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RESUMEN

Debido a las dificultades, como la alta viscosidad del semen de la alpaca (Vicugna pacos)
y la baja congelabilidad a la criopreservacion, los objetivos de esta investigacion han sido,
determinar el efecto de la centrifugacion a diferentes fuerzas de centrifugacion por tiempo
y en distintos medios sobre la recuperacion de espermatozoides, la motilidad y la
integridad funcional de la membrana espermatica; estimar el tiempo de conservacion bajo
refrigeracion de espermatozoides en medio sélido y liquido; y evaluar la capacidad
gestacional del semen sélido y liquido de alpacas. Con estos propdsitos, se han llevado a
cabo tres experimentos, en el primer caso, se ha colectado semen de alpaca, luego
centrifugado a tres fuerzas de centrifugacion por tiempo (492 x g por 15 min, 1968 x g
por 10 min, y 4448 x g por 7 min) y dos medios de centrifugacion (Tris y PureSperm®80);
en el segundo experimento, se ha conservado semen centrifugado en medio
PureSperm®80 a 4448 x g por 7 min en forma liquida y sélida hasta 96 horas; en el
tercero, se ha inseminado alpacas con semen que estaban conservados a 5 °C por 48 horas
en estado liquido y sélido (gelificado a 280 °Bloom). Los resultados encontrados indican
que, la centrifugacion de eyaculados a 4448 x g durante 7 minutos en medio
PureSperm®80 proporcionod una alta tasa de recuperacion de espermatozoides (98.46%)
con una pérdida minima de la motilidad (3.45%) y la integridad funcional de la membrana
plasmatica (5.75%); la refrigeracion de semen a 5 °C en estado liquido y solido hasta 48
horas, previamente centrifugado a esta fuerza de centrifugacién en PureSperm®80,
mostraron valores de motilidad de 41.20 y 52.06% e integridad funcional de la membrana
de los espermatozoides de 49.84 y 64.90% respectivamente; y se evidencié capacidad
gestacional del semen refrigerado en forma liquida (4/12), mas no en el caso del semen
refrigerado en forma solido (0/12), siendo ambos (previamente centrifugados a 4448 x g
por 7 min en PureSperm®80) superados por la proporcion de prefieces por empadre
controlado (6/12).

Palabras clave: motilidad, PureSperm, refrigeracion, gelificacion, inseminacion



ABSTRACT

Due to difficulties, such as the high viscosity of the semen of the alpaca (Vicugna pacos)
and the low freezability to cryopreservation, the objectives of this research have been to
determine the effect of centrifugation at different centrifugal forces for time and in
different media on sperm recovery, motility and functional integrity of the sperm
membrane; estimate the storage time under refrigeration of sperm in solid and liquid
medium; and evaluate the gestational capacity of the solid (gelled) and liquid semen of
alpacas. For these purposes, three experiments have been carried out, in the first case,
alpaca semen was collected and centrifuged at three speeds-time (492 x g for 15 min,
1968 x g for 10 min and 4448 x g for 7 min) and two different media (Tris and
PureSperm®80). In the second experiment, the centrifuged semen was preserved in
PureSperm®80 at 4448 x g for 7 min, isolated, gelled, conserved and evaluated up to 5
days. In the third, alpacas have been inseminated with semen that stored at 5 °C for 48
hours in liquid and solid state (gelled at 280 °Bloom). Results were that the centrifugation
of ejaculates at 4448 x g for 7 minutes in PureSperm®80 medium provided a high rate of
sperm recovery (98.46%) with a minimal loss of sperm motility (3.45%) and of the
functional integrity of the plasma membrane (5.75%), that the semen refrigerated in liquid
and solid state at 5 °C up to 48 hours, previously centrifuged at high speed in
PureSperm®80, showed motility values of 41.20 and 52.06%, and functional integrity of
the sperm membrane of 49.84 and 64.90% respectively, and that gestational capacity of
this refrigerated liquid semen (4/12) has been evidenced, but not in the case of gelled
semen (0/12), both (previously centrifuged at high speed in PureSperm®80) were
surpassed by the proportion of pregnancies by controlled breeding (6/12).

Keywords: motility, PureSperm, refrigeration, gelation, insemination



I. INTRODUCCION

La crianza de camelidos sudamericanos (CSA), constituye una fuente de ingresos para las
poblaciones localizadas en los altos Andes de Sudamérica (Quispe et al. 2009). Sin
embargo, esta actividad se desarrolla ain con bajos rendimientos productivos debido a la
baja utilizacion de material genético de importancia, e inadecuadas estrategias de

alimentacion y manejo.

Como se sabe, la inseminacion artificial ayuda en la velocidad de la mejora genética de
caracteres de interés para el productor. En la alpaca, esta tecnologia reproductiva ha
tenido uso limitado y bajos resultados a nivel de campo (Alarcon et al. 2012; Bravo et al.
2000a), debido a que atn no ha sido posible congelar-descongelar el semen de alpaca (en
general de los camélidos) con parametros espermaticos utilizables para inseminacién
artificial (Santiani et al. 2005; Bravo et al. 2000a). Al respecto, se han estudiado varios

factores con resultados desalentadores.

El problema central radica en la existencia de una tecnologia inadecuada de
criopreservacion de semen de la alpaca, determinado por la baja congelabilidad del semen
(Santiani et al. 2005), la alta viscosidad (Adams et al. 2009) y el bajo volumen de las
eyaculaciones, que conjuntamente han restringido su procesamiento, y conllevado a bajas
tasas de natalidad por inseminacion artificial (I.A.). Debido a estas dificultades, en los
camélidos e inclusive en los camellos, se han incorporado previos procesos a la
criopreservaciéon de semen con el fin de disminuir (Bravo et al. 2000a; Santiani et al.
2005), anular (Morton et al. 2012; Giuliano et al. 2010; El-Bahrawy 2010) y evadir
(Morton et al. 2007; Pérez et al. 2014; Gomez-Quispe et al. 2016) la viscosidad del
plasma seminal, los cuales no han mejorado significativamente los parametros

espermaticos para fines de inseminacion artificial.



Entre otras tecnologias, en otras especies se ha ensayado la separacion de
espermatozoides del plasma seminal utilizando bajas fuerzas de centrifugacion (perro:
Dorado et al. 2013; porcino: Matés et al. 2007), y altas fuerzas de centrifugacion
(humanos: Jecht y Poon, 1975) en medio Tris (camellos: El-Bahrawy 2010), y en gel
PureSperm® de dos capas (0so pardo: Nicolas et al. (2012) y Gomes-Alves et al. (2014);
toros: Maxwell et al. 2007; carnero: Hollinshead et al. 2004; caballos: Morrell et al. 2009;
alpacas: Morton et al. 2008) o una sola capa (perro: Dorado et al. 2013; porcino: Matas
et al. 2007; toros: Thys et al. 2009), consiguiéndose con altas fuerzas de centrifugacion
en medio protector, aceptables parametros espermaticos. Estas técnicas promisorias, en

el caso de la alpaca aun no se han explorado.

Por otro lado, como una alternativa a la criopreservacion, en varias especies se ha
empleado la conservacion de semen en medio gel o sélido que utiliza la capacidad de
gelificacién para mantener la viabilidad de los espermatozoides hasta por 5 dias (Nagy et
al. 2002; Lopez-Gatius et al. 2005; Salvador et al. 2006; Yaniz et al. 2005), el cual facilita
el transporte del semen. En los camélidos, no se tiene conocimiento sobre la utilizacién
de la inseminacidn artificial con semen conservado en medio sélido. En otras especies
(conejo, Lbpez-Gatius et al. 2005; cabra, Salvador et al. 2006) se ha conseguido realizar
inseminacién artificial utilizando el semen conservando en medio sélido (gelificado) con

tasas de gestacion entre 60 y 47% que son alentadores.

Estas consideraciones nos han conducido a proponer una tecnologia alternativa que
intenta separar el plasma seminal del semen (Brahem et al. 2011; Morton et al. 2008),
preservarlo en medio sélido a través de la gelificacion durante un tiempo (Nagy et al.
2002; Salvador et al. 2006; Lopez-Gatius et al. 2005; Yaniz et al. 2005) y utilizarlo para
inseminacién artificial como en otras especies (conejo: Lopez-Gatius et al. 2005; cabra:
Salvador et al. 2006; la oveja: Paulenz et al. 2010), donde se ha conseguido prefieces en
los animales. Los procedimientos podrian facilitar una mejora de los parametros
espermaticos y conservar el semen en forma solida (gelificado) por el tiempo suficiente
para trasladar el semen desde los lugares de procesamiento hasta los lugares de
inseminacion artificial, y permitir el rapido avance de los programas de mejora genética

de la alpaca.

Dado, las consideraciones expuestas y los promisorios resultados en otras especies, los

objetivos de esta investigacion han sido (a) determinar el efecto de diferentes medios y
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fuerzas de centrifugacion (g) por tiempo sobre la motilidad e integridad funcional de
membrana del semen de alpacas (b) conservar semen en estado liquido y sélido
(gelificado) bajo refrigeracion, y (c) determinar la capacidad gestacional por

inseminacion artificial (1.A.) con semen de alpaca refrigerado en forma liquida y solida.
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I1. REVISION DE LITERATURA

21 LOS CAMELIDOS SUDAMERICANOS, IMPORTANCIA Y
CARACTERISTICAS

2.1.1 Los camélidos sudamericanos

Los camélidos derivan de especies prehistoricas originadas en Norteamérica que
desaparecieron hacen mas de 11 millones de afios. Antes de su desaparicion algunos
camélidos ancestrales migraron hacia el sur del continente para evolucionar en dos
especies domésticas (llama: Lama glama, alpaca: Vicugna pacos) y dos especies
silvestres (guanaco: Lama guanicoe, vicufia: Vicugna vicugna). Estudios de ADN
mitocondrial sugieren que la vicuiia y el guanaco fueron los antecesores de las alpacas y
las llamas respectivamente, en un proceso de domesticacion que se inicié en los Andes
centrales de Sudamérica hace 6000 afios. Estos conocimientos han sido ampliamente
desarrollados por Kadwell et al. (2001), Gentry et al. (2004) y Marin et al. (2007).

2.1.2 Importancia

La crianza de camélidos domésticos constituye el principal medio de sustento para
muchos productores de escasos recursos en los paises andinos centrales de Sudamérica
que incluyen a Ecuador, Peru, Bolivia, Argentina y Chile (Quispe et al. 2009). Estos
animales, convierten con eficiencia la vegetacion nativa de los altos Andes en varios

productos, principalmente en carne y fibras de alta calidad (Ifiiguez y Alem, 1996).
2.1.3 Caracteristicas

La alpaca es uno de los camelidos sudamericanos importantes en la produccién de fibra,
estos tienen un peso ligero y buena fortaleza (Wuliji et al., 2000). En esta especie, hay
dos variedades que tienen distintas caracteristicas fenotipicas. La alpaca Huacaya se
caracteriza por tener un vellébn compacto y esponjoso; mientras que la alpaca Suri por
presentar fibras de gran longitud organizadas en rizos colgantes (Antonini et al., 2004).

Ambas variedades tienen similar comportamiento reproductivo tales como la ovulacién



inducida, viscosidad de semen, bajas tasas de fertilidad y la produccién de una cria por

afo.

2.2 LIMITACIONES REPRODUCTIVAS EN LOS CAMELIDOS

Enlos CSA, y principalmente en la alpaca, ain no se dispone de procedimientos rutinarios
de inseminacion artificial a nivel de campo, debido a que la tecnologia de produccion de
semen congelado aun no ha sido desarrollada completamente, y no esta disponible para
los criadores con la calidad necesaria. Esta limitacion, afecta el mejoramiento genético
de la alpaca, convirtiéndola en un proceso lento de diseminacion de los caracteres de alto

valor genético de animales selectos hacia los rebafios de los criadores de alpacas.

Desde el punto de vista de la reproduccién, existen algunos factores que estarian
afectando directamente el poco desarrollo de la tecnologia de inseminacion artificial, los

cuales se indican a continuacion.

