las sustancias necesarias para mantener o incrementar la viabilidad espermatica (lllera,
1994). Watson (1981), menciona que la leche de vaca y la yema de huevo se presentan
con buenas caracteristicas, que pueden apoyar como agentes dilutores y crioprotectores

en el semen.

1.1.0OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.1.1. Objetivo General
Determinar la viabilidad in vitro de los espermatozoides del conducto deferente,

de alpacas congelados/descongelados con el dilutor a base de leche, como
objetivos

1.1.2. Objetivos Especificos
- Evaluar la concentracion, motilidad (%) morfologia (%), integridad de

acrosoma (%), integridad de membrana (%), viabilidad y Concentracién
espermatica en las muestras de colectadas.

- Evaluar durante el procesamiento la motilidad (%), integridad de acrosoma
(%), integridad de membrana (%) en las muestras diluidas y enfriadas.

- Evaluar la motilidad (%), integridad de acrosoma (%), integridad de

membrana (%) en espermatozoides post descongelados.

12
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CAPITULO I

REVISION DE LITERATURA

2.1. ANTECEDENTES

2.1.1. CARACTERISTICAS DEL SEMEN DE ALPACA.

El semen de los Camélidos sudamericanos (CSA) presenta caracteristicas
limitantes particulares propia de la especie, tales como baja concentracion de
espermatozoides, alto porcentaje de espermatozoides anormales, extrema filancia y
un plasma seminal con alta viscosidad que dificulta el veloz desplazamiento de los
espermatozoides (Banda et al., 2010; Casaretto, et al., 2012). El semen esta
compuesto de 11,5 % de espermatozoides y 88,5 % de plasma seminal por volumen

(Garnica et al., 1993).

2.2. MARCO TEORICO
2.2.1. CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS

A. Motilidad Espermatica.

Consiste basicamente en la capacidad de movilidad y movimiento de los
espermatozoides, donde la motilidad total en camélidos no esta presente como en el
caso de los carneros, en camélidos es mejor referirse como motilidad individual y
oscilatoria, con movimiento lento que en parte es debido a la viscosidad del semen
(Bravo, 1995).

El movimiento de los espermatozoides en el semen no diluido es descrito como
oscilatorio, ya que la mayoria de espermatozoides se mueven hacia atras y adelante,
y solo del 5 al 10% de los espermatozoides tienen un movimiento progresivo hacia

13
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adelante (Bravo et al. 1997). Al parecer la alta viscosidad del plasma seminal, asi
como la baja concentracion espermatica determinan los patrones de motilidad; por
ello, la motilidad del espermatozoide aumenta a medida que el eyaculado se vuelve
mas liquido (Tibary y Memon, 1999).

Los espermatozoides de camélidos exhiben motilidad individual por la
contraccion del flagelo en el mismo lugar, de manera oscilatoria (Bravo, 2002). La
motilidad individual es muy baja en semen no diluido, es descrita como oscilatoria y
soloun 5 -10 % de los espermatozoides motiles tienen movimiento de avance lineal,
siendo necesario licuefactar el semen para observar mejor la motilidad, pues es muy
dificultoso observarla en semen entero por su naturaleza viscosa (Tibary y Vaughan,

2006).

La motilidad lograda a través de la desviacion del conducto deferente fue
64.81% a 67.37% Quintano (2002). Se reportd 71.89% de motilidad individual con

la técnica de desviacion de conductos deferentes (Deza, 2004).

B. Viabilidad Espermatica

Permite saber el nUmero de espermatozoides vivos, aungue estos no se muevan.
Se utiliza una tincion que tifie los espermatozoides muertos las tinciones permiten
diferenciar los espermatozoides vivos de los espermatozoides muertos, asi en lo
referente a colorantes la cabeza tiene la propiedad de dejar pasar los colorantes por

perturbacion de la membrana cefélica mientras que los vivos no (Lubos, 1983).

Quispe (1987) clasifico vivos y muertos, indicando que una buena motilidad

tiene mas del 60% de espermatozoides vivos, motilidad regular cuando los
14
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espermatozoides vivos estan entre un 40 a 60% y motilidad baja cuando el porcentaje
de espermatozoides vivos es menor al 40% en semen colectado de alpacas.

La viabilidad de los Espermatozoides presentes en el semen de alpaca varia
desde un 58% a 83%, mientras que los porcentajes de espermatozoides con

morfologia normal estan en un rango de 71% a 84% (Bravo et al. 1997).

El porcentaje de espermatozoides vivos es constante a pesar de incrementar la
frecuencia de coleccién, existe una ligera disminucion de la vitalidad entre

colecciones, pero no es significativa (Bravo et al., 1997).

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

(2008).

C. Concentracion Espermatica.

Es el nimero de espermatozoides por mililitro y se espera que haya un
promedio de 100 millones en cada mililitro, las altas viscosidades del plasma seminal
de la alpaca hacen dificil la adecuada coleccion y extension del semen en el
hemocitometro, cabe indicar que la concentracion espermatica en la alpaca no es de
billones como en el toro, morueco o sementales, mas bien esta entre cientos de miles
(Bravo, 1995). La concentracidn espermatica es variable y se ve afectada por la edad,
el método de coleccion empleado, el numero de eyaculaciones al dia y el volumen

15
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del eyaculado (Tibary y Vaughan, 2006), ademas la interrupcién de la copula resulta

en concentraciones espermaticas reducidas (Bravo et al., 2002).

La concentracion disminuye en sucesivas eyaculaciones, pero no hay
diferencia en la concentracion si se observa en un intervalo de al menos 12 h entre
cada eyaculacion (Bravo et al., 1997b). Se han reportado concentraciones de
alrededor de 100 millones de espermatozoides por ml (Bravo et al., 1997b; Aller et

al., 2003; Santiani et al., 2005).

Bravo, et al (1997) reportaron que la concentracion desciende de 72.2 X 10° a
51.9 X 10° al segundo eyaculado y a 45.4 X 10° al tercero, por lo que no se
recomienda una sobre exigencia durante la época reproductiva a fin de no causar una

caida en el porcentaje de fertilidad.

La concentracion espermatica varia de acuerdo al método utilizado en la
coleccion del semen, asi se tiene que los investigadores van encontrando
concentraciones que varian desde 7.78x10*/mm?2 Pacheco (1996). Quintano (2002)
utilizando el método de la desviacion de los conductos deferentes encontré como
promedio 23.87 x 10* espermatozoides por mm3 La concentracion de los
espermatozoides en el plasma seminal también se vera influenciado por el efecto de
las eyaculaciones sucesivas. Mediante la desviacion de conductos deferentes se
obtuvo una concentracion de 23.87x 10° a 25.53x10° esp/mm3 (Paricahua, 2001;

Quintano, 2002; Deza, 2004).
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D. Integridad de Membrana del Espermatozoide

Esta participa en el reconocimiento y transporte de moléculas, con funciones
gue permiten la adaptacion metabdlica del espermatozoide al medio circulante,
proporcionandole, un sistema molecular para el reconocimiento del oocito. De aqui
deriva que la evaluacion estructural del espermatozoide hace énfasis en la
valoracion de la integridad de su MP, asi como también la membrana acrosomal
(MA); pudiendo en algunos casos evaluarlas juntas o por separado mediante
tinciones sencillas en microscopio éptico (Zhu y Liu, 2000). La integridad de la
membrana plasmatica (MP) es fundamental para el metabolismo espermatico e

imprescindible para la fecundacion (Rubio et al., 2009).

La integridad de la membrana espermatica es de fundamental importancia en
el proceso de fertilizacion y una evaluacion de su funcionalidad es un indicador de
la capacidad fertilizante del espermatozoide, la cual puede evaluarse observando la
capacidad de la cola espermética de enrollarse en presencia de una solucion
hipodsmotica y es un signo del transporte de agua a través de la membrana cuando

esta se encuentra funcional y activa (Jeyendran et al., 1984).

Durante el transito del espermatozoide por el epididimo y el conducto
deferente, el espermatozoide experimenta un cambio en el medioambiente pues esté
varia en osmolaridad y entonces la membrana espermatica adquiere la capacidad de

regular el volumen celular (Petrunkina et al., 2007).

El protocolo del test hipo6smotico debe adaptarse a la especie para tener

mayor confiabilidad en los resultados de acuerdo a las caracteristicas del semen 'y
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la forma de manejo, ya sea semen fresco o semen congelado, asi como en caprinos
se reportd 50 % de enddsmosis en una solucion de 125 mosmol (Fonseca et al.,
2005), en perros de 79.89% en una solucion de 100 mosmol (Dobranic et al., 2005),
en humanos de 60.1 % en una solucion de 150 mosmol (Jeyendran et al., 1984).
Esta técnica consiste en incubar los espermatozoides en una solucion hipoosmotica
para que respondan a dicho estrés con el hinchamiento de la membrana plasmatica
en la parte distal de la cola. Los espermatozoides vivos son sometidos a incubacion
en solucién hipoosmotica, los espermatozoides con membrana funcional permiten
el ingreso de agua por osmosis, lo cual se evidenciard por hinchamiento y

enrollamiento de la cola (endosmosis) (Jeyendran et al., 1984).

La evaluacion de la integridad funcional de membrana fue realizada
utilizando la prueba de estrés hipoosmotico o HOST (Hypo Osmotic Swelling Test)
descrito por (Jeyendran et al., 1984) para espermatozoides humanos, y utilizado por

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

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

mOsmol el porcentaje obtenido fue de 23.5 % (Pacheco et al., 2011).
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En llamas, existen varias experiencias en las cuales se realiz6 el test
hipoosmético en semen fresco y entero, determinandose 40 % de enddsmosis en
una solucion de 100 mosmol, se sugiere que el bajo porcentaje de enddsmosis se
deba a la alta viscosidad que impide que la membrana espermatica tenga contacto
con la solucion hipoosmotica (Giuliano et al., 2007a). Otros reportes en Ilamas
indican 59.70 % en semen colectado por electroeyaculacion (Director et al., 2007);
33.48% en semen colectado también por electroeyaculacion y 30.15 % en semen
colectado por vagina artificial (Giuliano et al., 2007b); y un ultimo reporte indica
36% en espermatozoides de semen colectado por electroeyaculacion (Carretero et

al., 2009).

E. Integridad de acrosoma del espermatozoide.

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

espermatozoide (Garner y Hafez, 2000).

Los enzimas que contiene el acrosoma tienen un papel fundamental en el
proceso de penetracion del ovocito, de manera que la presencia de anormalidades
morfologicas de esta region esta asociada a una reduccién de la fertilidad

(Hashizume et al., 1990). Las alteraciones de la morfologia del acrosoma son
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debidas a procesos fisiologicos asociados, por un lado, al envejecimiento de la
célula espermatica; y por otro, al proceso de fecundacion (Yanagimachi, 1994). No
obstante, también se producen cambios en el acrosoma como consecuencia de
shock por frio, en procesos de congelacion/descongelacién, en cambios de presion
osmatica, por diluciones y centrifugaciones repetidas (Mann y Lutwak-Mann,

1981).

El acrosoma contiene enzimas que desarrollan un papel crucial en la
penetracion de la zona pelucida del ovocito (Garner y Hafez, 2002), por ello, el
porcentaje de espermatozoides que poseen un acrosoma intacto y que son aptos para
exhibir reaccion acrosomica, es una importante caracteristica seminal (La
evaluacion de este componente espermatico toma mayor relevancia en
espermatozoides criopreservados, ya que en el proceso de dilucion, refrigeracion y
congelacion queda particularmente afectada la membrana del acrosoma
(Hammerstedt et al., 1990) y por tanto, capaz de afectar a la habilidad fecundante

del espermatozoide (Watson, 2000).

En la llama se ha utilizado la tincién con Coomassie Blue para evaluar la
presencia y/o ausencia del capuchdn acrosomal. Esta técnica es sencilla, econémica,
rapiday se puede realizar en cualquier laboratorio de espermatologia. Por otra parte,
la incorporacion de técnicas que evallen caracteristicas seminales diferentes a las
de rutina permitiria una evaluacion mas completa de los eyaculados y ademas
permitiria evaluar los diferentes efectos que tienen sobre los espermatozoides de
Ilama los procesos realizados in vitro, con el objetivo Gltimo de mejorar las técnicas

de reproduccién asistida utilizadas en la especie. Sin embargo, la evaluacion de
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maultiples caracteristicas espermaticas esta limitada por la cantidad de pruebas que

puedan evaluarse simultdneamente (Giuliano et al., 2012).

F. Reservorios espermaticos.

Los machos presentan reservorios espermaticos dentro de los oOrganos
reproductivos, los cuales se encargan de producir y transportar estos
espermatozoides hacia la eyaculacion, estos lugares son: los testiculos, el epididimo
en sus tres porciones y el conducto deferente, en los que existen las siguientes
cantidades antes del empadre: testiculo: 92 X 10, cabeza del epididimo: 41 X 108,
cuerpo del epididimo: 29 X 10° cola del epididimo: 107 X 10° y conducto
deferente: 61 X 10° lo que indica claramente que la mayor reserva de
espermatozoides en la alpaca es la cola del epididimo; las reservas espermaticas de
la alpaca macho adulto, bajan después del periodo de empadre y es elevada durante
el periodo de quietud sexual. No existen cambios significativos en los pesos del
testiculo, epididimo, conducto deferente, antes y después del empadre, asi como en

época de quietud sexual (Bravo et al., 2003).

2.2.2. CRIOPRESERVACION DE ESPERMATOZOIDES EN LAS
TECNICAS DE REPRODUCCION ASISTIDA.

Desde el descubrimiento del glicerol como agente crioprotector (CP) efectivo y
del establecimiento de las técnicas basicas de criopreservacion, el semen de varias
especies se congela y utiliza con éxito en la 1A. Sin embargo, y con excepcién de los
bovidos, la utilizacion generalizada de semen congelado no se ha extendido a otras

especies domeésticas (Holt, 2000). Asi mismo, Choez, (2016) menciona que, la
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criopreservacion de semen es una herramienta muy importante para la reproduccion
asistida de diversos individuos y para salvaguardar los caracteres genéticos de
mejoramiento de las especies, asi como también para la preservacion de muchas

especies y razas que estan en peligro de extincion.

2.2.2.1. Principios de criopreservacion.

Proceso en el cual lascélulas o tejidos son congeladosa muy bajas
temperaturas, generalmente entre -80°C 'y -196°C (el punto de
ebullicidn del nitrégeno liquido) para disminuir las funciones vitales de una célula
0 un organismo Yy poderlo mantener en condiciones de vida suspendida por mucho
tiempo. A esas temperaturas, cualquier actividad biologica, incluidas las reacciones
bioquimicas que producirian la muerte de una célula, quedan efectivamente
detenidas. Los métodos de criopreservacion buscan alcanzar bajas temperaturas sin
causar dafios adicionales causados por la formacion de hielo durante la congelacion.

La criopreservacion (congelar a muy bajas temperaturas) de tejidos y células
es una técnica que se ha utilizado desde 1700. Este proceso pone a las células en
animacion suspendida donde pueden retener su viabilidad y procesos metabdlicos
indefinidamente (Canario, 2015).

Con la técnica de la desviacion de los conductos deferentes se reporté una
motilidad de 73.1% (Deza, 2004) y un 73.11% (Quispe, 2008). Quintano (2002)
obtiene un 67.37% de motilidad. La vitalidad utilizando la DCD se encontrd

60.57% a 37°C y 49.78% a 5°C (Quispe, 2008).
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A. Enfriamiento.

Una lenta velocidad de enfriamiento provoca inicialmente la formacion de
hielo extracelular. Esto motiva concentraciones crecientes de sales y superiores de
osmolaridad, asi como un cambio de pH del medio liquido extracelular. La salida
compensatoria de agua puede provocar alteraciones irreversibles del volumen
celular (encogido), el incremento de la concentracion ionica intracelular y
alteraciones de membrana (Calderon, 2015).

Los enfriamientos répidos evitan la salida de agua intracelular y origina
cristales de hielo intracelular, con la consecuencia de lesiones mecanicas de la
membrana espermatica. Otra consecuencia puede ser la formacion de indeseables
estados eutécticos intracelulares. En condiciones préacticas, la velocidad con que se
produce los dafios por congelacién algunas veces menor que la velocidad de
congelacion calculada en que deberian producirse los nucleos de congelacion. Estas
discrepancias son para unos atribuibles a la accion de crioprotectores sobre la
permeabilidad del agua y la permeabilidad de medios protectores de congelacion,

dependiente de la temperatura (Busch y Waberski, 2007).

B. Congelacion.

Se teoriza respecto a la congelacion y descongelacion que por lo menos el
50% de los espermatozoides mueren o se hacen inmdviles durante la congelaciéon y
su posterior descongelacion (Salisbury, et al., 1982); (Gomez, 1984). En semen
congelado de camélidos se reportan valores que van de 0 a 40% de recuperacién
espermatica después de su descongelacién (Bravo et al., 2000; Santiani, 2003; Aller
et al., 2003).
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Los espermatozoides actualmente pueden conservarse en nitrogeno liquido
a una temperatura baja de —196°C y sobrevivir con fertilidad relativamente alta
después de su descongelamiento, sin embargo, muchos de los espermatozoides
existentes mueren o se encuentran inmoviles por el efecto de la congelacién y

descongelacion (Gomez, 1984; AX et al., 2000).

C. Descongelacion.

La descongelacion se realiza por inmersion en bafios de agua; la combinacion
de tiempos y temperaturas, puede ayudar a disminuir el efecto de recristalizacion
presentado por las células espermaéticas y el efecto térmico sobre la membrana
plasmatica.

Durante la exposicion al frio se ha observado reduccion en la proporcién de
acidos grasos saturados e incremento en la proporcion de acidos grasos insaturados.
Cuando aumenta la temperatura, la relacion de
fosfatidilcolina/fosfatidiletanolamina 'y los contenidos de colesterol se
correlacionan positivamente; estos cambios originan una reorganizacion de la
membrana, lo que ayuda a la célula a sobrevivir a las nuevas temperaturas.

La descongelacién rapida minimiza esencialmente los dafios por
descongelacion, ya que se reduce al minimo la cristalizacién del agua exterior, lo
que podria lesionar la membrana. Un problema potencial de la descongelacion lenta
son las alteraciones osméticas, ocasionadas por el ingreso de agua en las células,
que se considera superior frente a la salida de agua en la congelacion. En la
descongelacion los espermatozoides estan expuestos realmente a un considerable
gradiente osmotico que se origina al disminuir la concentracién salina del medio
circundante. Durante la descongelacion lenta, las células estan expuestas mas
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tiempo a un continuado estrés hipoosmotico, sin que la reduccion compensadora
del volumen que esto lleva consigo pueda provocar una reduccion del volumen
celular. En términos generales los espermatozoides descongelados a temperaturas
elevadas originan superiores resultados. Sin embargo, en un estudio de campo no
pudieron evidenciar diferencias entre descongelaciones practicadas a 35°C y
temperatura ambiente (Busch y Waberski, 2007). Con respecto a los protocolos de
criopreservacion en los CSA, el glicerol al 7% ha sido préacticamente el Gnico
crioprotector empleado (Bravo et al., 2000a; Aller et al., 2003; Vaughan et al.,
2003; Santiani et al., 2005; Morton et al., 2010). En menor medida se ha probado
etilenglicol en alpacas (Santiani et al., 2005; 2013). En semen de llama, se ha
observado que el agregado del crioprotector N, N-Dimetilformamida conservé la
movilidad, vitalidad, integridad funcional de la membrana plasmética espermatica
y a su vez conservo la integridad y la condensacion de la cromatina de los
espermatozoides de llama. No lograndose el mismo resultado utilizando glicerol al
7%, en cuyas muestras se obtuvo muy baja movilidad espermatica y entre un 87-

100% de espermatozoides con el ADN dafiado segun Carretero et al., (2014).

2.2.2.2. Dilutores y Criopreservadores

A. Dilutores de semen.

Es una solucién acuosa que sirve para incrementar el volumen del eyaculado a
fin de conseguir las dosis necesarias que se distribuyen en pajillas, preservando las
caracteristicas funcionales de las células espermaticas e el nivel de fertilidad adecuado.
Con la finalidad de evitar los dafios causados durante el proceso de congelacion

(Moradi et al., 2013). Un dilutor debe contener un alto contenido de azUcares que
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permitan el aporte de nutrientes para el espermatozoide, y bajo peso molecular, tales
como glucosa, fructosa y carbohidratos, ademas tiene que presentar niveles elevados
de vitamina C que favorece una funcién antioxidante (Sumaya et al., 2010) y un pH

cercano a 6 hasta su madures (Saenz, 2006).

Los espermatozoides se encuentran en el plasma seminal, el cual le suministra los
nutrientes necesarios para mantener una elevada actividad metabolica necesaria para
el proceso de transporte espermatico a través del tracto reproductivo de la hembra. En
el eyaculado, esta actividad metabdlica solo puede mantenerse durante un tiempo muy
limitado. Para mantener los espermatozoides por periodos méas prolongados, ya sea por
enfriamiento o criopreservacion, se hace necesaria e imprescindible la adicion de
sustancias que prolonguen la vida de estas células germinales. El dilutor es el elemento
que contiene las sustancias necesarias para mantener o incrementar la viabilidad

espermatica (lllera, 1994).

Un buen dilutor debe: Proveer nutrientes como fuente de energia, Proteger a los
espermatozoides del efecto dafiino del enfriamiento, Mantener un adecuado equilibrio
del pH, Mantener una adecuada presion osmética y balance electrolitico, Inhibir el
crecimiento bacteriano, Incrementar el volumen de semen para que pueda ser usado
para multiples inseminaciones y Proteger a los espermatozoides durante el

congelamiento (Hafez, 2002).

LECHE DE VACA
Los dilutores de semen integrados a base de leche son medios isoténicos que
contienen muchos componentes favorables al mantenimiento de la viabilidad de los
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espermatozoides y fue usado grandemente por investigadores. Para la dilucion del
semen se puede utilizar leche completa, liquida, desnatada, la cremay varias leches en
polvo reconstituidas, con los mismos resultados de fertilidad que los dilutores Yema
Citrato. Sin embargo, la fertilidad del semen en leche, declinaba cuando se le mantenia
a 5°C, la supervivencia espermatica se mejoré con la adicién de glicina, sin embargo,
no mejoro la fertilidad (Salamon, et. al., 1990). La leche de vaca puede emplearse tanto
entera, descremada, UHT o en polvo para reconstituir, siendo esta Gltima la mas
universal. Las proteinas de la leche actian como amortiguadores contra cambios de
pH y como agentes quelantes contra cualquier metal pesado presente (Salomon y

Maxwell, 2000).

La leche especificamente de vaca, es utilizada para diluir semen de diferentes
especies (Foote, 2002; Salamon y Maxwell, 2000). La leche de vaca es un diluyente
ampliamente utilizado, puede emplearse tanto entera, descremada, UHT o en polvo

para reconstituir, siendo esta dltima la mas universal (Watson, 2000).

Existen diluyentes a base leche descremada en polvo como Kenney (Hamilton
Research Inc, USA) o (E-Z-Mixin ARS, USA) los que son usados comUnmente para
la dilucion del eyaculado para la inseminacion artificial, tanto con semen fresco y
refrigerado, para mantener bien la motilidad espermatica y la fertilidad. Ademas de

esto, son de preparacion simple y de bajo costo (Dinatolo, 2011).

La caseina, la principal proteina de la leche, también tiene un efecto antioxidante
(Foote, 2002), y por tanto confiere proteccion a los espermatozoides durante la

reduccion de temperatura. Sin embargo, otra proteina presente en la leche, la lactenina,
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es toxica para los espermatozoides (Salamon y Maxwell, 2000), es por lo que se
recomienda calentar la leche previamente a temperaturas superiores a los 90°C, lo cual

inactiva a esa proteina (Salamon y Maxwell, 2000).

Excepto en el caso de la leche UHT, las demé&s formas de leche han de ser
calentadas hasta una temperatura de +92°/+95 °C durante 8- 10 min, sin llegar a hervir
(tindalizacion), con el objetivo de anular los factores toxicos de su fraccion proteica

(Maxwell y Evans, 1990).