2.2.1 Laeyaculacion intermitente y el largo tiempo de copula

En esta especie, la eyaculacion es intermitente y la cépula dura de 12 a 47 minutos
(Raymundo et al. 2006; San-Martin et al. 1968; Fernandez-Baca, y Calderon 1965), por
lo que los valores de los parametros espermaticos de la coleccién de semen no son
necesariamente los mismos que de la eyaculacion. En ovinos y bovinos, estos valores son
aproximadamente similares debido a su rapido tiempo de eyaculacion. Es posible que,
también este largo tiempo de copula y eyaculacion intermitente contribuyan a las
variaciones de los pardmetros espermaticos de las colectas. Segun Garnica et al. (1993),

el largo tiempo de copula también dificulta la colecta de semen.

2.2.2 El bajo volumen del eyaculado

Existe una variada informacién sobre el volumen de la eyaculacion que se deberia al tipo
de colecta, tiempo y frecuencia de colecta, pero en general son bajos los volumenes de
eyaculado. En los eyaculados colectados por vagina artificial se ha obtenido 1.7 £ 0.2 ml
cuando se colecta dos veces por semana (Garnica et al. 1993) y 2.7 £ 0.8 ml en colectas
de tres veces por semana (Raymundo et al. 2006), los cuales limitan la preparacion del
numero de pajillas por eyaculados. Tambien se ha observado que a mayor volumen de

colecta se obtiene baja concentracion de espermatozoides.

15



2.2.3 La alta viscosidad del semen

El caracter viscoso de los eyaculados de la alpaca, dificulta el procesamiento del semen
con fines de criopreservacion y la preparacion de frotices (Adams et al. 2009; Santiani et
al. 2005; Aller et al. 2003; Von Baer y Hellemann, 1998; Bravo et al. 1997a; Fernandez-
Baca y Calderon, 1965). Una revision sobre el caracter viscoso del semen, se presenta

mas adelante.
2.2.4 La baja congelabilidad del semen

Muchos experimentos se han realizado en congelacion de semen usando diversos
dilutores, crioprotectores y curvas de enfriamiento (Santiani et al. 2005; Aller et al. 2003;
Bravo et al. 2000b). Al parecer los espermatozoides de la alpaca, serian susceptibles a los
procesos de criopreservacion (Santiani et al. 2005). Estos estudios, han demostrado una

baja congelabilidad del semen criopreservado.

2.2.5 Bajas tasas de prefiez

En esta especie, la tasa de gestacion disminuye de 78.1 a 76.6% a los 15 a 30 dias
respectivamente, después del empadre partiendo de monta natural (Bravo et al. 1997b),
hasta el 55-48% cuando se utiliza inseminacion artificial con semen fresco (Alarcon et al.
2012), y puede llegar a disminuir hasta 26% cuando se emplea inseminacion artificial con
semen congelado (Bravo et al. 2000b). Estas bajas tasas de gestacion han sido atribuidas
a la pérdida embrionaria que ocurre cercano a los 30 dias después del empadre
(Fernadndez-Baca et al. 1970), y la utilizacion de semen de baja congelabilidad (Santiani
et al. 2005) en la inseminacion artificial de la alpaca.

2.3 SEMEN Y ESPERMATOZOIDES DE LA ALPACA

2.3.1 Caracteristicas del semen de alpacas

El semen de camélidos sudamericanos, tiene una naturaleza viscosa (Adams et al. 2009;
Von Baer y Hellemann, 1998; Bravo et al. 1997a; Fernandez-Baca y Calderon, 1965),
bajo volumen de colecta (Kershaw-Young y Maxwell WMC, 2012) cuando se utiliza el
método de vagina artificial con maniqui que varia en el rango de 1.03 a 3.4 ml (Raymundo

et al. 2006; Davalos y Olazabal 2002) donde el 88.5% del volumen es plasma seminal

16



(Garnica et al. 1993), el pH varia entre 6.8 a 7.83 (Villanueva et al. 2018; Bravo et al.
1997a), el color es blanco lechoso (Raymundo et al. 2006; Bravo et al. 1997a; Garnica et
al. 1993), tiene una baja concentracién por colecta a través de vagina artificial Kershaw-
Young & Maxwell, 2012) que oscila entre 21.8 a 105.8 x 10° espermatozoides / ml
(Morton et al. 2010; Bravo et al. 1997a; Alarcon et al. 2012), motilidad entre 46 a 87.6%
(Raymundo et al. 2006; Villanueva et al. 2018; Bravo et al. 1997a; Garcia et al. 2017;
Bravo et al. 2000a; Santiani et al. 2005), vitalidad entre 40.7 a 82.5% (Villanueva et al.
2018; Bravo et al. 1997a; Bravo et al. 2000b; Alarcén et al. 2012), integridad funcional
de membrana entre 30.7 a 67.5% (Villanueva et al. 2018; Garcia et al. 2017; Pacheco et
al. 2017).

Las caracteristicas morfométricas de los espermatozoides de alpaca tienen valores
mayores que de la llama (Soler et al. 2014). La cabeza de los espermatozoides de la alpaca
tiene un area entre 10.08 a 18.2um?, el perimetro 12.33 a 14.91 pum, el largo 4.91 a 6.73
pumy el ancho 2.66 a 3.96 um (Soler et al. 2014; Evangelista-Vargas et al. 2016; Buendia
et al. 2002). Se han reportado diferentes formas de la cabeza de los espermatozoides,
entre los principales tenemos cabezas elipticas (48.6%), cabezas largas (17.5%),
piriformes (12%), entre otras, y entre los defectos se ha encontrado que el 51% de los
espermatozoides tenian defectos en la cabeza, el 4% en el cuello/media piezay el 16% en
la pieza principal (Evangelista-Vargas et al. 2016).

La caracteristica viscosa del semen de los camélidos sudamericanos (Adams et al. 2009;
Von Baer y Hellemann, 1998; Bravo et al. 1997a; Fernandez-Baca y Calderon, 1965),
seria util y funcionaria como un reservorio de espermatozoides o una trampa de red
fibrinosa (Wani et al. 2008), lo que facilitaria la disminucion de la motilidad, y la
produccién de movimientos oscilatorios de los espermatozoides (Garnica et al. 1993;
Bravo et al. 1997a) para mantener su capacidad fertilizante en la espera de la ovulacién
(Brown 2000) que ocurre 26 horas después de la deposicion de semen en el Gtero de la

alpaca empadrada.

2.3.2 Funciones del plasma seminal relacionadas con el espermatozoide

a. Congelabilidad
Se han identificado varias proteinas involucradas con la congelabilidad del semen,

entre las principales tenemos al grupo de proteinas de 16 kDa del plasma seminal
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que afectan negativamente la congelabilidad del semen de equinos (Zahn et al.
2006; Brandon et al. 1999). En la dilucion de semen, estas proteinas serian
capturadas por las lipoproteinas de la yema de huevo para impedir la adhesion a
la membrana del esperma, provocando cambios minimos durante la

criopreservacion y disminuyendo el dafio por shock frio (Manjunath et al. 2002).

Concordante con el anterior, se han encontrado diferencias significativas entre las
abundantes proteinas en el plasma seminal de toros con alta y baja congelabilidad
de semen, y se han sugerido que las proteinas aSFP, el clusterin, la proteina spot
3 y spot 11 podrian ser utilizados como indicadores de alta congelabilidad,
mientras que la proteina spot 25 como un indicador de baja congelabilidad del
semen bovino (Jobim et al. 2004).

La HBP (heparin binding seminal plasma proteins) es otra proteina asociada con
la congelabilidad del semen de los bovinos, y esta fue encontrada en la superficie
de los espermatozoides eyaculados, pero en menor cuantia en la membrana
plasmética de los espermatozoides epididimales (Miller et al. 1990). La adicién
de estas proteinas al semen epididimal mejoraba la motilidad progresiva, el test
BCMPT (bovine cervical mucus penetration test) y el test HOST (hypo-osmotic
sperm swelling test), pero el seguir aumentando estas proteinas afectaba
negativamente a los espermatozoides descongelados, lo que demostré que la
accion de la HBP en la refrigeracion, congelacion y descongelacién depende de

su concentracién (Harshan et al. 2006).

. Capacidad fecundante

El plasma seminal también ha sido asociado con la capacidad fecundante del
espermatozoide (Gwathmey et al. 2006). Segun, Vera et al. (2007), el proceso de
congelacion-descongelacion altera los espermatozoides afectando la fertilidad del
semen. Asi, la resuspension de los espermatozoides en plasma seminal después de
la descongelacion mejoré la viabilidad de los mismos en varias especies.
Concordantemente, se observo que una proteina (SP-26) prevalecia en el plasma
seminal de toros de alta fertilidad (Hayaishi, 1993). Otra proteina encontrada en
el plasma seminal de toros de alta fertilidad fue la Osteopotin (OPN), que participa
en la interaccion del espermatozoide y ovocito, afectando favorablemente la
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fertilizacion y el desarrollo embrionario temprano (Souza et al. 2008). En equinos
de baja fertilidad, Brandon et al. (1999), encontrd tres proteinas (SP-2, SP-3 'y SP-

4) en altas concentraciones que tenian una correlacion negativa con la fertilidad.

Capacitacion y descapacitacion

Se ha encontrado una proteina (PDC-109) en el plasma seminal, sintetizado por
los epitelios de la vesicula seminal, que al unirse a la heparina interviene en la
capacitacion de espermatozoides estimulando la accion del colesterol y la
emanacion de fosfolipidos (Gasset et al. 2000). Al respecto, se ha observado que
la presencia del plasma seminal impide la capacitacion inducida en el
enfriamiento, pero produce capacitacion inducida cuando se calienta desde 5 °C
(Vadnais et al. 2005), y participaria en la descapacitacion de los espermatozoides
al inhibir la fusion de la membrana plasmatica con la membrana acrosémica

externa frenando la reaccion acrosomal (Kgtska et al. 1996).

Formacion de reservorio

El plasma seminal también desempefia un rol en la formacion de un reservorio
para el esperma oviductal (Gwathmey et al. 2006; Deen et al. 2005). Asi en el
semen entero de camello, los espermatozoides estdn como entrampados en un gel
(viscosidad), esta caracteristica parece jugar un papel vital parecido a un
reservorio de espermas (Deen et al. 2005). La proteina PDC-109 desempefia el
papel de formar un reservorio de espermatozoides en el oviducto de la hembra
para permitir al espermatozoide unirse al epitelio oviductal (Gwathmey et al.
2006).

Transporte Utero tubal

Se ha identificado una prostaglandina en toros (Killiam et al. 1996), y equinos de
alta fertilidad, y sugerido que podria facilitar el transporte de espermatozoides a
través de la union utero-tubal (Troedsson et al. 2005).
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f.

Proteccidn espermatica

Algunas proteinas del plasma seminal equino protegen a los espermatozoides
viables en el tracto reproductivo de la hembra, pero no a los inviables y dafiados
de la adhesion a los neutrofilos polimorfonucleares (PMN) impidiendo la
fagocitosis de espermatozoides; al respecto, se ha sugerido que habria un
mecanismo entre el espermatozoide y los PMN, que serian inhibida por los
componentes del plasma seminal como el Opsonin, un anticuerpo de la sangre
(Troedsson et al. 2005). Entre las enzimas del plasma seminal equino se encontro
correlaciones significativas entre la GGT (g-glutamil-transferasa) y la LDH
(lactato-deshidrogenasa) con la motilidad individual, motilidad progresiva y la
vitalidad, que puede ser un signo de la funcion de proteccion de la célula en contra
de los radicales libres (Pesch, et al. 2006).

Accién enzimatica

La presencia de lipasas en el plasma seminal tiene un efecto perjudicial sobre los
pardmetros espermaticos, asi al adicionar lipasas a los espermatozoides
epididimales (Pellicer-Rubio et al. 1997) o en ausencia de plasma seminal,
produjo una disminucion de la motilidad espermatica, la viabilidad y la integridad
acrosomal; y estas enzimas actuarian en presencia de calor (Carver y Ball, 2002).
Entre otras enzimas encontradas (Aspartato-amino-transferasa, AST; g-glutamil-
transferasa, GGT; fosfatasa alcalina, AIP; fosfatasa acida, AcP; y lactato-
deshidrogenasa, LDH) habia correlaciones significativas entre la concentracion
del semeny el volumen espermatico con el AST, GGT, AIP, AcPy LDH, de igual
modo entre GGT con lamotilidad, y la LDH con la motilidad individual, motilidad
progresiva, la tasa vivos/muertos y la patomorfologia (Pesch et al. 2006).
Asimismo, se ha encontrado que las enzimas como la proteasa, acrosina,
nucleasas, fosfatasa alcalina y acida, y el superoxido dismutasa participan durante
el proceso de licuefaccion del semen, la penetracion del ovocito y la digestion de
espermatozoides muertos y dafiados (Harrison 1974; Zini et al. 1993).
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h.

Induccion de la ovulacion

Aungue se conoce que en los camélidos sudamericanos la ovulacion es inducida,
se ha informado ovulacion por efecto del plasma seminal, el cuél fue reportado a
partir de la observacion de la deposicion del semen en la vagina del camello en
ausencia de copula (Chen et al. 1985). Esto mismo, fue observado por Paolichi et
al. (1999) en las alpacas, y sugerian que algun factor diferente a la GnRH podria
contribuir al mecanismo de secrecion de la LH (a nivel de las células hipoficiales
gonadotrépicas) y la induccion de la ovulacion. Segun, Ratto et al. (2003, 2006)
en la llama y alpaca, un factor de induccion de la ovulacion (OIF) del plasma
seminal de alpacas provocaria la ovulacion por una ruta sistémica en vez de una
ruta local, que no estaria asociada con una estimulacion fisica del tracto genital de
la hembra por el pene del macho, sino por un sistema neuroendocrino de induccion
de la ovulacién, y seria no producido en los tejidos del tracto reproductivo de la
hembra. Este OIF del toro produce el mismo efecto, pero con menor intensidad, y
seria capaz de favorecer la formacion de un cuerpo lateo fisiolégicamente normal.
Se ha detectado que el plasma seminal de camellos (Pan et al. 2001), contiene
actividad anéloga a la GnRH pero diferente de LHRH, LH, HCG, PMSG y PGF-
20 nativos, Y que probablemente seria sintetizado en el hipotdlamo o en la
pituitaria del camello macho. La respuesta seria tipo oleada de LH que induce la
ovulacion y respuesta luteotropica en alpacas y llamas (Adams et al. 2005), y que
tendrian efecto en la tasa de ovulacion, la formacion y el funcionamiento del

cuerpo lateo en llamas (Tanco et al. 2007).

El rol del plasma seminal en la accién antimicrobiana

En algunas especies, como en el plasma seminal del cangrejo (Scylla serrata)
habria un factor antibacterial (proteina de 20kDa) contra algunas bacterias
marinas como Cytophaga sp. Furnissi vibrio y Alteromonas sp. (Jayasankar y
Subramoniam, 1999). Esta es una proteina diferente a la proteina antibacteriana
del plasma seminal del bovino (3600 Da) que actua a nivel de la transcripcion
inhibiendo la sintesis de RNA (Bhargava, 1981).
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j. Actividad de los micro y macroelementos

En el plasma seminal existe, concentraciones de microelementos (magnesio,
cloro, cobre, hierro y zinc) y macroelementos (sodio, potasio, calcio y fosforo), y
del andlisis de estos micro y macroelementos se obtuvo correlaciones
significativas entre la concentracion del semen y el volumen espermaético con el
Fey Zn (Pesch et al. 2006).

k. Proteinas con diversas participaciones

Varias proteinas con diversas funciones han sido aislados del plasma seminal,
entre ellos tenemos, la proteina TIMP-2 (tissue inhibitor of metalloproteinase-2),
una enzima capaz de degradar los componentes extracelulares en la embriogénesis
y la remodelacién celular, y ha sido implicado en la invasion de las células
tumorales y la metastasis, neoplasias, angiogénesis, periodontitis, osteoporosis, y
artritis reumatoideo (Woessner et al. 1991); la proteina MMPs (Matrix
metalloproteinases) involucrado en la remodelacién de tejidos, migracién celular,
y la interaccion entre células; asimismo la prostaglandina D2 sintasa, que podria
actuar como un transportador lipofilico de retinoides y prostaglandinas; la
proteina BSP (30 kDa, proteina acidica de la familia BSP), que posiblemente
pierda uniones a las células espermaticas después de su interaccion con las células
epiteliales del oviducto (Gwathmey et al. 2006); el Clusterin, una glicoproteina
principal del fluido de la rete testis que podria provenir de las células Sertoli, e
involucrado en la maduracion del esperma (Jobima et al. 2005); la proteina aSFP
bovina (acidic seminal fluid protein) que posee actividad miogénica, estimula la
division celular y la secrecion de prostaglandina de la granulosa in vitro
(Einspanier et al. 1991); y la BSRnase (Bovine seminal ribonuclease) que
despliega un sorprendente actividad antispermatogenica, antitumoral, y actividad

immunosupresiva (Kim et al. 1995), entre otros.

2.3.3 Estrategias de manejo del plasma seminal y la viscosidad

Dado las dificultades en el procesamiento rutinario del semen de los camélidos debido a

la alta viscosidad de esta, se han disefiado y aplicado diversas técnicas con el objeto de
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conseguir un mejor manejo del semen; sin embargo, no se han conseguido resultados
favorables, entre estos tenemos, técnicas dirigidas a disminuir, anular o evadir de la

viscosidad del semen.

2.3.3.1 Disminucion de la viscosidad

Los procedimientos para disminuir la viscosidad del semen de los camélidos han
sido, el uso de métodos de degelificacion por cultivo a temperatura ambiental que
consistia en dejar las muestras de semen por 18 a 24 horas a temperatura de
laboratorio y posterior almacenamiento a -20°C (Garnica et al. 1993), el cultivo
de las muestras a temperatura corporal durante 60 a 90 minutos a 37 °C utilizando
dilutores (Wani et al. 2008), el uso de procedimientos mecanicos como la
aspiracion repetida del semen con una jeringa de 1 ml de capacidad (Raymundo
et al. 2006; Santiani et al. 2005, 2012), y la agitacién magnética del semen que
consistié en poner el semen en bafio Maria sobre un agitador magnético dentro de
una incubadora a 37 °C (Mosaferi et al. 2005; Niasari-Naslaji et al.2006; Niasari-
Naslaji et al.2007).

2.3.3.2 Anulacion parcial de la viscosidad

El procedimiento mas empleado para eliminar la viscosidad del semen de los
camélidos, ha sido la practica de la licuefaccion del semen usando métodos
enzimaticos. Utilizando este método la viscosidad de semen fue eliminada rapida
e irreversiblemente por la adicion de enzimas como colagenasa, fibrinolisina,
hialurodinasay tripsina, donde estas enzimas fueron mas efectivas en las muestras
de semen de alpaca que en las de llamas, quizas debido a la mayor viscosidad del
semen de la llama respecto al semen de alpaca (Bravo et al. 2000a). Aunque, el
efecto en la viscosidad fue rapido, el efecto fue dependiente del tiempo, la
colagenasa actu6 mas rapido que las otras enzimas usadas,g produciendo menos
efectos en la motilidad, en los espermatozoides vivos e integridad del acrosoma
en llamas y alpacas (Giuliano et al. 2010). A diferencia de estudios previos,
Kershaw et al. (2017) utilizo la papaina para conseguir anular la viscosidad del

semen, asi como un inhibidor E-64 para detener la accion enzimatica.
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2.3.3.3 Evasion de la viscosidad

Con el proposito de evadir del plasma seminal, se han ensayado técnicas
traumaéticas y no traumaéticas. Entre las técnicas traumaéticas se tiene, la colecta de
espermatozoides de animales bulbouretrectimizados, del epididimo del testiculo
de los animales, y a traves del conducto deferente del animal, y entre las técnicas
no traumaticas, tenemos al uso de la separacion del plasma seminal por
centrifugacion del semen. En todos los casos, se ha conseguido mejoras en los

parametros espermaticos, pero con baja viabilidad en la fertilizacion.

Una breve descripcion de cada una estas técnicas traumaticas de evasion de la
viscosidad, se realizan a continuacion. La técnica de colecta de semen por
bulbouretrectomia, consiste en retirar a través de un procedimiento quirdrgico
la glandula bulbouretral del macho, y colectar directamente con una vagina
artificial utilizando una hembra receptiva en posicion de copula (Copa et al. 2003;
Gonzales et al. 2003; Maceda et al. 2003).

La colecta de espermatozoides del epididimo, se ha llevado a cabo utilizando
testiculos de animales sacrificados en el camal (Canorio y Valdivia, 2007), o de
animales vivos sometidos a la castracion (Morton et al. 2007), ambos han servido
como un modelo para estudiar el comportamiento de los espermatozoides bajo
condiciones de diferentes dilutores y crioprotectores (Canorio y Valdivia 2007),
curvas de enfriamiento y congelacion (Morton et al. 2007), y métodos de
conservacién seminal como la criopreservacion (Terreros et al. 2015; Banda et al.
2010; Morton et al. 2007), y la vitrificacion (Santiani et al. 2010). La técnica
incluye procedimientos para aislar el testiculo, el transporte al laboratorio, la
debridacion de restos o tejidos, la separacion del epididimo, el lavado del
contenido seminal de la cabeza del epididimo y someter este contenido a diversos

ensayos.

La recuperacion de espermatozoides por desviacion del conducto deferente
se realiza por procedimiento quirdrgico. El conducto deferente es trasladado desde
su posicién normal hacia la cara interna del muslo del animal, donde se deja una
abertura del conducto expuesto en la piel externa; después de la cicatrizacién, y

realizando suaves masajes desde la cabeza del epididimo hacia la abertura del
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conducto deferente se colecta espermatozoides desprovistos de plasma seminal,
evitdndose asi el contacto con las secreciones de las glandulas anexas (Paricahua
2001;Quintano 2002; Pérez et al. 2014; Deza 2004; Gomez-Quispe et al. 2016).
Sin embargo, la viscosidad y forma de gel del semen, parecen servir de reservorio
de esperma en el tracto genital de la hembra y tendria alguna accion protectora en
la viabilidad de espermatozoides (Deen, et al. 2005), lo cual afectaria en la baja
capacidad fertilizante de estos espermatozoides.

Entre las técnicas no traumaticas de evasion de la viscosidad, se describe la
técnica de centrifugacion del semen realizado con el objeto de aislar el
contenido de espermatozoides del plasma seminal en el semen, pero también para
seleccionar espermatozoides. En la centrifugacion de semen de camélidos y
camellos, se ha empleado bajas (Giuliano et al. 2010) y altas fuerzas de
centrifugacion (EI-Bahrawy 2010), asimismo se ha utilizado medios de proteccion
0 amortiguadores durante este proceso tales como dilutores o geles (Morton et al.
2012), y varios gradientes en otras especies (Guimarées et al. 2014; Folchini et al.
2012; Carvalho et al. 2010; Machado et al. 2009).

Respecto al uso de altas fuerzas de centrifugacién por corto tiempo, se tiene
disponible algunos trabajos publicados en varias especies. En ovinos, al
incrementar la centrifugacion a 5000 x g por 5 min utilizando mini Percoll, aunque
la tasa de recuperacion de espermatozoides fue baja, la mayoria de los parametros
de la motilidad, la capacitacion y la integridad de la membrana plasmatica fueron
similares entre los tratamientos (Olivares et al. 2019). En el porcino, una
combinacién de alta fuerza de centrifugacion y corto tiempo (2400 x g por 3
minutos) minimizaron los dafos letales de los espermatozoides, no se afectaron la
recuperacion, se observaron efectos positivos sobre la criopreservacion, y se

mantuvieron la capacidad de penetracion y fertilizacion (Carvajal et al. 2004).