La leche puede ser usada en forma entera, reconstituida o descremada (Gil et al.,
2003). El uso de leche tratada con altas temperaturas (UHT) es muy recomendado por
su condicion de esterilidad y por no requerir calentamiento previo (Salamon y
Maxwell, 2000). Algunos estudios indican que no existen diferencias entre utilizar

leche entera pasteurizada y leche descremada (Gil et al., 2003).

YEMA DE HUEVO

Estd en casi todo el diluyente por su papel protector y conservador de los
espermatozoides esta ligado a los compuestos lipido-proteicos y lipidicos de la yema
de huevo, igualmente contiene glucosa que puede ser metabolizada por los
espermatozoides, ciertas proteinas, vitaminas hidrosolubles y liposolubles las cuales
poseen un cierto grado de viscosidad que pueden beneficiar a las células espermaticas
(De Alba, 1985). Finalmente se formuld el Tris-Yema de Huevo; pudiéndose este
dilutor combinar con yema de huevo para obtener dilutores adecuados para

temperaturas que varian desde 25°C a -196°C.
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La yema de huevo es un componente basico que esta presente en casi todos los
diluyentes para refrigeracion y congelacion. Se ha usado bien sola o combinada con
citrato de sodio o amortiguadores organicos en la leche calentada o descremada, y ha
sido probada en especies como toro, carnero, macho cabrio, verraco, garafidn,
camélidos y especies silvestres (Hafez, 2002). Los huevos han de ser frescos, no
transcurriendo mas de 4 dias desde la puesta hasta el momento de su utilizacién
(Maxwell y Evans, 1990).

Los efectos beneficiosos de la yema de huevo para impedir el choque por el frio
se debe a los componentes de la yema de huevo (lipoproteinas, fosfolipidos y lecitina),
en los diluyentes sus concentraciones oscilan entre 1 a 5% de lipoproteinas, 0.5 a 1%

de fosfolipidos y 0.25 a 2.0% de lecitina (Salisbury y Van Dermark, 1978).

La accion protectora de la yema de huevo ha sido atribuida a las lipoproteinas de
baja densidad (LDL) (Moussa et al., 2002), que evitan el choque térmico y preservan
la integridad de la membrana (Watson, 1981). Las LDL estan compuestas por 87% de
lipidos y 12% de proteinas, y presentan una forma esférica con un centro formado por
triglicéridos los que estan rodeados por una envoltura de proteinas y fosfolipidos (Hu

etal., 2010).

La fraccion proteica responsable de la conservacion intervendria inhibiendo la
formacion de perdxido de hidrogeno (H202) como consecuencia de la oxidacion
desaminativa de una molécula de triptéfano, de fenilalanina o de tirosina. La yema de
huevo contiene igualmente toda una serie de diastasas, especialmente de

deshidrogenasa, que intervendrian como substrato de oxidacién y como elementos

29

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

protectores de enzimas con grupos sulfidrilos y del factor anticoagulante que

normalmente esta presente en el plasma seminal (Derivaux, 1982).

Se postula que durante la congelacién- descongelacién, las LDL son desbaratadas
y los fosfolipidos son liberados en el medio, y vendrian a formar una cubierta

protectora en la superficie de las células espermaticas (Hu et al., 2010).

AZUCARES

Un dilutor debe contener un alto contenido de azlcares que permitan el aporte de
nutrientes para el espermatozoide, y bajo peso molecular en la actualidad se ha
investigado la utilizacién de otros agentes crioportectores menos dafiinos, tales como
los agentes no permeables dentro de estos azucares como la rafinosa, trehalosa y
sacarosa, estos favorecen la excrecion de agua fuera de la célula, a fin de disminuir la
formacion de cristales de hielo intracelular. La trehalosa es un disacarido no reductor,
es producida por diversos organismos en respuesta a condiciones de estrés como: la
deshidratacién, temperaturas extremas y choque osmotico (Cerrutti, Segovia de
Huergo, Galvagno, Schebor, & Buera, 2000). Ademas, es un estabilizador de
biomoléculas, incluyendo proteinas.

Para proveer de energia al espermatozoide, los dilutores de semen deben incluir
azucares del tipo monosacaridos. Siendo la principal fuente de energia la fructosa; sin
embargo, los espermatozoides también pueden metabolizar otros monosacaridos como

la glucosa y manosa (Hafez, 2002).

Chen et al., 1993, aseveran que las membranas de los espermatozoides son

impermeables a los disacaridos, pudiendo causar remocion parcial del agua del
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espermatozoide, y asi reducir la posibilidad de formacion de hielo intracelular. Los
azUcares trehalosa y sucrosa causaron pequefias mejoras en la supervivencia durante

el proceso de congelacion y descongelacion.

SUSTANCIAS AMORTIGUADORAS
El pH ideal para los dilutores debe ser neutro, es decir de 7.0, aunque se aceptan
valores que vayan de 6.5 a 7.5, ya que los espermatozoides no sufren ninguna
alteracion dentro de este parametro (Salomon y Maxwell, 2000).
Para lograr los valores ya mencionados de pH, se han utilizado al paso del tiempo
sustancias amortiguadoras o bufers como el citrato, fosfato y tris, con ventajas para

este altimo (lllera, 1994).

ANTIBIOTICOS

La contaminacion bacteriana puede afectar negativamente la fertilidad, por la
propia presencia de bacterias, produccion de toxinas, degradacion de los componentes
del medio o por la utilizacion de sustratos metabdlicos (Silva y Silva, 2012). Esta
situacion justifica la necesidad de incorporar a los dilutores sustancias de efecto
antimicrobiano. Hay una gran variedad de antibiéticos disponibles para estos fines,
pero los mayormente utilizados y sus cantidades contenidas en los dilutores para semen
de rumiantes son 1000 Ul/ml de penicilina'y 1 mg/ml de estreptomicina (Salomon y

Maxwell, 2000).

B. AGENTES CRIOPROTECTORES

El proceso de criopreservacion ideal debe preservar, en la mayor proporcion
posible, la integridad de las diferentes estructuras del espermatozoide. La utilizacion
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de un agente crioprotector es indispensable en la minimizacion de los dafios que se
producen en los espermatozoides durante el proceso de criopreservacion (Gao et al.,
1995); pues los crioprotectores tienen efectos notables sobre los fendmenos que
acomparian a la congelacion y la descongelacion de las células vivas, proporcionando
proteccidn contra las fuertes alteraciones que se producen en las estructuras celulares
y extracelulares y en la composicion quimica (Fahy et al., 1990). El agregado de
preparaciones lipidicas purificadas a los espermatozoides reduce significativamente el
shock de frio y el dafio producido por la congelacion - descongelacion (Graham et al.,
1987), por lo que usualmente se incluye yema de huevo en la preparacion de los
diluyentes debido a que los fosfolipidos y las lipoproteinas de baja densidad poseen
un efecto protector contra el shock del frio (Quinn et al., 1980). Ademas del glicerol
existen otros compuestos que poseen propiedades crioprotectoras como por ejemplo

el etilenglicol, propilenglicol, dimetilsulféxido o metanol (Navarro et al., 2004).

GLICEROL

Su funcion a este nivel consiste en aumentar el volumen del medio extracelular y
la proporcion de agua en estado de no congelacion, haciendo disminuir las
concentraciones de los electrolitos y por tanto, minimizando los efectos de solucion
(Mazur, 1984); ademas, y mediante la estimulacion osmotica de la deshidratacion
celular, consigue disminuir el volumen del agua intracelular disponible para
congelarse (Medeiros et al., 2002). El glicerol (GI) es el crioprotector mas utilizado en
los protocolos de congelacion de semen de practicamente todas las especies
domésticas. Esta sustancia ocupa simultaneamente la membrana y los compartimentos
extra e intracelulares (Mazur, 1984), pero su principal efecto crioprotector se ejerce a

nivel extracelular (Amann y Pickett, 1987). Los efectos sobre la osmolaridad celular
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no son los unicos, el GL también parece ejercer un efecto directo en la membrana

plasmatica (Parks y Graham, 1992).

2.2.3. FACTORES QUE AFECTAN AL ESPERMATOZOIDE DURANTE EL
PROCESO DE CRIOPRESERVACION.

Para obtener buenos resultados de supervivencia espermatica y fertilidad de los
espermatozoides es necesario comprender a qué tipo de estrés se ven sometidos los
espermatozoides durante los procesos de congelacion y descongelacion, asi como la
manera en que las células responden a las agresiones fisico-quimicas y medio

ambientales (Stornelli et al.,2005).

A. CAMBIOS DE VOLUMEN

Cuando los espermatozoides son congelados y descongelados se ven sometidos a
varios ciclos de deshidratacién e hidratacion lo que resulta en cambios significativos de
volumen. EIl primer cambio de volumen ocurre cuando la célula es colocada dentro de un
diluyente, el cual contiene sustancias crioprotectoras como glicerol. Mas tarde ocurren
cambios de volumen cuando la solucion es descongelada Estos cambios de volumen estan
asociados a cambios de la concentracion de iones y electrolitos en las soluciones intra 'y

extracelulares. (Leivo y Dradey, 1999).

B. SHOCK DE FRIO

Es bien conocido que el enfriamiento rapido del semen entre 30 °C y 0°C induce un
estrés letal en algunas células, el cual es proporcional a la tasa de enfriamiento. Es asi que

el enfriamiento en este rango de temperatura debe ser realizado cuidadosamente (Watson,
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1981). Este fendmeno es conocido como shock de frio y puede apreciarse durante el

enfriamiento de espermatozoides de cualquier especie.

El estrés de la membrana puede continuar por debajo de 0°C sin que el cambio de
fase sea completo, sin embargo, es bien conocido que los cambios de fase ocurren, en su

mayoria, entre los 5°C y 15°C (Dobrins et al., 1993).

C. EL CRIOPROTECTOR Y EL ESTRES CELULAR

El crioprotector permite mantener una mayor proporcion de agua liquida intracelular
a bajas temperaturas y en consecuencia una menor concentracion de electrolitos
posibilitando la supervivencia celular durante el proceso de criopreservacion. Sin
embargo, estos compuestos y los diluyentes producen un estrés transitorio pero
importante sobre la membrana plasmatica de los espermatozoides (Stornelli et al.,

2005).

La magnitud de este hecho esta intimamente relacionada con la capacidad penetrante
de los crioprotectores. El crioprotector de eleccién es comunmente el glicerol, el cual
produce una alteracion osmdtica. A la vez se ha observado que la hiper-osmolaridad
producida por este compuesto posee un efecto estimulador para la reaccion del acrosoma

(Aitken et al., 1983).

D. ESTRES OSMOTICO

El estrés, inducido por la formacion de cristales de hielo estd asociado a los cambios
en la presion osmética de la fraccion no congelada (Watson, 1988). Cuando una solucién

es enfriada por debajo del punto descongelacién los cristales de hielo se integran y el agua
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pura se cristaliza formando hielo. Los solutos permanecen disueltos en la fraccion de agua
liquida y por lo tanto la presion osmética de la solucién aumenta. La proporcion de agua
cristalizada como hielo y la presion osmotica de la solucion restante depende de la
temperatura, velocidad de descenso de la misma y el volumen de la fraccion no congelada

(Stornelli et al., 2005).

En tal sentido la duracion de la exposicidn a estos eventos deberia minimizarse para
lograr una 6ptima sobrevivencia, implicando entonces que el enfriamiento celular deberia
ser rapido. Sin embargo, la tasa de enfriamiento debe ser suficientemente lenta como para
permitir la salida de agua, y prevenir la formacion de cristales de hielo intracelular, lo

cual es letal para la célula (Holt y North, 1991).

Asi también refieren que el porcentaje de células que sobrevive a un proceso de
congelacion esta determinado por la sensibilidad al estrés osmotico durante la adicion y
remocion de crioprotectores durante el enfriamiento y el recalentamiento (Stornelli et al.,
2005). Las células espermaticas poseen mayor permeabilidad al agua que otros tipos
celulares (Noiles et al., 1993).

Si bien puede haber diferencias entre especies en la sensibilidad del espermatozoide a la
criopreservacion, el eyaculado es heterogéneo habiendo una resistencia variable al estrés

osmotico entre las células espermaticas (Katkov et al., 1998).