En el caso de bovinos, se cuenta con mas trabajos donde se usa altas fuerzas de
centrifugacion (Guimaraes et al. 2014; Folchini et al. 2012; Carvalho et al. 2010;
Machado et al. 2009). Asi, después de centrifugar semen a altas (9000, 6500, 4500
x g por 5 min) y medianas fuerzas de centrifugacion (2200 x g por 5 min) por
tiempo en gradientes de Percoll, los tratamientos tuvieron valores, en las

anormalidades espermaticas, motilidad e integridad de la membrana plasmatica,
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2.4

que no fueron menores que antes de la centrifugacion (Guimaraes et al. 2014). En
la misma especie, al centrifugar semen descongelado a 9000 x g por 5 min en
diferentes gradientes de mini Percoll, no se encontraron diferencias en los
espermatozoides  defectuosos (13%), la recuperacion (66.25 x 10°
espermatozoides/ml), la motilidad progresiva (58.5%) y la integridad de la
membrana (22.85%), pero se consiguio reducir la produccion de ROS (Folchini
et al. 2012). Similarmente, después de centrifugar semen de bovino en gradiente
de Percoll a 5400 x g por 5 minutos, se encontro que la motilidad, la morfologia,
vivos y muertos, y la integridad de cromatina no tuvieron mayores cambios, y el
semen fue exitosamente utilizado en el proceso de fertilizacion in vitro y
desarrollo embrionario (Carvalho et al. 2010). Asimismo, después de centrifugar
semen bovino a diferentes tiempos y fuerzas de centrifugacion, entre ellos a 5000
x g por 5 minutos en gradiente Percoll, no se encontraron diferencias en la
motilidad, morfologia, integridad de membrana, vivos y muertos, y en las
cromatinas intactos al comparar con los valores no centrifugados (Machado et al.
2009).

Respecto al caso del camello dromedario, una especie que tiene similares
caracteristicas seminales que los camélidos sudamericanos, previa centrifugacion
a 18000 x g por 15 min, se observaron que después de la descongelacion, el
porcentaje de motilidad disminuy6 hasta 38.3 a 40.3%, aunque la tasa de
sobrevivencia estaba entre 62.2 a 72.2% (EI-Bahrawy 2010).

PRESERVACION DE SEMEN DE LOS CAMELIDOS

En general, en todas las especies, y con mayor o menor grado, durante los procesos de

preservacion del semen, los espermatozoides son vulnerables al lavado, la dilucién, a los

cambios osméticos y a las variaciones de temperatura (Silva y Gadella 2006) como los

qgue ocurre durante la refrigeracion (Vaughan et al. 2003; Giuliano et al. 2012),

criopreservacion (Adams et al. 2009; Santiani et al. 2005; Aller et al. 2003), vitrificacién
(Santiani 2012), gelificacion (Salvador et al. 2006; Yaniz et al. 2005; Lopez-Gatius et al.

2005; Nagy et al. 2002), y a otras técnicas.

Como en todas las especies, en los camélidos sudamericanos se han ensayado una

variedad de metodologias para conservar el semen por corto (refrigeracién) y largo
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tiempo (criopreservacion y vitrificacion). Sin embargo, dado las caracteristicas del
semen, alin no se han conseguido resultados satisfactorios. En otras especies, la
conservacion de semen a corto plazo, se ha realizado a través de la gelificacion. Una breve

descripcion de estas técnicas y los progresos se presenta a continuacion.

2.4.1 Refrigeracion

A pesar de existir varios procedimientos de almacenamiento de semen a temperaturas de
0a5°C, 10a15 °C, y atemperatura ambiental (Salamon y Maxwell 2000), en cameélidos
sudamericanos solo se ha ensayado la conservacion de semen a temperaturas de 15
(Garcia et al. 2017) y 4 (Vaughan et al. 2003) 0 5 °C (Garcia et al. 2017; Giuliano et al.

2012) con fines de inseminacidn artificial.

El procedimiento se inicia inmediatamente después de la coleccion de semen, después de
realizar la dilucion, se disminuye la temperatura del eyaculado desde la temperatura de
semen colectado hasta 4 °C que se alcanza aproximadamente en 1.5 a 2 horas (Vaughan
et al. 2003) o de 37 a 5 °C (Giuliano et al. 2012) para utilizarlo después de este tiempo.
Ambos casos de enfriamiento proveen una disminucion uniforme y lineal de la

temperatura.

El otro procedimiento consiste en diluir el semen fresco a 35 °C por 10 min y disminuir
la temperatura del entorno hasta 15 °C y conservarlo hasta 8 horas (Garcia et al. 2017).
Al respecto, los autores no informaron el tiempo que utilizaron en el enfriamiento de las

muestras hasta 15 °C, ni sobre el procedimiento aplicado para este proposito.

En general, la disminucion de la temperatura conlleva a reducir la tasa metabolica de los
espermatozoides (Vishwanath y Shannon 2000) y la actividad de la bomba Na+/K+, que
reducen la capacidad de la difusion de iones a través de la membrana celular (Sweadner
y Goldin 1980), lo cuales afectan la sobrevivencia prolongada de los espermatozoides.
Son escasos los trabajos de refrigeracion de semen de camélidos sudamericanos con los
que se ha conducido protocolos de inseminacion artificial, la mayoria fue realizada como

parte del proceso de la criopreservacion de semen.
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2.4.2. Criopreservacion

El enfriamiento lento o rapido seguido de la congelacién, constituyen las etapas de la
criopreservacion del semen. En el caso de los camélidos sudamericanos, se han ensayado

diversas variantes en cada una de estas etapas.

El enfriamiento lento se ha realizado en 2 horas a una tasa de -0.14 °C / min (Morton et
al. 2007), y en 3 horas a una tasa de enfriamiento de -1 °C / 3 min (Santiani et al. 2005).
Existen variaciones en la temperatura méxima de enfriamiento lento, esta se realiza hasta
4 °C (Morton et al. 2007) 0 a 5 °C (Santiani et al. 2005; Aller et al. 2003). En cambio, el
enfriamiento rapido se ha realizado a una tasa de -0.55 °C hasta llegar a 4 °C, seguido de

un tiempo de estabilizacion méas largo como por una hora (Canorio et al. 2015).

En la etapa del congelamiento para protocolos de enfriamiento rapido, se parte de la
temperatura inicial de 4 °C mantenida por 5 min, se desciende de 4 a -2 °C a una velocidad
de 3 °C/ min, y mantenido a -2 °C por 1 min. Seguidamente se realiza el "seeding" de las
pajillas, se continua el descenso de la temperatura hasta -30 °C a una velocidad de 5 °C /
min, y de -30 a -80 °C a una velocidad de 8 °C / min, y luego se colocan en nitrégeno
liquido a -196 °C (Canorio et al. 2015). En el enfriamiento lento, después de empacar las
muestras en pajillas, se exponen a vapores de nitrégeno sobre 10 (Santiani et al. 2013), 8
0 4 cm (Morton et al. 2007) por 15 (Santiani et al. 2013), 10 o 5 (Morton et al. 2007)
minutos, sobre la superficie del nitrogeno liquido. Seguidamente, las pajuelas son
sumergidas en nitrogeno liquido, y luego se almacenan hasta su utilizacién (Morton et al.
2007; Santiani et al. 2005).

Los estudios realizados han mostrado que la crio-preservacion de semen de los camélidos
sudamericanos disminuyen la calidad seminal y proveen baja viabilidad a la
descongelacion (Adams et al. 2009; Santiani et al. 2005; Aller et al. 2003).

2.4.3. Vitrificacion

Esta técnica ha sido utilizada principalmente en la criopreservacion de embriones
(camellos: Herrid et al. 2017; ratas: Taketsuru et al. 2018; cerdos: Nohalez et al. 2018; y
otros), y semen de algunos animales (caninos: Sanchez et al. 2011; equinos: Pérez-Marin

et al. 2018; carnero: Arando et al. 2017). La técnica consiste en disminuir la temperatura
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rapidamente, por este proceso la muestra pasa rapidamente del estado liquido a otro

parecido al vidrio (Shaw y Jones 2003).

En los escasos reportes en el caso de los camélidos sudamericanos, ain no se ha
conseguido desarrollar una técnica exitosa de vitrificacion. En este contexto, Santiani
(2012), realiza una descripcion del proceso de vitrificacion de semen de alpaca, el mismo
que se indica a continuacion. Una vez colectada la muestra de semen o espermatozoides,
y mezclada con distintos dilutores, las muestras se mantuvieron por 5 minutos a 37 °C.
La vitrificacion se realiza colocando gotas (30 pL) de semen directamente al nitrégeno
liquido, luego recuperadas y almacenadas en nitrégeno liquido (-196 °C). La
desvitrificacion se realiza retirando las esferas del nitrdgeno y colocandolas en 1 mL de
dilutor a 37 °C por 10 minutos.

2.4.4 Gelificacion

La tecnologia de gelificacion de semen, utiliza la alta capacidad de los geles o gelatina de
gelificarse y mantener la viabilidad de los espermatozoides por méas de 5 dias (Nagy et al.
2002; Salvador et al. 2006).

El poder gelificante de los geles o la fuerza del gel es determinado por su valor Bloom
que oscila entre 30 a 300, esta medida refleja el peso molecular promedio de sus
componentes, y cuanto mas alto es este valor mas alto es la intensidad de la gelificacion
(Hanani, 2016). Esta capacidad de gelificacion de los geles y su fiable estabilidad, han
sido utilizados en la conservacion seminal en diferentes especies como el conejo (Nagy
et al. 2002; Lopez-Gatius et al. 2005), la cabra (Salvador et al. 2006), el ovino (Yaniz et
al. 2005), obteniéndose bajas pérdidas de la calidad seminal a la desgelificacién durante
los primeros dias después de gelificacidn, y una gradual pérdida conforme trascurria el

tiempo de conservacion.

Al respecto, Lopez-Gatius et al. (2005), indica que el almacenamiento del semen en forma
solidificada o en medio menos liquida reduciria la demanda metabdlica necesarias para
la produccién de la motilidad espermatica. Ademas, se sabe que los geles o gelatina
incrementan la viscosidad del medio, lo cual afectaria al semen disminuyendo la
motilidad (Hirai et al. 1997). Este ultimo, caracteriza al semen de la alpaca y a los CSA
dado su viscosidad y naturaleza gelatinosa (Kershaw-Young et al. 2012; Adams et al.
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2009; Von Baer y Hellemann 1998; Bravo et al. 1997a; Fernandez-Baca y Calderdn,
1965), siendo relacionado con la ausencia de motilidad progresiva y presencia de
motilidad oscilatoria (Garnica et al. 1993; Bravo et al. 1997a), y al parecer prolongando
el tiempo de vida de los espermatozoides por algunas horas en el trato reproductivo de la
hembra (Brown 2000).

En referencia a la temperatura de conservacion del semen en estado sélido o gelificado,
esta tecnologia se ha ensayado utilizando diversas temperaturas de conservacion, entre
los que mas destacan tenemos, la temperatura a medio ambiente utilizada por Lépez-
Gatius et al. (2005) y Yaniz et al. (2005), y la temperatura de refrigeracion a5 °C. A esta
baja temperatura (5 °C), se ha conseguido conservar el semen de conejo (Nagy et al.
2002) hasta 72h, y se ha encontrado un mayor porcentaje de espermatozoides viables con
acrosoma intacto que el control (solo dilutor) y el semen fresco, cuando fue agregado 1g
de gelatina a 100 ml de dilutor. Asimismo, al conservar el semen de cabra (Salvador et
al. 2006) a esta misma temperatura de refrigeracion en un gel al 1.5% respecto dilutor,
fue encontrado una motilidad del 56% hasta las 72 horas.