2.2.4. CRIOPRESERVACION DE ESPERMATOZOIDES DE ALPACAS.

En alpacas, se ha reportado el uso de distintos dilutores como Lactosa, Biladyl ®,
Triladyl ®, Androhep®, Citrato, TES TRIS y leche descremada, siendo los dos ultimos
los mas comunmente utilizados; en estos estudios se han obtenido motilidades post
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descongelamiento variables de 0 — 31% (Valdivia et al., 1999; Santiani et al., 2005;
Ordofiez y Verastegui, 2007; Morton et al., 2010; Banda et al., 2010; Choez et al., 2013;
Terreros et al., 2015) tanto para espermatozoides eyaculados como para los obtenidos de
la cola del epididimo. Al parecer no existirian diferencias en motilidad al trabajar con
espermatozoides obtenidos del epididimo con o sin plasma seminal (Rodriguez, 2009), lo
que podria justificar el uso de estos espermatozoides como una alternativa para investigar

las bases del proceso de congelacion y descongelacion (Morton et al., 2008).

Choez y Santiani, (2016), mencionan gue las concentraciones de 0.9 M de DMSO y
1.16 M de glicerol conservaron mejor las caracteristicas espermaticas de motilidad,
integridad funcional de la membrana plasmaética y viabilidad e integridad de la membrana
acrosomal, obteniéndose promedios de 35.83, 51.75 'y 38.25 % para el DMSO y de 30.83,
45.00 y 33.75 % para el glicerol y que EI etilenglicol al 1.02 M no conservd
adecuadamente las caracteristicas esperméticas de motilidad, integridad funcional de la
membrana plasmatica y viabilidad e integridad de la membrana acrosomal post
descongelamiento, ya que se obtuvieron promedios de 17.42, 32.17 y 21.00 %

respectivamente.

Calderdn, (2016) concluye que Los porcentajes de motilidad individual adicionando
plasma seminal de toro hubo diferencia en los T1 y T3 al momento de la coleccion 37°C;
La integridad de membrana a los 5°C fue mayor para el T2 en comparacién al T1. Los
resultados obtenidos mediante la adicién de plasma seminal de toro, son similares en
cuanto a la evaluacion de la motilidad progresiva, vitalidad e integridad de acrosoma a la

coleccidn 37°C, refrigeracion 5°C y descongelacion no encontro diferencia.
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Terreros et al. (2015) en su estudio realizado, evalu6 Efecto de Tres Crioprotectores
en la Criopreservacion de Espermatozoides Epididimarios de Alpaca. Dimetil Sulfoxido
(DMSO0), Etilenglicol (EG) y Glicerol (GL) sobre la criopreservacion de espermatozoides
epididimarios de alpaca. Trabaj6o con testiculos de alpacas mayores de tres afios. Se
separaron los epididimos y se diseccionaron las colas. Los espermatozoides fueron
recuperados con la fraccién A del dilutor (leche descremada, yema de huevo y fructosa)
y se emplearon las muestras con motilidad espermatica igual o mayor a 50% (n=18,
motilidad = 69%, integridad funcional de membrana espermética = 48%). La fraccion A
con los espermatozoides fue refrigerada (1°C/5 min) hasta alcanzar 5°C. Esta fraccion se
dividio en tres y se afiadi6 un volumen igual de la fraccion B conteniendo un crioprotector
(DMSO: 7%, 0.9M; EG: 7%, 0.9M; GL: 7%, 1.2M). Se llenaron pajillas de 0.5 ml con la
dilucion final y se congelaron en nitrégeno liquido. Después de 7 dias de almacenamiento,
las motilidades posdescongelacién fueron de 31, 8 y 24% y los porcentajes de integridad
funcional de la membrana espermatica fueron de 28, 17 y 26% para DMSO, EG y GL,
respectivamente. Se llevé a cabo un ensayo de fecundacion in vitro con los
espermatozoides descongelados de los grupos DMSO y GL, donde la tasa de division a
las 72 h posfecundacion fue de 47 y 27%, respectivamente, sin diferencias significativas.
Los resultados sugieren que el dimetil sulfoxido y el glicerol son agentes crioprotectores
mas efectivos en comparacion al etilenglicol.

Cayllahua et al. (2013) mencione que el protocolo que permite obtener mayor
cantidad de espermatozoides epididimarios en alpacas viables post- congelamiento fue el
de congelamiento tradicional. La motilidad de espermatozoides epididimarios de alpacas
Huacaya varia de 83% a 22%, en congelacion tradicional, 22% en vitrificacion con
Glicerol y 00% en vitrificacién con Etilenglicol (post- congelacion). La concentracion de

espermatozoides epididimarios de alpacas Huacaya oscila desde los 36 (1 Q6/ml) en
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fresco, 28 (1 Q6/ml) en congelacion tradicional, 44 (1 Q6/ml) en vitrificacion con Glicerol
y 24 (1 Q6Jml) en vitrificacion con Etilenglicol. En vivos el porcentaje de
espermatozoides epididimarios de alpacas Huacaya oscila desde 66% en fresco, 30% en
congelacion tradicional, 2% en vitrificacion con Glicerol y 00% en vitrificacion con

Etilenglicol.

Choez y Santiani, (2013) midiendo el efecto del tiempo de refrigeracion (1,12 y 24
h) sobre el porcentaje de motilidad y funcionalidad de la membrana plasmatica de
espermatozoides de alpaca obtenido por electroeyaculacion, reporta una movilidad de
50.93 + 11.10 (1h), 38.52 + 13.57 (12) y 17.89 * 15.34 (24); en caso de la funcionalidad

obtuvo 46.78 + 13.49 (12h), la refrigeracion se realizé a 5°C.

Banda et al, (2010) estudiando el efecto de dilutores en base a tris, tes y leche
descremada en la criopreservacion de espermatozoides obtenidos del epididimo de alpaca
menciona, El estudio tuvo por objetivo evaluar el efecto de tres dilutores (Tris, Tes y
leche descremada) en la criopreservacion de espermatozoides obtenidos del epididimo de
alpaca. Previamente se determing el efecto del tiempo entre el beneficio/castracion y la
recuperacion de los espermatozoides del epididimo. Se utilizaron 24 testiculos de alpacas
para la obtencién de los espermatozoides directamente del epididimo en una solucion
fisioldgica buferada (PBS). La recuperacion de espermatozoides se realiz6 a las 0, 35, 48
y 72 horas (6 testiculos por grupo) y se evalu6 la motilidad, concentracion espermatica e

integridad funcional de membrana.

Los espermatozoides recuperados a partir de 35 horas post beneficio/castracién no

fueron aptos para ser congelados. Las muestras recuperadas a las 0 horas fueron diluidas
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con Tris, Tes y leche descremada, enfriadas desde 35 a 5°C en 90 minutos, envasadas en
pajillas de 0.25 ml y congeladas en nitrégeno liquido. Se evalud la motilidad, integridad
funcional de membrana y vitalidad/integridad acrosomal en las muestras descongeladas.
La motilidad fue de 14.0, 8.6 y 17.0% en los grupos Tris, Tes y leche descremada,
respectivamente, donde el grupo leche descremada fue significativamente mejor que el
grupo Tes (p<0.05). Los porcentajes de integridad funcional de membrana y
vitalidad/integridad acrosomal fueron similares entre los tres grupos. Se concluye que los
tres dilutores brindan efectos similares para la criopreservacion de espermatozoides

epididimarios de alpaca.

Bravo y Alarcén et al., (2013), en el trabajo de investigacion preservacion de semen
y avances recientes en la inseminacion artificial de llamas y alpacas, menciona que La
preservacion de espermatozoides de llamas y alpacas tiene progreso tangible. El dilutor
mas apropiado parece ser Tris-yema de codorniz. EI semen se puede refrigerar una hora
antes del proceso de equilibrado con glicerol. El congelamiento se hizo en forma lenta y
al descongelamiento 50% de los espermatozoides se observan motiles. Pérez y col, et al
(2006), realizaron el trabajo de congelacion de los espermatozoides procedentes de los
conductos deferentes de camélidos en buffer tris con diferentes proporciones de yema de
huevo y glicerol con el objetivo de determinar la sobrevivencia de los espermatozoides
de alpacas y llamas exentos de secrecion de las glandulas anexas la congelacion. Los
espermatozoides fueron colectados por desviacion de los conductos deferentes,
evaluados, envasados en pajillas de 0.25 ml, se procedié a congelar en vapores de

nitrégeno liquido, la descongelacidn se realiz6 en bafio Maria a 37 °C por 30 segundos.
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La motilidad progresiva a la post descongelacién se evalu6 adecuando la salida del
microscopio a la pantalla de un televisor, los resultados obtenidos fueron: el volumen de
0.263 y 0.418 ml para alpacas y llamas. La concentracion fue 25.53 y 40.49 millones de
espermatozoides/ml para alpacas y llamas. La morfologia de los espermatozoides
normales fue: 61.72 % para alpacas y 59.16 para llamas sin diferencia, anormalidades
primarias 7.03 %y 15.99% con diferencia y anormalidades secundarias 31.25% y 24.85%
similares, en alpacas y llamas respectivamente. La motilidad progresiva inicial (dilucion)
fue 74.3%, 77.7% y 68.6% en alpacas y 63.0%, 66.9% y 59.1% en Ilamas con diferencia,
a la descongelacion vario el indice de recuperacion del 18.0% al 43.0% dependiendo del

nivel de yema de huevo.

Delgado y Quispe (2015), en su investigacion realizada Efecto de Tres Niveles de
Glicerol y Tiempos de Equilibramiento Sobre la Viabilidad de Espermatozoides de Llama
(Lama glama) Post-Descongelado menciona. el presente trabajo pretendié determinar el
efecto de tres concentraciones de glicerol (6%, 7% y 8%) y tres tiempos de refrigeracion
(2, 3y 4 horas) en el porcentaje de motilidad y de espermatozoides vivos de llama pre y
post-congelados utilizando el dilutor citrato - yema de huevo-glucosa y el porcentaje de
espermatozoides vivos antes de la congelacion no fue afectada por las concentraciones de
glicerol ni por los tres tiempos de refrigeracion, presentando un promedio general de
64,4% y 71,44% respectivamente. De la misma manera la motilidad espermatica y el
porcentaje de espermatozoides vivos después de la congelacion no fue afectada por las
concentraciones de glicerol ni por los tres tiempos de refrigeracion, presentando un
promedio general de 22.51%y 38,46% respectivamente. Por lo que es indiferente la
utilizacion de 6%, 7%y 8%de glicerol, tampoco influye mantener en equilibrio al semen

diluido de llama durante 2, 3 0 4 hrs pues se obtendra similares resultados.
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CAPITULO IlI

MATERIALES Y METODOS

3.1. ZONA DE ESTUDIO

El trabajo de investigacion se realizd en el laboratorio de Reproduccion Animal
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional del
Altiplano — Puno, que se encuentra ubicado en el distrito de Puno, provincia de Puno,
region de Puno, a 3820 m.s.n.m. y geograficamente: latitud sur 15° 49' 34.5” y una

longitud oeste de 70° 00' 43.5” en la Meseta de El Collao (SENAMHI, 2012).

3.2. ANIMALES

Se utilizo 3 alpacas machos de la raza Huacaya, mayores a 5 afios de edad, de
fertilidad comprobada; a los que se les realizo la desviacion de los conductos deferentes

mediante intervencién quirdrgica.

3.3. MATERIAL DE ESTUDIO

Los espermatozoides colectados para el estudio, procedieron del conducto
deferente de los 3 machos seleccionados. La distribucion a fin de eliminar el efecto macho
se distribuyd de la siguiente forma.

Cuadro 1. Registro de las caracteristicas macroscépicas y microscopicas de los
espermatozoides colectados del conducto deferente (0 h) a T° medio ambiente.

MACHOS LECHE LECHE TRIS (control)
DESCREMADA DESCREMADA+20% DE
YEMA DE HUEVO
M (1) n=5 n=>5 n=5
M (2) n=5 n=>5 n=>5
M (3) n=5 n=>5 n=>5
TOTAL 15 15 15
MUESTRAS
41
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Factores de inclusién: Solo se seleccionaron muestras con > 50% de motilidad,

morfologia normal >60%.

Factores de exclusién: Se evitardn muestras contaminadas.

Cuadro 2. Registro a 5° C (enfriamiento) la motilidad, integridad de acrosoma integridad

de membrana.

MACHOS LECHE LECHE TRIS
DESCREMADA DESCREMADA+20% DE (control)
YEMA DE HUEVO
M (1) n=5 = =
M (2) n=5 = =
M (3) n=5 n=>5 n=>5
TOTAL MUESTRAS 15 15 15

Cuadro 3. Registro a la descongelacion la motilidad, integridad de acrosoma, integridad

de membrana.

MACHOS LECHE LECHE TRIS
DESCREMADA DESCREMADA+20% DE (control)
YEMA DE HUEVO
M (1) n=5 = =
M (2) n=5 n= n=
M (3) n=5 n=>5 n=>5
TOTAL MUESTRAS 15 15 15

3.4. METODOLOGIA

3.4.1. Desviacion de los conductos deferentes

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

Se pesaron los machos donadores para calcular la dosificacién del tranquilizante

(Acepromacina: 0.2 mg/kpv).
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a.  Se rasurd el campo operatorio, que comprendi6 las regiones del hipogastrio, las
fosas inguinales y las caras mediales de los muslos. Se sujetd al animal sobre la
mesa de cirugia en posicion decubito dorsal y se realizé la antisepsia del &rea de
intervencion quirdrgica con alcohol yodado.

b.  Se insensibilizo el &rea operatoria con anestésico local (lidocaina al 2%) por
infiltracion subcutanea a razén de 10 a 15 mL, luego se colocO los campos
operatorios.

c. Latécnica quirurgica fue de la siguiente manera:

Paso 1. Se realiz0 la incision la piel 10 a 12 cm delante de los testiculos, en una extension
de 3 a4 cm en la base del pene; se secciond piel, tejido celular y masculo subcuténeo. Se
descubrié y separo la aponeurosis superficial para que los cordones espermaticos
quedaran expuestos.

Paso 2. Con ayuda del dedo pulgar y medio se localiz6 el cordén espermaético, luego con
dos pinzas hemostaticas mosquito se sujeto la tanica vaginalis que envolvia éste, la cual
se secciond longitudinalmente con una tijera de Metzembaum roma.

Paso 3. Con un estilete se ubicé y separo el conducto deferente de las estructuras que
conforman el corddn espermaético, una vez que se logré separar la mayor longitud posible,
se ligo y secciono. Se dirigio el extremo libre del conducto deferente sobre la cara medial
del muslo en un angulo de 90 grados y se preciso el lugar donde se realizo la implantacion.
Paso 4. Acto seguido se introdujo una sonda acanalada por cada uno de los lados de la
herida inicial; rotando y empujando hacia adelante con la sonda acanalada se va haciendo
un conducto subcutaneo hasta llegar al punto por donde seré fijado el conducto deferente

en la cara medial del muslo.
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Paso 5. Se tomo el extremo libre del conducto deferente con una pinza hemostética
mosquito, se condujo a través del conducto subcutaneo hasta sacarlo en la cara medial del
muslo. Se suturd la piel de la herida inicial con puntos simples interrumpidos, se fijo el
extremo libre del conducto deferente a la cara medial del muslo con tres puntos simples

interrumpidos con una sutura absorbible (acido poliglicolico nimero 1 cero).

3.4.2. COLECCION DE ESPERMATOZOIDES

Una vez recuperados de la intervencion quirargica, los machos fueron colectados
por masaje de los conductos deferentes a intervalos de 2 veces por semana, los
espermatozoides colectados fueron re-suspendidos en los diferentes tratamientos
(TRIS, Leche descremada 100% y Leche descremada 75% + Yema de huevo 25%)
segun corresponda.

a. Lacoleccion de semen sé realiz6 en sombra evitando que los rayos solares incidan
sobre los espermatozoides y en el menor tiempo posible, previa a la coleccion se
realizé la estimulacion de los machos con presencia de alpacas hembras por un
tiempo de 10 min.

b. EI animal fue derribado y colocado en posicion decubito lateral (derecha e
izquierda), se limpio la zona de coleccidn utilizando agua bidestilada con la ayuda
de una torunda de algoddn, luego se secd la zona de coleccion.

c. Se coloc6 vaselina inodora para realizar seguidamente los masajes,
aproximadamente desde la cola del epididimo siguiendo la direccién de los
conductos deferentes, facilitando la salida de los espermatozoides.

d. Con una jeringa de tuberculina adaptada a un tip se aspiré las gotas de

espermatozoides que fueron saliendo a medida que se realizaban los masajes.
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e. Luego el semen colectado en la jeringa de tuberculina fue vertido al tubo colector
el mismo que contenia 0.5 mL de dilutor atemperada a 37°C. Que al finalizar la
coleccion se coloco vaselina en la fistula de los conductos deferentes para evitar su

cicatrizacion y oclusion.

3.4.3. PREPARACION DE DILUTORES

El tratamiento para la reconstitucion de los espermatozoides de alpaca fue

preparado en tres proporcione distintas.

T1: 100% de TRIS (v/v).

T2: 100% de Leche descremada (v/v).

T3: 75% de Leche descremada mas de 25 Yema de huevo (V/v).

Las muestras de espermatozoides fueron re suspendidas en cada uno de los
tratamientos hasta obtener una concentracion de 50 X 10° espermatozoides/mL
(Kershaw — Young y Maxwell, 2011).

Dilutor “tris-yema”

Cuadro 4. El tris fue preparado para 100 mL de la manera la siguiente:

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

Fuente: (Maxwell y Evans 1999)

A cada tubo se le agrego 0.5mL de dilutor segin la preparacion que a continuacion se
describe:

a).- T1 - Dilutor Tris — yema “testigo”.- Se utilizé un tubo de ensayo para colocar 5 mL

de dilutor “Tris”.
45

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Para el dilutor Tris se le agregdé yema de huevo en una proporcion del 20% del total
utilizado, se centrifugo a 3,000 rpm por un lapso de 15 minutos.

Después de la centrifugacién se separ0 la parte sobrenadante con una jeringa, la que
se coloco en un tubo de ensayo que se llevo a bafio Maria a 37°C.

Se utiliz6 0.5 mL como pre-dilucion para el tubo en la coleccion (Fraccion “A”).
Antes de la congelacion se adiciono la fraccion “B”, el cual contenia la fraccion A mas el
7% de glicerol.

b).- T2 — Dilutor 100% de Leche descremada.- Se colocd 0.5mL de Leche descremada en
el tubo de ensayo, se llevd a bafio Maria a una temperatura de 37°C para realizar la
coleccion (Fraccion “A”). Antes de la congelacion se adiciono la fraccion “B”, el cual
contenia la fraccion “A” mas el 7% de glicerol. Se utilizé 0.5 mL como pre-dilucién de
la mezcla obtenida para el tubo en la coleccion.

C).- T3—75% de Leche descremada + 25% de Yema de huevo.- Para el uso de este tercer
tratamiento se colocd 0.35mL de Leche descremada + 0.15mL de Yema de huevo en el
tubo de ensayo, se llevd a bafio Maria a una temperatura de 37°C Se utilizé 0.5 ml como

pre-dilucion para la coleccion.

3.4.4. Motilidad total y motilidad progresiva

a) La motilidad espermatica fue valorada subjetivamente a un objetivo de
400X en un microscopio oOptico provisto de una platina térmica graduable, se
colocé una alicuota de 10uL de semen sobre una lamina portaobjetos previamente
temperada a 37°C y cubierta con una lamina cubreobjetos.

b) La lectura se realiz6 en tres campos Opticos como minimo, en los que se
contaron a los espermatozoides que tenian movimiento y los que no tenian
movimiento para motilidad total y para motilidad progresiva se conto
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espermatozoides con un movimiento rectilineo. En todas las muestras se evalud
la motilidad individual y la motilidad progresiva al momento de la coleccion, 5°C
y descongelacion, se contd de 200 espermatozoides en cada muestra (Kershaw —
Young and Maxwell, 2011).

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

individual y progresiva a traves de la formula siguiente:

n
MT =----mmmmmem- x 100

N
MT = Porcentaje de motilidad total.
n = Numero de espermatozoides motiles.
N = Numero total de espermatozoides.

3.4.5. Vitalidad espermatica

El porcentaje de vitalidad fue determinado por la técnica de coloracion eosina —
nigrosina:
a) Se trabajo sobre una platina térmica a una temperatura de 37°C, las laminas
portaobjetos se calentaron, se colocd 10 uL de colorante tanto eosina y nigrosina.
b) Con la ayuda de una micropipeta se colocé 20 uL de la muestra del predilutor con
espermatozoides en el extremo de la lamina porta objetos junto a las gotas de los
colorantes, con la punta de una aguja se realiz6 la mezcla de la muestra primeramente con
la eosina y luego con la nigrosina se espera 20 s.
c) Se realizo el frotis de la mezcla del semen coloreado en una ld&mina portaobjetos, se
dejo secar posteriormente fue llevada a lectura en el microscopio para su observacion a

1000X con aceite de inmersion y conto 200 espermatozoides.
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V = Vitalidad espermatica.
n = Numero de espermatozoides no coloreados.

N = NUmero total de espermatozoides

3.4.6. Test Hipoosmotico

a) La evaluacion de la integridad de membrana HOST (Swelling Test Hiposmotic) se
realiz6 haciendo uso de un medio hipo6smotico, para ello se utilizard 0.735 g de citrato
de sodio, 1.351 g de fructuosa y se complet6 con agua destilada hasta obtener un volumen
de 100 mL (Santiani, 2003).
b) Una vez preparado el medio hipodsmotico se deposit6 una cantidad de 10 mL en un
tubo graduado el mismo que fue temperado en bafio Maria a 37°C, al que se le agrego el
semen en un volumen de 0.05 mL e incubado por un tiempo de 30 min.
c) Se tomo una alicuota de 10 uL que fue colocada sobre una I&mina porta objetos y
observado a un aumento de 400X en un microscopio Optico, contando 200
espermatozoides.
d) Se determind como espermatozoides con reaccion positiva a todos aquellos que tengan
la cola hinchada y/o enrollada y por ende fueron considerados de membrana intacta
(Jeyendran et al. 1984).
n
s — x 100
N

TH = Porcentaje de espermatozoides positivos (colas enrolladas)

n = Numero de espermatozoides con colas enrolladas.

N = NUmero total de espermatozoides
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3.4.7. Integridad de Acrosoma

a) El porcentaje de integridad de acrosoma fue determinado por la técnica de coloracion
eosina—nigrosina se colocd 10 uL de muestra, 20 uL de eosina-nigrosina, juntamente se
mezclo por un tiempo de 20s.

b) Se realizd un frotis y con ayuda de un microscopio de contraste de fase a 1000x con
aceite de inmersion vinculada a una camara del propio microscopio, esta imagen fue
proyectada a una laptop para realizar la interpretacion correspondiente. Se observo a los
espermatozoides con integridad de acrosoma intacto, dafiados y espermatozoides sin
acrosoma contando 200 espermatozoides.

IA = Porcentaje de espermatozoides con integridad de acrosoma.
n = Numero de espermatozoides con integridad de acrosoma.

N = NUmero total de espermatozoides.

3.4.8. PROCEDIMIENTO PARA LA CONGELACION DE PAGILLAS

A). ENFRIAMIENTO

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

b) Una vez que la muestra lleg6 a los 5°C se le adicioné el segundo dilutor, en la misma
proporcién del dilutor inicial, incluyendo glicerina en un 7% para su equilibrado por un

tiempo de 2h.
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B). EMPAJILLADO

a) Las pajillas de 0.25 mL se rotularon con la ayuda de lapiceros de tinta permanente,
tomando en consideracién al tratamiento y la fecha de congelacion.

b) Se colocaron en tubos de ensayo estériles para su enfriamiento a 5°C. Se procedi¢ al
empajillado a una temperatura ambiente de 5°, cogiendo del extremo superior del doble
tapon de la pajilla, el extremo libre se colocd dentro de la muestra que contenia los
espermatozoides, succionando suavemente hacia el interior de la pajilla, por el lado del
doble tapdn, teniendo el cuidado de dejar un espacio en el tope de la pajilla.

c) Se saco la pajilla del tubo colector, para luego colocar en contacto el extremo inferior
de la pajilla o del lado del espacio de aire dejado, con el alcohol polivinilico con el cual
se realizé el sellado de la pajilla. Una vez sellado con el alcohol polivinilico, se colocaron

las pajillas en una gradilla a una temperatura de 5°C para su estabilizacion.