2.5 INSEMINACION CON SEMEN DE CAMELIDOS

2.5.1 Colecta de semen y espermatozoides

Las principales técnicas ensayadas en la colecta de muestras seminales se pueden dividir
en colecta de semen entero y recuperacion de espermatozoides. En el primer caso, como
técnicas no traumaticas de colecta de semen entero, se ha utilizado mayormente la colecta
de semen utilizando una vagina artificial modificada de vacunos adosado a un maniqui
(Sumar y Leyva 1981). A este grupo, pertenece también, aquella que se colecta
directamente por un operador (como en la oveja o la vaca) pero en posicion de copula de
los camélidos para el cual se tuvo que modificar la vagina artificial cominmente utilizada
en camélidos sudamericanos (Vivanco et al. 2010). En las técnicas indicadas, durante las
colectas se suele acompafar a la hembra con otra hembra receptiva para estimular la
libido del macho (Davalos y Olazaval 2002). Otra técnica propuesta, es aquella que se
realiza inmediatamente despues del empadre, una aspiracion del semen depositado en el
tracto reproductivo de la hembra con fines de procesamiento para I.A. (Alarcon et al.
2012). En todos los casos, no se producen considerables cambios en las muestras, ni

efectos irreversibles en los machos, y los animales conservan su integridad fisica.
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Entre las técnicas traumaticas de colecta de semen entero, la colecta de semen por
electroeyaculacion adn es utilizada en los camélidos sudamericanos (Giuliano et al.
2008), aunque solo con fines experimentales. En este procedimiento, la ereccion y la
eyaculacion son controladas por los nervios parasimpaticos sacros que forman los nervios
pudendos pélvicos e internos (Ball 1986), los cuales son estimulados a través de descargas

eléctricas de bajos voltajes (Carter et al. 1990).

2.5.2 Preparacion de semen para inseminacion artificial

En la fase final del procesamiento de semen, tanto para conservar semen en fase liquida
bajo refrigeracion (Garcia et al. 2017; Vaughan et al. 2003; Giuliano et al. 2012) o
criopreservacion en nitrogeno liquido (Morton et al. 2007; Santiani et al. 2013; Canorio
et al. 2015), las muestras han sido envasados y almacenados en forma de pajillas de 0.25
ml (Santiani et al. 2013; Morton et al. 2007), pero también en pajillas de 0.5 ml (Morton
et al. 2007; Vaughan et al. 2003), asi como en forma de pellets (Morton et al. 2007).

En todos estos casos, se han utilizado dilutores que contienen o se agregan diversos
aditivos, para dotar de propiedades protectivas a los espermatozoides. Entre los varios
aditivos, se mencionan la yema de huevo o lecitina de soya como fuentes de lipoproteinas
y componentes de alto peso molecular (Beccaglia et al. 2009) que protegen contra
lesiones de la membrana plasmatica y del acrosoma durante la exposicion a bajas
temperaturas (Abdel-Aziz et al. 2018). Adicionalmente, se agregan, antibiéticos de
amplio espectro como aminoglucosidos (Althouse et al. 2005; Aurich y Spergser 2007) y
betalactamicos (Jasko et al. 1993; Aurich y Spergser 2007) que tienen accion frente a
bacterias que se agregan durante la colecta de semen o debidas a la posicion y prolongado
tiempo de copula (Ghoneima et al. 2014); antioxidantes, que evitan altos niveles de
sustancias reactivas de oxigeno y la peroxidacion de lipidos producidos por el estrés de
los espermatozoides (Santiani et al. 2013); azucares como la glucosa y fructosa
(Shahiduzzaman y Linde-Forsberg 2007) como fuente energética para prolongar la
motilidad durante la conservacion; crioprotectores, como el glicerol, aunque toxico en
altas concentraciones, sustituye el agua intracelular (Holt 2000) y reduce el punto de
congelacién extracelular (Leahy y Gadella 2011) que le brinda la capacidad de

sobrevivencia a los espermatozoides después de la descongelacion; y buffers, como el tris
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0 citrato, entre otros, que tienen la funcion de regular el pH (Echegaray-Torres et al.

2004).

2.5.3

Manejo de la ovulacion e inseminacién artificial

2.5.3.1 Induccion de la ovulacion

La inseminacién es una herramienta para la mejora genética, ya que ayuda a
diseminar con rapidez el material genético de importancia. Sin embargo, en la
alpaca, y en los CSA esto no ha sido posible aln, debido a dificultades en el

manejo y procesamiento del semen.

Las alpacas producen bajos volimenes de semen por eyaculacion (Villanueva et
al. 2018; Garnica et al. 1993; Bravo et al. 2000b) en comparacion con especies
mas pequefias como el ovino o el cerdo. De manera que la deposicion intracornual
de semen realizado por las alpacas parece ser una adaptacion para usar menos
cantidad de espermatozoides en la fertilizacion (Brown 2000) y optimizar el bajo
volumen del eyaculado. En la préactica comdn, en los CSA aun se realiza la I.A.

como en la vaca, por lo general en forma transcervical.

A diferencia de los vacunos, la alpaca no presenta un ciclo estral, y la ovulacion
es inducida (San Martin et al. 1968; Fernandez-Baca et al. 1970). Esta ovulacion
ha sido atribuida a estimulos audiovisuales y olfatorios que incluyen vocalizacion
(Fernandez-Baca et al. 1970), a estimulos mecanicos producidos por la
penetracion del pene al cérvix, a la accidn de las gonadotropinas (Kauffman y
Rissman 2006), a factores de la ovulacion presentes en el plasma seminal (Adams
y Ratto, 2001; Tanco et al. 2007), o a una accion combinada entre estos. Se ha
estimado que la ovulacién ocurre entre las 26 a 30 horas después de la copula o
administracion gonadotropina coridnica humana (hCG) (San Martin et al. 1968)
que corresponde al intervalo de tiempo que transcurre desde la monta o aplicacion
de hormonas hasta la ovulacion (San Martin et al. 1968; Bourke et al. 1995;
Adams y Ratto, 2001; Ratto et al. 2006).

Solo los foliculos dominantes de 6 a 15 mm de didmetro han mostrado capacidad
para ovular (Adams et al. 1989, 1990; Ratto et al. 2003; Vaughan et al. 2003).
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Estos foliculos corresponderian a la fase de crecimiento y estatica temprana del
desarrollo folicular de la alpaca donde se encuentran los ovocitos con mayor
probabilidad de fertilizacion (Ratto et al. 2003; Vaughan et al. 2003).

2.5.3.2 Inseminacién artificial y gestacion

En los ultimos afios los resultados alcanzados con la inseminacion via
transcervical con semen fresco han sido tasas de gestacion entre 48.4% (Garcia et
al. 2012), 55% (Alarcén et al. 2012) y 28% (Apaza et al. 2001); con semen
refrigerado 31.7% (Garcia et al. 2017); y 26.36% con semen congelado (Bravo et
al. 2000). Asimismo, en un estudio sobre inseminacion artificial de alpacas donde
la deposicion de semen fue intracornual (Bravo et al. 1997a), se alcanzd una tasa
de prefiez de 69.2%, pero no se dio a conocer la concentracion de espermatozoides

en las dosis utilizadas en la inseminacion.

En otras especies, en la inseminacion artificial se han utilizado semen conservado
en medio sélido, como en el caso del conejo (Lopez-Gatius et al. 2005) donde se
obtuvo 60% de prefiez, aunque los resultados fueron similares con el uso de medio
liquido. En la cabra, Salvador et al. (2006), obtuvo una tasa de prefiez del 47%.
En el caso de la alpaca, aun no se han experimentado trabajos con semen

conservado en estado s6lido, y menos se han llevado a la inseminacién artificial.
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I11. MATERIAL Y METODOS
3.1 LOCALIZACION

La investigacion fue desarrollada en el Fundo Mallkini de Michell & Cia S.A., ubicada a
4200 metros de altitud en los Andes peruanos. EI Fundo esta localizada en el distrito de
Mufani, provincia de Azéngaro, departamento de Puno. En esta zona geogréfica, la
temperatura méaxima y minima se encuentra entre 15° y -8°C, la precipitacion pluvial en

91.2 mm, y la humedad relativa promedio anual en 54.16%.

3.2 ANIMALES

En el experimento 1y 2, se utilizaron siete alpacas machos de variedad Huacaya con
fertilidad comprobada con edades entre tres a cinco afios y pesos corporales entre 90 a 95
kg. En el experimento 3, se utilizaron 36 hembras multiparas de la misma variedad, con
edades entre 3 a 5 afios y pesos entre 60 a 70 kg. La alimentacion permanente de estos
animales estaba basada en pasturas naturales con predominancia de Festuca
dolichophylla, Mulenvergia fastigiata, Stipa ichu, Calamagrostis vicunarum, entre las
gramineas, y Trifolium amabili entre las leguminosas. Durante los dias de colecta de
semen, los animales se encontraban pastando en potreros cercados que tenian pasturas
cultivadas con rye grass y trébol blanco, y agua ad libitum, el cual fue complementado

con heno de avena.

3.3 FASE PRE EXPERIMENTAL

Durante dos semanas previas a la etapa experimental, los animales fueron sometidos a un
periodo de acostumbramiento al manejo de personal dentro del corral, alimentacion, y
principalmente al proceso de colecta directa de semen utilizando una vagina artificial a

través de un operador (Figura 2, y descrito mas adelante).



3.4 FASE EXPERIMENTACION

En esta investigacion se ha considerado tres experimentos, el primero consistio en la
separacion de espermatozoides usando diferentes medios y fuerzas de centrifugacion por
tiempo (experimento 1), el segundo fue la conservacion de semen en estado liquido y
solido a temperatura de refrigeracion (5 °C) (experimento 2), y el tercero consistio en la
determinacion de la capacidad gestacional por inseminacion artificial con semen

refrigerado a 5 °C en estado solido y liquido durante 48 horas (experimento 3).

3.4.1 Experimento 1: Separacion de espermatozoides por centrifugacion
3.4.1.1 Vagina artificial

En el proceso de recuperacion de los eyaculados se ha utilizado una vagina
artificial modificada por Vivanco et al. (2010) para la colecta directa a través de
un operador, la misma que se utilizaba rutinariamente en el Fundo Mallkini & Cia
S.A. (Figura 1). Esta consistia de un tubo de caucho de 24 cm de largo con un
lumen mayor de 4 cm de didmetro en un extremo, y 2 cm de didmetro en el otro
extremo dispuesto en forma de orificio excéntrico simulando el cérvix de la
alpaca, por el cual se coloca internamente una funda recta y otra coénica,
adaptandose al final de ésta un tubo colector graduado. Antes del procedimiento
de colecta de semen, a la vagina artificial se le agregd agua a 50 °C que producia
una temperatura interna de 38-40 °C, el cual fue cubierto con una frazadilla

eléctrica a 37 °C.

c

Figura 1. Vagina artificial modificada por Vivanco et al. (2010) para colecta de semen: a.
Abertura principal del tubo de goma (4 cm de diametro), b. Abertura del tubo excéntrico (2 cm
de didmetro), c. Longitud del tubo de goma (24 cm), d. Funda de latex cénica (color naranja), e.
Funda de latex recta (color morado), f. Tubo de recogida de semen.

35



3.4.1.2 Obtencién de muestras

Durante la colecta de semen, la hembra y el macho estaban acompafiados por otra
hembra receptiva al lado (Dévalos y Olazaval 2002) que por lo general adoptaban
la posicion de recumbencia. La frecuencia de colecta fue de 2 a 3 veces por semana

durante la época reproductiva (febrero a marzo).

Figura 2. Colecta de semen de alpacas por un operador que utiliza la vagina artificial
modificada por Vivanco et al. (2010), procedimiento rutinario en el Fundo Mallkini de
Michell & Cia. S.A. Véase la disposicion de la vagina artificial, las posiciones de la
hembra, el macho, y hembras receptivas al lado.

El procedimiento de colecta consistié en desviar el pene con la mano y dirigirlo
hacia la vagina artificial (previamente descrito) en posiciéon de recumbencia de la
hembra o de monta en el caso del macho, y sostener la vagina artificial por el
tiempo de copula entre 15 a 25 minutos (Figura 2). Seguidamente las muestras
obtenidas fueron trasladadas al laboratorio para su procesamiento y evaluacion.
Las muestras aceptadas para el analisis fueron aquellos eyaculados con motilidad
mayor a 50% y concentracion mayor a 80 millones/ml como fue sugerido por
Niasari-Naslaji et al. (2007) en camellos, una especie con similares dificultades
en el procesamiento del semen. De los siete machos entrenados solo 5 se
acostumbraron a la colecta directa por vagina artificial. El 85% de las muestras
aceptadas correspondian a eyaculados recuperados una vez por semana, los

eyaculados recuperados dos veces por semana tuvieron un 50% de aceptacion, y
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los eyaculados recuperados tres veces por semana tuvieron un 33.3% de

aceptacion.