C). CONGELACION DE SEMEN

a) Para la congelacion, los espermatozoides re suspendidos en cada uno de los
tratamientos fueron diluidos hasta obtener una concentracion final de 30 X 108
espermatozoides/mL, para ello fueron diluidos con el dilutor TRIS — yema de huevo.

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

evaluacion.
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D). DESCONGELACION

a) Para la descongelacion se realizd un bafio Maria a 37°C donde las pajillas fueron
sumergida por un tiempo de 30 s, luego se evaluo la motilidad individual total, motilidad

progresiva, la integridad de membrana e integridad de acrosoma.

3.4.9. ANALISIS ESTADISTICO.

Para los datos cuantitativos estos se sometieron a medidas de tendencia central como
el promedio, y medidas de dispersion como la desviacion estandar y el coeficiente de
variabilidad. Se utilizé un disefio completamente al azar DCA, para la comparacion de
medias se utilizd la prueba de Dunnet. Los datos seran procesados a través del software
Excel 2016 y analizados a través de IBM SPSS Statistics 22 y Minitab 17; siendo el

Modelo aditivo lineal:

Y, =u -+t +e,

Donde:

i = 1,2 y 3 tratamientos

J = 1, 2, 3, 4, 5 repeticiones.
Yik = Es la variable respuesta.

u = Eslamedia general.

ti = Esel efecto del i-esimo tratamiento.
Eijk = Es el error experimental.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. EFECTO DE LOS DILUTORES SOBRE LAS CARACTERISTICAS
SEMINALES COLECTADAS A 37 °C.

En la tabla 1, se muestra las medias obtenidas de las caracteristicas seminales a la
pos dilucion en los medios dilutores (Tris, Leche descremada 100% y Leche descremada
75% + Yema de Huevo 25%) a una temperatura de 37°C. Observandose una diferencia

significativa entre el efecto de los tratamientos (P<0.05).

Tabla 1. Efecto de los dilutores sobre las caracteristicas seminales colectadas a 37°C.

TRATAMIENTO Tris LD (100%) LD (75%) + YH (25%)
Motilidad Total (%) 43.98+3.29*°  40.53+3.81% 46.39 + 2.532
Motilidad Progresiva (%) 32.35+4.552 29.94 +6.48 41.37 +2.032
Vitalidad (%) 34.73 +2.60°2 34.39 £ 3.77° 19.92 £2.35
Concentracion Espermatica (x10°) 77.00+11.4° 61.00+11.1 59.60 + 4.30
Test Hiposmaotico (%) 46.64 +5.26° 58.78 + 3.54 49.57 £9.71%
Integridad de Acrosoma (%) 44,79 + 2.88% 65.67 * 6.65 54.15 £ 4.06

Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de la media del nivel de control.

D= Leche Descremada; YH=Yema de Huevo

Los resultados mostrados en la tabla 1, indican que hay un mayor porcentaje de
motilidad total y motilidad progresiva en el tratamiento de LD (75%) + YH (25%),
seguida del Tris y de LD (100%). El semen de los camélidos sudamericanos (CSA)
presenta caracteristicas limitantes particulares propia de la especie, una de ellas es la

extrema filancia y un plasma seminal con alta viscosidad que dificulta el veloz
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desplazamiento de los espermatozoides (Banda et al., 2010; Casaretto, Martinez et al.,
2012). Al respecto (Bravo, 1995) hace mencion que la motilidad total en camélidos no
esta presente como en el caso de los carneros, sin embargo, esta limitante en observar la
motilidad total se minimiza gracias a la técnica de desviacion del conducto deferente,
(Pérez et al, 2006) demostrd que esta técnica facilitaba la evaluacion de esta misma,
ademas (Tibary y Memon, 1999) mencionan que la motilidad del espermatozoide

aumenta a medida que el eyaculado se vuelve mas liquido.

Segun a lo mencionado anteriormente se consigue un buen porcentaje de motilidad
al diluirse los espermatozoides, esta se hace mas pronunciada al diluir semen conseguido
directamente de los conductos deferentes, (Quintano, 2002). Quien logro 64.81% a
67.37% de motilidad, mientras que Deza (2006) reporto una motilidad individual 71.89%
a través del uso de la técnica de desviacion de los conductos deferentes; en el presente
estudio la motilidad no se vio afectada en demasia al ser colectada a través de la técnica
y directamente trasladada al medio dilutor, obteniéndose una motilidad total de 46.39%

y una motilidad progresiva 41.37% con el tratamiento de LD (75%) + YH (25%).

El dilutor que se emplea, juega un papel importante debido al importante suministro
de nutrientes que va mantener una elevada actividad metabolica, Segun (lllera, 1994),
estas sustancias son necesarias para mantener la viabilidad espermatica. La proteina de la
leche actiia como un buen amortiguador contra cambios de pH y como agentes quelantes
contra cualquier metal pesado presente (Salomén y Maxwell, 2000). Asi mismo el efecto
de la yema de huevo ha sido atribuido a las lipoproteinas de baja densidad (LDL) (Moussa
et al., 2002), que evitan el choque térmico y preservan la integridad de la membrana

(Watson, 1981). Las caracteristicas de ambas sustancias permitirian que no haya un
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cambio demasiado pronunciado en la motilidad total e individual, permitiendo una mejora

en la calidad de semen diluido.

La vitalidad y concentracion espermatica mostraron mayores porcentajes para el
tratamiento con Tris (100%) seguida de la LD (100%) y LD (75%) + YH (25%). Los
valores de vitalidad segln a lo reportado por autores como Paricahua (2001), Quintano
(2002), Deza (2004) y Quise (2008) fueron 94.25%, 62.47%, 58.25%, y 61.84%
respectivamente, los valores son de espermatozoides sin diluir y colectados a través de la
técnica de Desviacion de los conductos deferentes. Nuestro estudio muestra una
inferioridad en un 50% en promedio. Segin Bravo et al., (1997), La vitalidad de los
espermatozoides es constante y varia desde un 58% a 83%. En el presente estudio los
espermatozoides colectados e inmediatamente colocado en los medios de dilucion,
muestran una similitud entre los tratamientos Tris y LD (100%), mientras que el
tratamiento con LD (75%) + YH (25%) obtuvo una vitalidad baja, esto posiblemente se
deba a la composicion de los diferentes medios, en caso del tratamiento de LD (100%),
las proteinas actuarian como amortiguadoras contra los cambios de pH y como agente
quelante contra cualquier metal pesado presente (Salomon y Maxwell, 2000), ello
explicaria del porque el tratamiento de LD (100%) obtuviera una vitalidad alta inicial
después de la coleccidn frente al tratamiento que solo tuvo un 75% de LD; sin embargo
al mismo tiempo el tratamiento con LD (100%) tuvo un porcentaje de vitalidad similar al
Tratamiento con Tris, lo que sugiere que las proteinas de la Leche descremada ayudaria

a la sobrevivencia de los espermatozoides.

Los resultados mostrados para la concentracion espermatica fueron similares,

obteniendo un mayor porcentaje en los tratamientos Tris y LD (100%) y menor en el
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tratamiento con LD (75%) + YH (25%), segun Tibary y Vaughan (2006), la concentracion
espermatica es variable y se ve afectada por la edad, el método de coleccién empleado, el
numero de eyaculaciones al dia y el volumen de eyaculado, si bien en el trabajo de
investigacion se utilizo la técnica de desviacion del conducto deferente, se observa una
diferencia significativa entre los tratamientos, esta diferencia puede deberia al efecto de
los dilutores que fueron distintos tratamientos (Tris ; LD 100%; LD 75% + YH 25%).
Aun con los resultados mencionados en el presente estudio, fueron superiores a lo
reportado por Quintano (2002) quien utilizando la misma técnica de coleccion tan solo
obtuvo 23.87x10* de esp/mm?®, Asi mismo Paricahua, (2001) y Deza, (2004) reportaron

concentraciones de 23.87x 10° a 25.53x10° esp/mm3 con la misma técnica.

Los resultados obtenidos para el Test hiposmotico (Integridad de membrana) y la
integridad de Acrosoma muestran un mayor porcentaje para el tratamiento de LD (100%)

seguida del LD (75%) + YH (25%) y del Tris.

Los resultados en el presente estudio fueron menores a los reportados por
(Rodriguez, 2009), quien obtuvo un porcentaje de 89.08%, y similar a lo reportado por
(Giuliano et al, 2010), quien menciona un porcentaje de 20 a 62% de integridad de
membrana, ademas, (Giuliano et al, 2007a), en llamas indica un 59.70%, asi mismo,
fueron mayor a lo reportado por (Giuliano et al, 2007b), que menciona 33.48% y 30.15%,
y también lo obtenido por (Carretero et al, 2009). Estos autores trabajaron con la técnica
de electro eyaculacién y vagina artificial, mientras que en el presente estudio se realizé a

través de la técnica de Desviacion del Conducto Deferente.
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Nuestros resultados muestran una estabilidad en la integridad de membrana, en
especial los espermatozoides del tratamiento con LD (100%) seguida de la LD (75%) +
YH (25%) y en menor porcentaje el Tris, esta integridad de membrana posiblemente se
deba al accionar de las proteinas de la leche, debido a que los tratamientos que
presentaban proteina mostraron mejor integridad de membrana frente al tratamiento con
Tris; al parecer la presencia de proteina en el medio jugaria un papel importante en la
integridad de la membrana, ademas la concentracién de proteina presente en los medios
también jugaria un papel importante en la membrana celular, debido a que los
tratamientos de LD (100%) y LD (75%) + YH (25%) mostraron una mejor integridad de
membrana frente al dilutor Tris. Segin Jeyendran et al., (1984), la integridad de la
membrana espermatica es fundamental importancia en los procesos de fertilizacion;
Petrunkina et al., (2007) menciona que la membrana espermatica es de suma importancia,
ya que tiene la capacidad de regular el volumen celular, en especial cuando el
espermatozoide tiene cambios en el medioambiente debido a que esta varia en

osmolaridad.

La integridad acrosomica tuvo unos resultados notablemente diferentes entre los
tratamientos, mostrando como mayor porcentaje el tratamiento con LD (100%) (65.67 +
6.65), sequida de LD (75%) + (25%) (54.15 + 4.06), y con un menor porcentaje el
tratamiento con Tris (44.79 + 2.88%9), la integridad acrosomica juega un papel importante
debido a su participacion en el proceso de la fecundacion de ovocitos (Garner y Hafez,
2000) por las enzimas que contiene dentro del acrosoma (Hashizume et al., 1990). Segun
a lo mencionado por Hammerstedt et al (1990) el porcentaje de espermatozoides que
poseen un acrosoma intacto y que son aptos para exhibir reaccion acrosomica hacen de

este factor una importante caracteristica seminal. EI mantenimiento de la estructura del

56

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

ﬂ. UNIVERSIDAD

acrosoma probablemente se deba a los mismos factores que se mencionaron con
anterioridad para la integridad de membrana, no obstante en este trabajo, la concentracion
de proteina en los dilutores que se emplearon en las pruebas tomaria mas importancia,
debido a un mayor porcentaje de espermatozoides con una buena integridad acrosomica

en los dos tratamientos que contenian proteina dentro de su composicion.

4.2. EFECTO DE LOS DILUTORES SOBRE LAS CARACTERISTICAS
SEMINALES ENFRIADAS HASTA LOS 5°C.

La tabla 2, muestra las medias de las caracteristicas seminales de las muestras diluidas
en Tris, Leche descremada 100% y Leche descremada 75% + Yema de Huevo 25% y
enfriadas hasta los 5°C, Observandose una diferencia significativa entre el efecto de los
tratamientos (P>0.05).

Tabla 2. Caracteristicas seminales de semen diluido en Tris, Leche descremada 100% y
Leche descremada 75% + Yema de Huevo 25% y enfriadas hasta los 5°C.

LD (75%) + YH

TRATAMIENTO Tris LD (100%)

(25%)
Motilidad Total (%) 33.24 + 3.622 42.83+3.42 4198+1.81
Motilidad Progresiva (%) 26.14 +£7.03? 41.32+1.30 38.82 £ 2.46
Vitalidad (%) 26.45 + 6.552 36.65+8.762 29.47 + 3.312
Test Hiposmotico (%) 33.52+ 3572 66.18 + 8.23 53.59 +1.80
Integridad Acrosomica (%) 41.26 £ 4.542 72.74 £5.29 56.93 + 11.7

Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de la media del nivel de control.