3.4.1.3 Centrifugacion de semen

Previamente se realizo la preparacion del gel PureSperm®a80, para ello se retiro
20 ml de PureSperm100® de su propio frasco utilizando una jeringa estéril, a este
frasco con 80 ml de PureSperm100® se le agregd 20 ml de PureSperm-dilutor®,
el cual fue homogenizado constituyéndose una solucion al 80% de gel PureSerm
(PureSperm®a80), seguidamente fue conservado a una temperatura de 5 °C hasta
su utilizacion. En la preparacion y conservacion del PureSperm®80 se tuvieron

en cuenta todas las recomendaciones del fabricante del producto.

La disposicion de los gradientes de centrifugacion en tubos conicos de centrifuga
(15 ml), se realiz6 colocando 0.5 ml del gel PureSperm®80 (previamente
preparado y conservado) en la base de un primer tubo, y 0.5 de dilutor Tris en la
base de un segundo tubo, utilizando una pipeta con un tip estéril en cada caso. Se
utilizo otro tip estéril de pipeta para cargar 1 ml de semen, y cuidadosamente
depositar en el primer tubo 0.5 ml de semen encima del gel PureSperm®80, y en
el segundo tubo depositar 0.5 ml de semen encima del dilutor Tris. La
centrifugacion de los gradientes en cada tubo, se llevo a cabo utilizando una
centrifuga (Harmonic Universal, PLC124), previo calentado de los tubos

reductores a 20 °C.

3.4.1.4 Recuperacion de espermatozoides

Al término de la centrifugacion, en el caso del tubo con gradientes de Tris y
semen, se procedio al retiro del sobrenadante (Tris y plasma seminal mezclado)
utilizando una pipeta con tip esteril, el cual fue vertido en una placa de Petri para
determinar la presencia de espermatozoides, quedando en la base del tubo un
pellet de espermatozoides. En el caso del tubo con gradientes PureSperm®80 y
semen, se retird el plasma seminal utilizando papel absorbente, seguidamente fue
retirado el PureSperm®80 y las impurezas contenidas en el tubo, a través de una

pipeta con un tip estéril, dejando que la capa o estrato de espermatozoides caiga
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hacia la base del tubo. Antes de realizar la absorcion con papel absorvente se
realizo la extraccion de un tercio del sobrenadante (plasma seminal), el cual fue
vertido a otra placa de Petri para la determinacién de la presencia de
espermatozoides. Tanto el pellet formado en primer tubo y la capa de
espermatozoides formado en el segundo, recibieron una dilucion con dilutor Tris

en la proporcion de 1:4 (semen: dilutor) para realizar las respectivas evaluaciones.

3.4.1.5 Evaluacion de parametros espermaticos

Todas las mediciones se realizaron de acuerdo a procedimientos validos, y
previamente descritos. Los reactivos utilizados fueron adquiridos de Sigma-
Aldrich, Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

La estimacion de la motilidad individual se realizd siguiendo procedimientos
sugeridos (Kershaw-Young and Maxwell 2011; WHO 2010; Morton et al. 2007;
Santiani et al. 2005). Brevemente, una gota de 10 ul de semen se coloc6 en una
ldmina portaobjetos, se cubrid con un cubreobjetos (18 x 18 mm), los cuales se
colocaron sobre una platina térmica a 38 °C para observar a 400x en un
microscopio oOptico (Olimpus CX31, Hamburg, Germany). El contaje de la
motilidad se realiz6 en 200 espermatozoides con tres réplicas, y los valores se

expresaron en porcentaje.

La evaluacién de la integridad funcional de la membrana, se realiz6 colocado una
gota de solucion HOST-cultivada sobre una lamina portaobjetos, el cual fue
cubierto con un cubreobjetos para hacer el conteo de espermatozoides positivos a
la endosmosis a través de un microscopio Optico con una magnificacion de 400x.
La solucién HOST-cultivada se consiguié mezclando 10 ul de semen con 0.1 ml
de solucidn hipo-osmética (Jeyendran et al. 1984) en un tubo, lo cuél fue incubado
a una temperatura de 38 °C por 15 min en bafio Maria (Vasquez et al. 2012). La
solucion hipo-osmotica fue preparado mezclando 735 mg de citrato de sodio
dihidratado y 1351 mg de D-Fructosa, disuelto en 100 ml de agua bidestilada
(WHO 2010), equivalente a 125 mOsm/I.

La integridad acrosomal fue medido a través de la técnica triple tincion sugerido

por Kovacs y Foote (1992) y adaptada para llamas por Fumuso (2015) y Carretero
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et al. (2015). Brevemente, sobre un portaobjetos fue colocado 10 ul de una
muestra seminal y 10 pl del colorante Azul tripan, luego homogenizado, extendido
y secado al aire. El fijado de la muestra con el colorante Rojo neutro se realiz6
cubriendo el portaobjetos con este colorante durante 2 min y enjuagado con agua
destilada. Seguidamente se realizo el tefiido con el colorante Giemsa al 8%, para
lo cual se cubrié el portaobjetos con el colorante durante 1.5 h, luego fue
sumergido durante 2 min en agua destilada, enjuagado, secado del portaobjetos al
aire y observado a 1000x con aceite de inmersion. Los espermatozoides fueron
categorizados, como Vvivos con membranas integras y con acrosoma presente
(regién posacrosomal celeste o azul claro y acrosoma puarpura), Vivos con
acrosoma dafiado o suelto (regién posacrosomal celeste o azul claro y acrosoma
claro u oscuro), muertos con acrosoma presente (regién posacrosomal azul oscuro
y acrosoma purpura) y muertos con acrosoma dafiado o suelto (region

posacrosomal azul oscuro y acrosoma violeta claro u oscuro).

Asimismo, se determin la tasa de recuperacién de espermatozoides, para lo cual
se utilizd6 la concentracion espermatica inicial medido en el momento
inmediatamente después de la colecta de semen y la concentracion espermatica
final medido inmediatamente después de la centrifugacion, utilizando la férmula
siguiente, |tasa de recuperacion de espermatozoides| = [(Concentracion final —
Concentracion inicial) / Concentracion inicial) x 100]. Utilizando el mismo
procedimiento fue estimado la tasa de disminucion de la motilidad espermatica, y
de la integridad funcional de la membrana. La estimacion de la concentracion
espermatica (numero de espermatozoides por unidad de volumen) fue realizado
utilizando la camara o hemocitémetro de Neubauer. Previamente, se preparé una
dilucion 1:20 de semen y agua; es decir en un tubo que previamente se habia
colocado 190 pl de agua, se depositd 10 pl de muestra de semen. De esta dilucién
se tomo 10 ul de muestra para realizar el conteo en la cdmara de Neubauer (WHO
2010). La concentracion de espermatozoides por ml se obtuvo al multiplicar por

el factor 1x106 la suma del conteo de 5 cuadrados grandes.
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3.4.1.6 Disefo experimental

Los eyaculados se obtuvieron en forma aleatoria de un grupo de cinco machos
reproductores que respondieron favorablemente al entrenamiento de la colecta

directa de semen a través de un operador.

Inmediatamente después de una colecta, el eyaculado fue sometido a una
evaluacion de condiciones de inclusion en el experimento (Niasari-Naslaji et al.
(2007): motilidad mayor a 50% y concentracion mayor a 80 millones/ml). Si el

eyaculado fue admitido, esta fue dividido en dos fracciones de 0.5 ml cada uno.

A cada uno de estas fracciones se les aplicd uno de los diferentes tratamientos
resultantes de la combinacion de 2 factores, fuerza de centrifugacion (g) x tiempo
en tres niveles (492 g x 15 min, 1968 g x 10 min'y 4448 g X 7 min o0 su equivalente
2000, 4000 y 6000 RPM, respectivamente, en 110 mm de radio de rotor) y medio
de centrifugacion en dos niveles (dilutor Tris, y gel PureSperm®80). De esta
manera se procedié con cada uno de los eyaculados hasta completar las muestras
necesarias para el experimento. En cada corrida de la centrifuga, solo se considerd
la centrifugacion de un solo tubo que tenia asignada un tratamiento con su
respectivo equilibrante, el otro tubo asignado con diferente tratamiento se hizo

tiempo después (15, 10 y 7 min) de terminar la corrida previa.

La evaluacion de la motilidad individual, la integridad funcional de la membrana
y la concentracion espermatica se realizé antes y después de centrifugacion, con
esta informacion se estimaron las tasas de recuperacion de espermatozoides, la
tasa de pérdida de motilidad individual y la tasa de pérdida de la integridad
funcional de la membrana espermatica. En el caso de la integridad acrosomal esta
se realizd solo después de la centrifugacion debido a su largo periodo de
procesamiento y rapida lectura. El analisis de cada parametro espermatico se

realizo utilizando 8 réplicas.

Los valores de la recuperacion de espermatozoides, pérdidas de motilidad e
integridad funcional de membrana fueron transformados a valores angulares

(angulo = arcoseno Vx) para acercar los datos a la distribucion normal.
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3.4.1.7 Andlisis estadistico

Las variables respuestas, recuperacion de espermatozoides, pérdida de motilidad
espermaticay pérdida de integridad funcional de membrana fueron evaluados bajo

un disefio completo al azar con arreglo factorial de 3 x 2, cuyo modelo aditivo

lineal fue:
Yijk = 1+ a; + B+ (aB)ij + & i=12,.,a j=12,..,b k=1,2,..,7
donde:

viik = Variable observada (recuperacion de espermatozoides, pérdida de

motilidad, pérdida de integridad funcional de membrana)

i = Media general

Q; = Efecto del i-esimo nivel del factor fuerza de centrifugacion por tiempo (1:
492 g x 15 min, 2: 1968 g x 10 min, y 3: 4448 g X 7 min)

B; = Efecto del j-esimo nivel del factor medio de centrifugacion (1:Tris, y

2:PureSperm®80)

(aB);; = Efecto de la interaccion entre el i-esimo nivel del factor fuerza de
centrifugacion por tiempo, y el j-esimo nivel del factor medio de
centrifugacion.

& = Error experimental asociado a la ijk-esima unidad experimental

Asimismo, se utilizo la prueba de Tukey con un nivel de significacion del 5% para
contrastar diferencias entre las combinaciones de medios y fuerzas de

centrifugacion.

El procesamiento y andlisis de datos se realiz6 utilizando el software estadistico
SAS V.9.4 para Windows.

41



3.4.2 Experimento 2: Conservacion de semen en medio sélido y liquido a 5 °C.

3.4.2.1 Preparacion de dilutores y gelificante

El dilutor Tris-Yema de huevo fue preparado usando 3.605 g de Tris, 2.024 g de
acido citrico dihidratado, 1.488 g de fructosa, 50,000 IU de Penicilina y agua
bidestilada csp 100 ml, y 20% v/v de yema de huevo. La preparacion fue vertida

en una probeta de 100 ml, luego mezclado y conservado bajo refrigeracion a5 °C.

La preparacion del gelificante fue realizada agregando 0.5 g de gelatina de 280
°Bloom (Esquisa SAC, Pert) a 10 ml de dilutor Tris (previamente preparada),
seguidamente fue calentada en bafio Maria a 37 °C en un tubo de ensayo de 15
ml, lo cual permitié su homogenizacién completa, luego fue enfriado hasta su
gelificacion en aproximadamente 30 min, seguidamente fue refrigerado a5 °C en

estado solido hasta su utilizacion.

Antes de la utilizacion del gelificante durante el proceso de gelificacion del semen,
esta fue calentado en bafio Maria a 37 °C hasta llegar al estado gel (se encontraba
en estado sélido), luego enfriado y mantenido a 15 °C hasta el momento de su

utilizacion.

3.4.2.2 Dilucién, gelificacion y degelificacion de espermatozoides

La preparacion de la vagina artificial, la coleccion de las muestras, el traslado de
las muestras al laboratorio, la seleccion de eyaculados, la centrifugacion de semen
a 4448 x g por 5 min utilizando medios como PureSperm®80 y dilutor Tris, y la
recuperacion de espermatozoides de los respectivos tubos de centrifugacion, todos

fueron realizados de acuerdo a lo descrito en el experimento 1.