LD =Leche descremada; YH= Yema de huevo

La motilidad total y progresiva son mayores en los tratamientos con leche descremada
(100%) y seguida con leche descremada (75%) + yema de huevo (25%), menor porcentaje

se obtuvo con el tratamiento control (Tris) (Figura 1).
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Segun a lo mencionado la motilidad total y progresiva no se veria afectados en los
tratamientos que presentaban mayores porcentajes de leche descremada, esto
posiblemente se deba a la presencia de las proteinas lacteas que mantendrian la estructura
y energia de los espermatozoides al momento del enfriamiento hasta los 5°C, asi mismo
durante la experimentacién se observd una mayor actividad en los espermatozoides que
estaban en el dilutor con 100% de LD (Tabla 2), no asi en el tratamiento con 75% de LD
+ 25% de YH vy el tratamiento control (Tris), lo cual indica que, al no tener una fuente
energética, los espermatozoides utilizarian las proteinas como dicha fuente, por lo cual

mostraria una mayor actividad el tratamiento con 100% de LD.

El enfriamiento de las células espermaticas puede provocar grandes cambios sobre
las caracteristicas seminales, asi como su sobrevivencia, dentro de la célula espermética
pueden presentarse cambios de osmolaridad, cambio de pH, entre otros.

Ordofiez et al. (2013) Reporto una motilidad progresiva de 5.90% en
Espermatozoides de alpaca refrigerados a 4°C, la muestra de semen obtenida por
electroeyaculacion, diluido en tris con 25 mL de yema de huevo, estos datos son mucho

menores reportados por el autor respecto al presente trabajo.

La vitalidad encontrada en el semen enfriado hasta los 5°C fue mayor en los
tratamientos con Leche descremada al 100% y leche descremada (75%) + Yema de huevo
(25%), mostrando el tratamiento con Tris un bajo porcentaje de vitalidad (Tabla 2).

Nuestros resultados indican que una mejor resistencia del dilutor al enfriamiento se
obtiene con aquellos tratamientos que tienen leche descremada en su composicion;
durante el enfriamiento se aprecia un factor que puede ser letal para las células

espermaticas, denominada como Shock de frio, lo cual se da por el enfriamiento rapido
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del semen (entre 30° y 5°C), el cual produce el estrés letal (Watson, 1981), este estrés
letal en la célula espermatica se veria reducido por la presencia de proteinas de origen
lacteo, asi mismo, el agregado de preparaciones lipidicas purificadas a los
espermatozoides reduce significativamente el shock de frio y el dafio producido por la
congelacién - descongelaciéon (Graham et al., 1987), por lo que usualmente se incluye
yema de huevo en la preparacion de los diluyentes debido a que los fosfolipidos y las
lipoproteinas de baja densidad poseen un efecto protector contra el shock del frio (Quinn
et al., 1980). El estrés causado por el enfriamiento, puede provocar la muerte celular o

causar que disminuya las caracteristicas seminales.

La Integridad de membrana (Test Hiposmotico) y la Integridad de Acrosoma
mostraron resultados mejores para los tratamientos con leche descremada (100%), y
Leche descremada (75%) + Yema de Huevo (25%), mostrando y un porcentaje mayor al
50%, no obstante, el tratamiento con Tris mostro un minimo porcentaje.

Nuestros resultados podrian deberse a una mejor proteccion a la membrana celular,
gracias a la capacidad por la cual proporcionaria e tendria la composicion de la leche
descremada, la cual, le estaria brindando una estabilidad a la membrana espermatica en
el proceso del enfriamiento, en el shock de frio la membrana plasmatica se ve con cambios
que generan importantes modificaciones en su permeabilidad que resultan en alteraciones
de las funciones metabolicas. Si bien las células espermaticas resisten mas con la adiccién
de Yema de Huevo al parecer la composicién de la leche descremada tendria una mejor
capacidad de mantenimiento de la membrana celular, incluyendo la integridad
acrosomica, segun Foote (2002), la caseina, unas de las proteinas mas importantes de la
leche también tienen un efecto antioxidante la cual confiere proteccion a los

espermatozoides durante la reduccion de temperatura.
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43. EFECTO DE LOS DILUTORES SOBRE LAS CARACTERISTICAS
SEMINALES POST DESCONGELACION.

En la tabla 3 se presentan los datos promedios obtenidos en el presente estudio, donde se
evalud las caracteristicas seminales por efecto de los dilutores Tris, Leche descremada
100% y Leche descremada 75% + Yema de Huevo 25% post descongeladas,

observandose una diferencia significativa entre el efecto de los tratamientos (P>0.05).

Tabla 3. Caracteristicas seminales de semen diluido en Tris, leche descremada 100% y
leche descremada 75% + yema de huevo 25% post descongelacion.

TRATAMIENTO Tris LD (75%) + YH (25%)
Motilidad Total (%) 17.97 + 3.642 27.38+2.12
Motilidad Progresiva (%) 10.82 +1.29* 24.27 £ 3.93
Vitalidad (%) 12.30 £ 2.43% 24.01+1.30
Test Hiposmotico (%) 24.26 £1.43° 29.41 £ 2.97
Integridad Acrosomica (%) 27.67+2.18° 63.65+4.12

Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de la media del nivel de
control.

LD= Leche descremada; YH=Yema de huevo

En el presente estudio, los resultados superiores fueron en los tratamientos con 75% de
Leche + 25% de Yema de huevo, mientras que el tratamiento con 100% de Leche

descremada no mostraron resultados.

La motilidad total y progresiva fueron mayores en el tratamiento con 75% de Leche
descremada + 25 % de Yema de Huevo, seguida del tratamiento control (Tris) y no

mostraron resultados la Leche descremada al 100%.
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Los resultados en el presente estudio sobre la motilidad post descongelacion
resultan ser mayor a lo mencionado por Vaughan et al. (2003) y Santiani et al. (2005),
quienes hacen referencia que los trabajos de criopreservacion de semen de alpaca con
vagina artificial presentaron resultados de solo 6-20% de motilidad y que raramente
superan el 40%, no obstante autores como que llegaron a mencionar hasta 45% (Bravo et
al., 1996); ademaés, el uso de diferentes dilutores como la Lactosa, Biladyl ®, Triladyl ®,
Androhep®, Citrato, TES TRIS y leche descremada, muestran resultados sobre la
motilidad que van desde 0 a 31%, (Valdivia et al., 1999; Santiani et al., 2005; Ordofiez y
Verastegui, 2007; Morton et al., 2010; Banda et al., 2010; Choez et al., 2013; Terreros et
al., 2015), observandose que los resultados en el presente estudio estarian dentro de este
rango, no obstante, siendo menor a lo reportado por Choez y Santiani (2016), quienes
sefialan una motilidad de 35.83% en caso del crioprotector DMSO y 30.83% para el
glicerol, sin embargo, Banda et al (2010) al trabajar con leche descremada solo alcanzo

el 17.00%.

La motilidad obtenida después del proceso de descongelacion se debe probablemente
a que este proceso produce cambios en la morfologia espermética. El dafio sobre la
estructura celular provoca que las células espermaticas no puedan cumplir con sus
actividades metabdlicas post descongelacion, observando una pobre motilidad al final,
Dinotelo, (2011) menciona que la Leche descremada comunmente es utilizada como
dilutor para mantener bien la motilidad espermatica, ademas de ser de preparacion simple
y de bajo costo, si bien las proteinas de la leche actuaron bien en los procesos anteriores
a la congelacion, la proteina de la leche sola no puede ser un buen crioprotector, es por

ello que en el tratamiento con 100% de Leche descremada no se obtuvo resultados por la
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mortalidad total de espermatozoides en este grupo a pesar de tener dentro de su base el

criopreservante glicerol.

Los grupos que contenian yema de huevo mostraron mejores condiciones, siendo
mejor el tratamiento con 75% de Leche descremada + 25% de yema de huevo vy el
tratamiento control (tris), mostrando una vitalidad mayor para el tratamiento con que
contenia mayor porcentaje de yema de huevo. De Alba, (1985) menciona que la yema de
huevo es un componente basico que esté en casi todo los componentes diluyentes por su
papel protector y conservador de los espermatozoides, por los compuestos lipidico —
proteicos y lipidicos de la yema de huevo, ademas de ello menciona, que la presencia de
glucosa es metabolizada por los espermatozoides, ademas posee ciertas proteinas,
vitaminas hidrosolubles y liposolubles las cuales poseen un cierto grado de viscosidad

que pueden beneficiar a las células espermaticas.

La Integridad de membrana y acrosomal es fundamental para la sobrevivencia,
ademas de ser fundamental e importante en el proceso de fertilizacion (Jeyendran et al.,
1984). Mientras que el acrosoma es un delgado saco membranoso de doble capa que cubre
el extremo anterior del ndcleo del espermatozoide (Garner y Hafez, 2000). Los resultados
en el presente estudio muestran unas células espermaticas con un mayor porcentaje de
integridad acrosomica mas no asi para la integridad de la membrana, esto probablemente
se deba a la accidn de los diferentes componentes de la leche descremada y yema de

huevo.

Las proteinas y lipidos tendrian un aspecto importante en la proteccion y

conservacion de la integridad de la membrana Segun Derivaux, (1982), La fraccién
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proteica responsable de la conservacion intervendria inhibiendo la formacién de peréxido
de hidrogeno (H202) como consecuencia de la oxidacion desaminativa de una molécula
detriptéfano, de fenilalanina o de tirosina. La yema de huevo contiene igualmente toda
una serie de diastasas, especialmente de deshidrogenasa, que intervendrian como
substrato de oxidacién y como elementos protectores de enzimas con grupos sulfidrilos y
del factor anticoagulante que normalmente esta presente en el plasma seminal. Asi
mismo, La accion protectora de la yema de huevo ha sido atribuida a las lipoproteinas de
baja densidad (LDL) (Moussa et al., 2002), que evitan el choque térmico y preservan la
integridad de la membrana (Watson,1981). Las LDL estan compuestas por 87% de lipidos
y 12% de proteinas, y presentan una forma esférica con un centro formado por
triglicéridos los que estan rodeados por una envoltura de proteinas y fosfolipidos (Hu et

al., 2010).

Segln a lo mencionado por Hu J-H et al., (2010) y a los resultados obtenidos en
nuestro estudio, la composicion de la yema de huevo durante la congelacion-
descongelacion, jugaria un papel importante, en especial las LDL que aparénteme serian
desbaratadas y los fosfolipidos son liberados en el medio, y vendrian a formar una

cubierta protectora en la superficie de las células espermaticas.
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V. CONCLUSIONES

- Lamotilidad total y progresiva son superiores con el tratamiento de leche descremada
a 75% y yema de huevo a 25%; la vitalidad y concentracion son mayores con el
tratamiento control; la integridad de membrana e integridad acrosémica fueron
superiores con el tratamiento al 100% de LD, sobre los espermatozoides colectados.

- Las mejores caracteristicas microscopicas del semen enfriado hasta los 5°C fueron con
100% de leche descremada.

- Las mejores caracteristicas microscopicas del semen post descongelacion fueron con

75% de LD y 25% de yema de huevo.
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VI. RECOMENDACIONES

- Se debe tomar en consideracion las concentraciones de Leche descremada pura o en
combinacion (100% y 75%) en el manejo de la criopreservacion seminal, donde se
deben experimentar nueva combinacion de concentraciones.