Después de la separacion de espermatozoides del plasma seminal y el dilutor o el
PureSperm®80, segun sea el caso, tanto el tubo que contenia el pellet (tubo A) o
aquel semen que fue centrifugado en dilutor Tris, y el tubo que contenia una capa
de espermatozoides (tubo B) o aquel que fue centrifugado en PureSperm®80,
fueron diluidos en dilutor Tris-Yema de huevo (preparado previamente), y
gelificados utilizando el gelificante previamente preparado. La dilucion, se realizo
agregando a los tubos A 'y B, dos de las tres partes del volumen total de dilutor
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Tris-Yema de huevo estimado para el nimero de dosis. Estos tubos con semen
diluido, en seguida fueron refrigerados hasta alcanzar la temperatura de 15 °C en
un tiempo de 60 min. A esta misma temperatura, a cada uno de los tubos Ay B
que tenian dilutor Tris-Yema de huevo, se le agrego el gelificante previamente
calentada y conservado como gel a 15 °C, en la faltante proporcién de uno de las
tres partes, luego fueron agitados suavemente con movimientos circulares hasta
su completa homogenizacion. Seguidamente, se realizé el respectivo empajillado
y sellado con alcohol polivinilico en pajillas de 0.25 ml. El paso de la fase de
gelificacion al estado solido se produjo en un tiempo cercano a 35 min de
mezclado con el respectivo gelificante. Inmediatamente después fue refrigerado a
5 °C y conservado a esta temperatura durante cinco dias. Un tubo C que solo
contenia semen directamente colectado (no centrifugado, ni mezclado con
gelificante) fue diluido utilizando Tris-Yema de huevo en la proporcion de 1:4, el
cual en el transcurso de una hora fue descendido a la temperatura de 15 °C, luego
se realizd el empajillado y sellado en pajillas de 0.25 ml, seguidamente fue

refrigerado a 5° hasta por 5 dias, los cuales se utilizaron como control.

La degelificcion se realizo calentando la pajilla en bafio de agua a 37 °C durante
3 min., y luego se llevaron a diferentes procesos de evaluacion de semen, como

previamente fueron descritos.

3.4.2.3 Disefio experimental

Un total de 18 eyaculados que provenian aleatoriamente de siete machos
reproductores fueron asignados a uno de tres tratamientos. Cada uno de estos
tratamientos fueron realizados con 6 réplicas. Un primer tratamiento (Pusp-
gelificado) consistio en la centrifugacion de las muestras a 4 448 x g por 7 min en
medio PureSperm®?80, recuperado, diluido, gelificado en gelatina de 280 °Bloom
y conservado bajo refrigeracion en pajillas de 0.25 ml a 5° C durante cinco dias.
En el segundo tratamiento (Tris-gelificado), las muestras fueron centrifugados en
medio Tris; y conforme el tratamiento uno, fueron sometidos a la misma fuerza
de centrifugacion por tiempo, y a los mismos procedimientos de gelificacion y
conservacion. Un tercer tratamiento (control), consistié del uso de semen fresco
colectado que no fue centrifugado, pero si mezclado con dilutor Tris-Yema de

huevo y conservado bajo refrigeracion como en los tratamientos anteriores. Cada
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uno de estos eyaculados de individuos que habian recibido uno de los tres
tratamientos fueron evaluados a diferentes tiempos (0, 24, 48, 72 y 96 horas) cada
24 horas. Las variables respuesta de este experimento fueron la motilidad

individual y la funcionalidad integral de membrana espermatica.

Previo al analisis estadistico, los datos obtenidos como respuesta se transformaron
a valores angulares (dngulo = arcoseno \/x) por encontrarse en porcentajes y para

acercar los datos a la distribucién normal.

3.4.2.4 Andlisis estadistico

Las respuestas sobre los parametros espermaticos, motilidad y funcionalidad
integral de la membrana espermatica fueron evaluadas bajo un modelo mixto para
medidas repetidas con dos factores y su interaccion (Littell et al. 2006) a través
del procedimiento Proc Mixed y la instruccion Repeated implementado en el
software estadistico SAS V.9.4

Siendo el modelo aditivo lineal:

Yik =pu+ai+ Y+ (@i + w; + e
Yijk = es la respuesta a la hora k para el j-ésimo sujeto en el i-ésimo
donde:
tratamiento
U+ a; + Y + (aY);=son efectos fijos: 4 = es la media general, a; = es
el efecto de los tratamientos (Pusp-gelificado, Tris-gelificado y
Contro), ¥y = es el efecto de las horas (0, 24, 48, 72 'y 90), (aY);x =
es el efecto de la interaccion tratamientos x horas

u;; = es el efecto aleatorio correspondiente al j-ésimo sujeto en el i-ésimo

tratamiento

ejjx = es el error experimental aleatorio asociado con las medidas repetidas
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Para determinar los tres niveles del tratamiento se ha utilizado comparaciones

multiples (Tukey) con valores p corregidos (Bonferroni).

3.4.3 Experimento 3. Capacidad gestacional del semen en estado liquido y solido.

3.4.3.1 Animales
En este experimento, se ha utilizado 36 hembras Huacaya adultas y 7 machos
adultos reproductores, todos los animales tenian fertilidad comprobada.

3.4.3.2 Preparacion de las muestras de semen

La colecta de semen, el traslado de las muestras al laboratorio, las evaluaciones
previas, la centrifugacion del semen en medio PureSperm® a 4448 g x 7 minutos
y la separacion del semen centrifugado, han sido realizados siguiendo los
procedimientos indicados en el experimento 1. En cambio, la preparacion del
gelificante, el proceso de gelificacion de semen, el empajillado y la
desgelificacion de las muestras empajilladas se realizaron de acuerdo al

procedimiento indicado en el experimento 2.
3.4.3.3 Induccién de la ovulacién

Solo las hembras que mostraban posicion de copula frente a la presencia de macho
fueron seleccionadas para la induccion de la ovulacién. Estas hembras
seleccionadas recibieron una dosis de 1 ml de analogo de GnRH (0.0084 mg de
acetato de buserelina), via intramuscular. Antes de la aplicacion de la dosis
hormonal se realiz6 un examen folicular por ecografia para determinar el tamafio
del foliculo ovulatorio. Cuando el tamafio del foliculo estaba entre 7 mm (Ratto
et al. 2006, 2011; Bravo et al. 1991) a 12 (Ratto et al. 2006; Bravo et al. 1991)

fue considerado apto para induccion de la ovulacion.

3.4.3.4 Inseminacién artificial de alpacas

La degelificacion de pajillas se realizé en bafio Maria a 37 °C por 3 min. La dosis
de inseminacion artificial (1.A.) fue 25 x 10° espermatozoides en pajillas de
0.25ml. La hora de inseminacion fue a las 26-28 horas después de la induccion de
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la ovulacién. Antes del procedimiento de I.A. se aplico una dosis de tranquilizante
(0.1 mg/KPV de Acepromazina maleato) con el objeto de tranquilizar a los

animales.

El lugar del deposito de semen en los tratamientos de inseminacion artificial fue

el cuerno ipsilateral donde fue detectado la ovulacion.

3.4.3.5 Diagndéstico de gestacion

La estimacion de la capacidad gestacional de los tratamientos se realizo a los 30
dias después de inseminacion artificial o empadre controlado de acuerdo con
Garcia et al. (2017), Ordofiez et al. (2013) y Alarcén et al. (2012). El diagnostico
de prefiez se ha realizado por ultrasonografia utilizando un ecografo
(SonoTouchl10Vet, Germany) equipado con un transductor lineal de 7.5 MHz. La
presencia de la vesicula embrionaria en el Gtero fue un criterio para considerar a

un animal como prefiada (Alarcon et al. 2012).

3.4.3.6 Disefio experimental

Un total de 36 animales hembras fueron utilizados en tres tratamientos de 12
repeticiones. El tratamiento 1, fue considerado grupo control, donde fue realizado
el empadre controlado a 12 hembras con machos de probada fertilidad tomadas al
azar del mismo grupo. El tratamiento 2, consistié de la inseminacion a 12 hembras
con pajillas de semen refrigerado a 5 °C durante 48 horas en medio liquido
(diluido en dilutor Tris-Yema de huevo) que en su procesamiento fue centrifugado
a 4448 x g por 7 min y en medio de proteccion PureSperm®80. En el tratamiento
3, se realizo la inseminacion artificial a otras 12 hembras con pajillas de semen
refrigerado a 5 °C durante 48 horas en medio sélido (gelificado en gelatina de 280
°Bloom), donde en su procesamiento fue sometido a una fuerza de centrifugacion

y medio de proteccién similar al tratamiento 2.

3.4.3.7 Andlisis estadistico

Los resultados del experimento, fueron analizados utilizando una regresion

logistica binomial para datos cualitativos a través del procedimiento Proc Genmod
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(Garcia et al. 2017; Alarcén et al. 2012) y la sentencia Contrast del software

estadistico SAS V.9.4 para Windows.

El modelo general empleado ha sido:

Vi 1 )
=== i=123
P T 1+ expl—(Bo + Buxd)]

donde:

p; = Proporcion entre alpacas prefiadas (y;) después de la exposicion
a diferentes tratamientos (n;)

xi = Tratamientos (1: control, 2: I.A. con semen en estado liquido
refrigerado, 3: I.A. con semen solido refrigerado)

So = Intercept
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 EXPERIMENTO 1: SEPARACION DE ESPERMATOZOIDES POR
CENTRIFUGACION

Disposicion de espermatozoides después de la centrifugacion. En la alpaca, especie
que produce un eyaculado muy viscoso (Adams et al. 2009; Von Baer y Hellemann 1998;
Bravo et al. 1997a; Fernandez-Baca y Calderon 1965), la implementacion de métodos
précticos de campo para la inseminacion artificial es extremadamente dificil y de bajos
resultados (Alarcon et al. 2012; Bravo et al. 2000b). En un intento por superar los
obstaculos creados por la naturaleza viscosa del plasma seminal, se ha investigado la
centrifugacion a diferentes combinaciones de fuerzas de centrifugacion por tiempo en
distintos medios de centrifugacion como una estrategia para aislar espermatozoides con
el menor dafio posible. Comparamos un diluyente tradicional (dilutor Tris) contra una
solucion de gradiente de densidad de una sola capa (PureSperm®80), como medios de
centrifugacion, donde los eyaculados de alpaca en estos medios se centrifugaron en una
de tres combinaciones diferentes de fuerzas de centrifugacion por tiempo, los cuales
produjeron un pellet de espermatozoides en el fondo del tubo de centrifuga (medio dilutor
Tris) o un estrato de espermatozoides (medio PureSperm®80) segln sea el caso, como se

muestra en la Figura 3 (Panel 2C, letras ay b).

Después de la centrifugaciéon del semen de alpaca en diferentes medios y fuerzas de
centrifugacion, se observaron diferentes disposiciones de los espermatozoides en los
tubos centrifugados. Cuando el semen fue centrifugado en medio dilutor Tris a diferentes
fuerzas de centrifugacion (Figura 3, a en paneles 2A, 2B y 2C), en el fondo del tubo se
encontré un pellet de espermatozoides bien definido junto a la presencia de impurezas,

rodeado por la mezcla de plasma seminal y dilutor Tris. En el caso del semen centrifugado



en medio PureSperm®80, se observaron tres estratos con diferente composicion dentro
del tubo. El medio PureSperm®80 que contenia impurezas estaba ubicada en el estrato
inferior, los espermatozoides en el medio, y el plasma seminal en el estrato superior
(Figura 3, b en paneles 2A, 2B y 2C).

La baja fuerza de centrifugacion del semen (492 x g por 15 min) en la solucion de
gradiente de densidad PureSperm®=80 produjo un estrato difuso de espermatozoides, asi
como ubicaciones de impurezas altamente dispersas (Figura 3, b en panel 2A). Sin
embargo, a medida que la fuerza de centrifugacion aumentaba, pero el tiempo de
centrifugacion se reducia llegando a 4448 x g por 7 min, se formaba un estrato bien

definido de espermatozoides con separacion total de impurezas (Figura 3, b en panel 2C).