- Se debe tomar en consideracion las concentraciones de Yema de Huevo como el 25%
en combinacion con otros dilutores en el manejo de la criopreservacion seminal, donde

se deben experimentar nueva combinacion de concentraciones con otros dilutores.
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ANEXOS

Imagen 02. Preparacion de la alpaca macho, previa a la cirugia
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Imagen 04. Masaje del conducto deferente para la obtencidon de muestras seminales
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Imagen 06. Obtencién de muestra espermatica

78

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
. ____________________________________________________|]



UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO

Repositorio Institucional

Imagen 07. Dilutor a base de leche descremada

Imagen 08. Preparacion de dilutores
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Imagen 09. Colocacion de dilutores en la centrifuga

Imagen 10. Espermatozoides observados al microscopio
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CORRIDA CON SOFTWARE MINITAB 17

Comparaciones multiples de Dunnet con un control
Tratamiento N° Media Agrupacién
Tris (control) 5 0.4398 A
Leche descremada + huevo 5 0.4639 A
Leche descremada 5 0.4053 A
Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de la media del nivel
control

Espermatozoides colectados a una t° de 37°C

1. Motilidad total

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
TRATAMIENTO | 2 0.008663 0.004332 4.10 0.044
Error 12 0.012689 0.001057
Total 14 0.021352

Medias
Tratamiento N | Media Desv. Est. IC de 95%
Leche descremada 5 0.4053 0.0381 (0.3736; 0.4370)
Leche descremada + huevo 5 0.4639 0.0253 (0.4322; 0.4956)
Tris 5 0.4398 0.0329 (0.4081; 0.4715)

2. Motilidad progresiva

Andlisis de Varianza
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
TRATAMIENTO | 2 0.03635 0.018176 8.16 0.006
Error 12 0.02673 0.002227
Total 14 0.06308

Medias
Tratamiento n Media Desv. Est. IC de 95%
Leche descremada 5 0.2994 0.0648 (0.2534;0.3453)
Leche descremada + huevo 5 0.41376 0.02031 (0.36777;0.45975)
Tris 5 0.3235 0.0455 (0.2776;0.3695
Comparaciones multiples de Dunnet con un control

Tratamiento N Media Agrupacion
Tris (control) 5 0.3235 A
Leche descremada + huevo 5 0.4137
Leche descremada 5 0.2994 A
Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de la media del nivel
control

3. Vitalidad espermatica
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Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
TRATAMIENTO | 2 0.07151 0.035755 40.49 0.000
Error 12 0.01060 0.000883
Total 14 0.08211
Medias

Tratamiento n Media Desv. Est. IC de 95%
Leche descremada 5 0.3439 0.0377 (0.3150; 0.3729)
Leche descremada + huevo 5 0.1992 0.0235 (0.1702; 0.2281)
Tris 5 0.3473 0.0260 (0.3183; 0.3763)

Comparaciones multiples de Dunnet con un control
Tratamiento N Media Agrupacion
Tris (control) 5 0.3473 A
LECHE DESCREMADA 5 0.3439 A
LECHE DESCREMADA + 5 0.1992
HUEVO
Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de la media del nivel
control

4. Concentracion

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
TRATAMIENTO | 2 9.34533E+14 4.67267E+14 5.16 0.024
Error 12 1.08720E+15 9.06000E+13
Total 14 2.02173E+15

Medias

Tratamiento n Media Desv. Est. | IC de 95%

Leche descremada 5 61000000 11401754 | (51725318; 70274682)

Leche descremada + huevo 5 59600000 11104053 | (50325318; 68874682)

Tris 5 77000000 4301163 | (67725318; 86274682
Comparaciones multiples de Dunnet con un control

Tratamiento N Media Agrupacién

Tris (control) 5 77000000 A

LECHE DESCREMADA 5 61000000

LECHE DESCREMADA + 5 59600000

HUEVO

Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de la media del nivel

control
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5. Test. De hipo6smotico

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
TRATAMIENTO | 2 0.04012 0.020062 14.61 0.001
Error 12 0.01648 0.001373
Total 14 0.05660
Medias

Tratamiento n Media Desv. Est. | IC de 95%
Leche descremada 5 0.5878 0.0354 (0.5517; 0.6239)
Leche descremada + huevo 5 0.49572 0.00971 (0.45961; 0.53183)
Tris 5 0.4664 0.0526 (0.4303; 0.5025)

Comparaciones multiples de Dunnet con un control
Tratamiento N Media Agrupacién
Tris (control) 5 0.4664 A
LECHE DESCREMADA 5 0.5878
LECHE DESCREMADA + 5 0.49572 A
HUEVO
Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de la media del nivel
control

6. Integridad acrosémica

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
TRATAMIENTO | 2 0.09695 0.048475 22.99 0.000
Error 12 0.02319 0.002108
Total 14 0.12014
Medias

Tratamiento n Media Desv. Est. | IC de 95%
Leche descremada 5 0.6567 0.0665 (0.6062; 0.7073)
Leche descremada + huevo 5 0.5415 0.0406 (0.4963; 0.5867)
Tris 5 0.4479 0.0288 (0.4027; 0.4931)

Comparaciones multiples de Dunnet con un control
Tratamiento N Media Agrupacion
Tris (control) 5 0.4479 A
LECHE DESCREMADA 4 0.6567
LECHE DESCREMADA + 5 0.5415
HUEVO
Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de la media del nivel
control
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CORRIDA CON SOFTWARE MINITAB 17
Espermatozoides enfriada a T° 5°C

1. Motilidad total

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
TRATAMIENTO | 2 0.02818 0.014092 7.19 0.009
Error 12 0.02353 0.001961
Total 14 0.05172
Medias

Tratamiento n Media Desv. Est. | IC de 95%
Leche descremada 5 0.4283 0.0342 (0.3852; 0.4714)
Leche descremada + huevo 5 0.41982 0.01815 (0.37667; 0.46297)
Tris 5 0.3324 0.0662 (0.2893; 0.3755

Comparaciones multiples de Dunnet con un control
Tratamiento N Media Agrupacién
Tris (control) 5 0.3324 A
LECHE DESCREMADA 5 0.4283
LECHE DESCREMADA + 5 0.41982
HUEVO
Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de la media del nivel
control

2. Motilidad progresiva

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
TRATAMIENTO | 2 0.06624 0.033119 17.36 0.000
Error 12 0.02289 0.001907
Total 14 0.08913
Medias

Tratamiento n Media Desv. Est. | IC de 95%
Leche descremada 5 0.41322 0.01306 (0.37067; 0.45577)
Leche descremada + huevo 5 0.3882 0.0246 (10.3456; 0.4308)
Tris 5 0.2614 0.0703 (0.2189; 0.3040

Comparaciones multiples de Dunnet con un control
Tratamiento N Media Agrupacion
Tris (control) 5 0.2614 A
LECHE DESCREMADA 5 0.41322
LECHE DESCREMADA + 5 0.3882
HUEVO
Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de la media del nivel
control
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3. Vitalidad espermatica

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
TRATAMIENTO | 2 0.02747 0.013733 3.15 0.079
Error 12 0.05226 0.004355
Total 14 0.07972
Medias

Tratamiento n Media Desv. Est. | IC de 95%
Leche descremada 5 0.3665 0.0331 (0.3022; 0.4308)
Leche descremada + huevo 5 0.2947 0.0876 (0.2304; 0.3590)
Tris 5 0.2645 0.0655 (0.2002; 0.3288)

Comparaciones multiples de Dunnet con un control
Tratamiento N Media Agrupacién
Tris (control) 5 0.2645 A
LECHE DESCREMADA 5 0.3665 A
LECHE DESCREMADA + 5 0.2947 A
HUEVO
Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de la media del nivel
control

4. Test hipoosmética

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
TRATAMIENTO | 2 0.24705 0.123525 50.82 0.000
Error 11 0.02673 0.002430
Total 13 0.27378
Medias

Tratamiento n Media Desv. Est. | IC de 95%
Leche descremada 4 0.6618 0.0823 (0.6076; 0.7161)
Leche descremada + huevo 5 0.5359 0.01808 (0.48745; 0.58451)
Tris 5 0.3352 0.0357 (0.2867; 0.3837)

Comparaciones multiples de Dunnet con un control
Tratamiento N Media Agrupacion
Tris (control) 5 0.3352 A
LECHE DESCREMADA 4 0.6618
LECHE DESCREMADA + 5 0.5359
HUEVO
Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de la media del nivel
control

87

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

ﬂ. UNIVERSIDAD

5. Integracién acrosémica

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
TRATAMIENTO | 2 0.22116 0.110579 16.85 0.000
Error 11 0.07220 0.006563
Total 13 0.29336
Medias

Tratamiento n Media Desv. Est. | IC de 95%
Leche descremada 4 0.7274 0.0529 (0.6383; 0.8166)
Leche descremada + huevo 5 0.5693 0.1179 (0.4895; 0.6490)
Tris 5 0.4126 0.0454 (0.3329; 0.4923)

Comparaciones multiples de Dunnet con un control
Tratamiento N Media Agrupacién
Tris (control) 5 0.4126 A
LECHE DESCREMADA 4 0.7274
LECHE DESCREMADA + 5 0.5693
HUEVO
Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de la media del nivel
control

CORRIDA CON SOFTWARE MINITAB 17
Espermatozoides post descongelacion

1. Motilidad total

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
TRATAMIENTO | 2 0.193607 0.096804 163.76 0.000
Error 12 0.007094 0.000591
Total 14 0.200701

Medias

Tratamiento n Media Desv. Est. | IC de 95%

Leche descremada 5 0.000000 0.000000 | (-0.023691; 0.023691)

Leche descremada + huevo 5 0.27386 0.02120 (0.25017; 0.29755)

Tris 5 0.1797 0.0364 (0.1560; 0.2034)
Comparaciones multiples de Dunnet con un control

Tratamiento N Media Agrupacién

Tris (control) 5 0.1797 A

LECHE DESCREMADA + 5 0.27386

HUEVO

LECHE DESCREMADA 5 0.000000

Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de la media del nivel

control
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2. Motilidad progresiva

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
TRATAMIENTO | 2 0.147833 0.073916 129.43 0.000
Error 12 0.006853 0.000571
Total 14 0.154686
Medias
Tratamiento n Media Desv. Est. | IC de 95%
Leche descremada 5 0.000000 0.000000 | (-0.023286; 0.023286)
Leche descremada + huevo 5 0.2427 0.0393 (0.2194; 0.2660)
Tris 5 0.10822 0.01299 (0.08493; 0.13151)
Comparaciones multiples de Dunnet con un control
Tratamiento N Media Agrupacién
Tris (control) 5 0.10822 A
LECHE DESCREMADA + 5 0.2427
HUEVO
LECHE DESCREMADA 5 0.000000
Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de la media del nivel
control

3. Motilidad progresiva

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
TRATAMIENTO | 2 0.144244 0.072122 285.07 0.000
Error 12 0.003036 0.000253
Total 14 0.147279

Medias
Tratamiento Media Desv. Est. | IC de 95%

Leche descremada
Leche descremada + huevo

0.000000 0.000000 | (-0.015499; 0.015499)
0.24018 0.01307 (0.22468; 0.25568

oljoljo| S

Tris 0.1230 0.0243 (0.1075; 0.1385
Comparaciones multiples de Dunnet con un control

Tratamiento N Media Agrupacion

Tris (control) 5 0.1230 A

LECHE DESCREMADA + 5 0.24018

HUEVO

LECHE DESCREMADA 5 0.000000

Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de la media del nivel

control
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4. Test. De hipoosmética

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
TRATAMIENTO | 2 0.246767 0.123383 339.72 0.000
Error 12 0.004358 0.000363
Total 14 0.251125
Medias
Tratamiento n Media Desv. Est. | IC de 95%
Leche descremada 5 0.000000 0.000000 | (-0.018570; 0.018570)
Leche descremada + huevo 5 0.2941 0.0297 (0.2756;0.3127)
Tris 5 0.24268 0.01436 (0.22411;0.26125)
Comparaciones multiples de Dunnet con un control
Tratamiento N Media Agrupacién
Tris (control) 5 0.24268 A
LECHE DESCREMADA + 5 0.2941
HUEVO
LECHE DESCREMADA 5 0.000000
Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de la media del nivel
control

5. Integridad acrosémica

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
TRATAMIENTO | 2 1.01851 0.509254 702.48 0.000
Error 12 0.00870 0.000725
Total 14 1.02721
Medias
Tratamiento n Media Desv. Est. | IC de 95%
Leche descremada 5 0.000000 0.000000 | (-0.026235; 0.026235)
Leche descremada + huevo 5 0.6365 0.0412 (0.6102; 0.6627)
Tris 5 0.27674 0.02185 (0.25050; 0.30298)
Comparaciones multiples de Dunnet con un control
Tratamiento N Media Agrupacion
Tris (control) 5 0.27674 A
LECHE DESCREMADA + 5 0.6365
HUEVO
LECHE DESCREMADA 5 0.000000
Las medias no etiquetadas con la letra A son significativamente diferentes de la media del nivel
control
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