Similar disposicién de espermatozoides después de la centrifugacién fue encontrado por
Morton et al. (2008), aunque utilizando baja fuerza de centrifugacion por largo tiempo
(600 x g por 20 min) en medio PureSperm® de dos gradientes de diferente densidad. Es
posible, en el caso de baja fuerza de centrifugacion (Figura 3, panel 2A, b) en medio
PureSperm®80 de una sola capa, la viscosidad del plasma seminal no permita la
separacion completa de los espermatozoides del semen y consiguientemente, la
formacion de estratos segun diferencias de gradiente, tal como fue sugerido por Ming-Jer
y Bongso (1999). En cambio, la utilizacién de alta fuerza de centrifugacion permitié la
separacion de espermatozoides del plasma seminal y su respectiva estratificacion

completa (Figura 3, panel 2C, b).

Plasma seminal
Espermatozoides
PureSperm80

Impurezas

Figura 3. Disposicién de espermatozoides poscentrifugacion en diferentes medios y fuerzas de
centrifugacion por tiempo. Notese en los paneles 2A, 2B y 2C la disposicion de espermatozoides a 492
x g por 15 min, 1968 x g por 10 min, y 4448 x g por 7 min, respetivamente. Letras minusculas en cada
panel, representan a los medios de centrifugacion (a, medio dilutor Tris, y b, medio PureSperm80).
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El procedimiento de retiro de espermatozoides después de la centrifugacion en medio
dilutor Tris, donde los espermatozoides se encontraban en forma de pellet dentro de la
mezcla plasma seminal y dilutor Tris, se llevo a cabo facilmente utilizando una pipeta.
Sin embargo, se encontraron dificultades para aislar el estrato de espermatozoides
formado después de la centrifugacion en una solucion de gradiente de densidad
PureSperm®80, una dificultad similar en el retiro del semen fue reportado por Morton et
al. (2008). Frente a este problema, se utilizd papel absorbente estéril, el cual fue
introducido perpendicularmente al tubo hasta tomar contacto con el estrato de plasma
seminal. Cuando el papel absorbente estéril absorbid casi todo el plasma seminal del

estrato superior del tubo centrifugado, este fue retirado.

Aunque al final de este procedimiento habiamos dejado restos de plasma seminal en la
parte superior del estrato de espermatozoides y restos de PureSperm®a80 en la parte baja
del mismo (no queriamos eliminar los espermatozoides por error), estos remanentes
aparentemente no afectaron a los espermatozoides. Contrariamente estaria relacionado
con los efectos favorables sobre los espermatozoides producidos por la baja presencia de
plasma seminal en el semen de alpaca. Al respecto, Kershaw-Young y Maxwell (2011)
observaron que la incubacién de espermatozoides en altos porcentajes de plasma seminal
producia dafio celular, pero en un 10% de plasma seminal mejord la motilidad de los
espermatozoides.

Recoleccion de semen por vagina artificial. En el presente estudio, donde se recolectd
semen directamente con una vagina artificial (Figura 1) a través de un operador (Figura
2), los valores iniciales medios de motilidad del esperma (53.6 a 61.6%), integridad
funcional de la membrana (65.5 a 72.6%) y concentracion de esperma (102.1 a 130.4
millones / ml) se encontraban en el rango de la motilidad (Bravo et al. 1997a, 2000b;
Alarcon et al. 2012; Raymundo et al. 2006; Santiani et al. 2005), concentracion (Bravo
et al. 1997a; Alarcon et al. 2012) e integridad funcional de la membrana plasmatica
(Pacheco et al. 2017; Garcia et al. 2017), que habian sido obtenidos utilizando una vagina
artificial adosado a un maniqui. Ademas, en los resultados obtenidos por Vivanco et al.
(2010) en un trabajo inédito en alpacas, utilizando la misma técnica de coleccion de semen
utilizada en la presente investigacion, revelé una motilidad espermatica similar (57.1 +
17.6%), aunque con una variacion en la concentracion de espermatozoides (39.8 + 34.4
x 10° espermatozoides / ml). Al respecto, no se puede pasar por alto el hecho de que los

parametros espermaticos pueden variar con el tipo de dieta (Juyena et al. 2013), la
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frecuencia de la recoleccion de eyaculados (Bravo et al, 1997b), el tipo de recoleccion de
semen (Alarcon et al. 2012), la presencia de la hembra receptiva durante la copulacion
(Déavalos y Olazéval 2002), entre otros factores.

Recuperacion de espermatozoides. La tasa de recuperacion de espermatozoides después
de la centrifugacion a diferentes fuerzas de centrifugacion y en diferentes medios, mejoro
conforme aumentaba la fuerza de centrifugacion y disminuia el tiempo en ambos medios

de centrifugacion (Figura 4).
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Figura 4. Tasa de recuperacién espermatica segregada por fuerza de centrifugacion por tiempo.
Los numeros dentro de cada barra representan tasas medias de recuperacion de espermatozoides.

Existen algunos reportes de recuperacién de espermatozoides de alpaca utilizando
diferentes medios, aunque a bajas fuerzas de centrifugacion en menor 0 mayor tiempo.
En este contexto, al utilizar el dilutor Androhep® como medio de centrifugacion a 600 x
g por 7 min, la tasa de recuperacion alcanzd solo 63%, siendo dificultoso recuperar el
sobrenandante espermatico debido a la no licuefaccion del semen (Morton et al. 2012).
Cuando se utiliz6 600 x g durante 20 minutos en una solucion de gradiente de densidad
(PureSperm®) de doble capa (45%:22.5%), se consigui6é una tasa de recuperacion de

espermatozoides del 70%, acompafada de una baja pérdida de motilidad espermatica
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(3.6%) (Morton et al. 2008). Los valores de recuperacion de espermatozoides reportados
por Morton et al. (2012) estan cercanos a los observados en la presente investigacion
cuando se centrifugo el semen a 492 g x por 15 minutos en medio Tris (72.17%), pero
fue menor cuando fue centrifugado en PureSperm (20.88%) a la misma fuerza de
centrifugacion por tiempo. Al respecto Morton et al. (2008) no indica la técnica de retiro

del estrato de espermatozoides del tubo poscentrifugacion.
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Figura 5. Tasa de recuperacion espermatica segregada por medio de centrifugacion. Los nimeros
dentro de cada barra representan las tasas medias de recuperacion de espermatozoides.

Cuando se utilizo alta fuerza de centrifugacion (Figura 5) como 4448 x g por 7 minutos
en medio PureSperm®a80, se consiguid una tasa de recuperacion de espermatozoides del
98% con una baja pérdida de la motilidad de los espermatozoides (3,5%) como se muestra
en la Figura 6; por lo que sabemos, este seria el primer informe de un método donde los
espermatozoides de alpaca se recuperaron casi completamente de los eyaculados con
cambios minimos en la motilidad y la integridad funcional de la membrana de los
espermatozoides (datos descritos a continuacion). La centrifugacion de semen en altas
fuerzas de centrifugacion también se ha utilizado en otras especies. En el caso de bovinos,
la centrifugacion a 3220 x g por 5 min ha sido uatil para remover los precipitantes en
algunas etapas del procesamiento de semen (Weber et al. 2006). Sin embargo, cuando

Machado et al. (2009) aument6 la fuerza de centrifugacion a 5000 x g por 5 min en medio
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gel, observo que el procedimiento no afectaba la calidad de los espermatozoides, aunque
se obtuvo una tasa de recuperacion baja (17.0 a 19.2%). Del mismo modo, después de
centrifugar semen de bovino en gradiente de Percoll a 5400 x g por 5 minutos, se
consiguio recuperar espermatozoides a una tasa del 49.7% con caracteristicas
espermaticas que conllevaron exitosamente al proceso de fertilizacion in vitro y desarrollo
embrionario (Carvalho et al. 2010). En un caso extremo, cuando se centrifugd a 9000 x
g por 5 minuto en gradientes mini Percoll, se ha recuperado espermatozoides con una tasa
cercana al 50%, aunque con caracteristicas espermaticas muy variadas (Folchini et al.
2012).

Una combinacién de fuerza de centrifugacion por tiempo de 4448 x g por 7 minutos,
permitid altas tasas de recuperacion de espermatozoides del 98.46% y 100% para los
eyaculados centrifugados en solucién de gradiente de densidad PureSperm®80 y medio
dilutor Tris, respectivamente, aunque ambas tasas fueron similares (Figura 4; p = 0.604).
Agrupados por medio de centrifugacion, la tasa de recuperacion de espermatozoides
aumentd (p<0.001) a medida que la fuerza de centrifugacion aumentaba (con una
disminucion concomitante en el tiempo) en los medios dilutor Tris y PureSperm®80
(Figura 5).

La alta viscosidad del semen de alpaca, los bajos cambios en las caracteristicas
espermaticas después de una alta fuerza de centrifugacion por corto tiempo en medios
protectores, la posibilidad de aislar espermatozoides con la menor pérdida en la
recuperacion poscentrifugacion y el bajo volumen del eyaculado, motivaron a realizar la
centrifugacion del semen de alpaca a una alta fuerza de gravedad, pero por corto tiempo
utilizando un medio de proteccion (PureSperm®80).

Motilidad de espermatozoides. En el analisis de la pérdida de motilidad por medios de
centrifugacion dentro de fuerzas de centrifugacion por tiempo (Figura 6), los eyaculados
centrifugados en medio PureSperm®80 mostraron una menor pérdida, tanto a 1968 x g
por 10 min (p=0.005) como a 4448 x g por 7 min (p<0.001) que los centrifugados en
medio dilutor Tris. En cambio, en los eyaculados centrifugados a 492 x g por 15 min, se
observaron similares pérdidas de motilidad en ambos medios de centrifugacién
(p=0.123). Respecto a la pérdida de motilidad por fuerzas de centrifugacion dentro de los
medios (Figura 7), cuando el semen fue centrifugado en dilutor Tris a mayor fuerza de

centrifugacion aunque por menor tiempo cada vez, la pérdida de motilidad aumentaba
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(6.55 a 8.13%; p=0.026), aunque no considerablemente; sin embargo, cuando se utilizd
un medio protector en la centrifugacion (PureSperm®80), este produjo una baja pérdida
de la motilidad tal como 5.39, 5.09 y 3.45% a 492 x g por 15 min, 1968 x g por 10 miny
4448 x g por 7 min, respectivamente (p=0.084).

Valores medios de motilidad final (%) después de centrifugacion
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Figura 6. Pérdida de motilidad de espermatozoides por fuerza de centrifugacién por tiempo. NUmeros
dentro de barras denotan tasas medias de pérdida de motilidad poscentrigugacién. Nimeros sobre las
barras representan medias de la motilidad poscentrifugacién de semen.

La motilidad de los espermatozoides es el pardmetro méas susceptible a condiciones
microambientales dafiinas que cualquier otra caracteristica asociada con la viabilidad de
los espermatozoides (Monteiro et al. 2013; Soler et al. 2003). En la alpaca, la motilidad
estuvo altamente relacionada en forma positiva (r = 0.96) con la viabilidad de los
espermatozoides (Santiani et al. 2005), y en especies como el equino, la motilidad tenia

una correlacion muy alta (r = 0.98) con la viabilidad espermatica (Love et al. 2003).
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Valores medios de motilidad final (%) después de centrifugacion
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Figura 7. Pérdida de motilidad de espermatozoides por medios de centrifugacion. Numeros dentro de
barras denotan tasas medias de pérdida de motilidad poscentrifugacion. Numeros sobre las barras
representan medias de la motilidad poscentrifugacion.

En varias especies, se ha evaluado el efecto de la centrifugacion de semen a bajas fuerzas
de centrifugacion sobre la motilidad espermaética utilizando medios con similares
propiedades al dilutor Tris. Una disminucion de la motilidad de espermatozoides fue
observada cuando el semen de jabali fue centrifugado a 800 x g por 10 minutos en BTS
(Matas et al. 2007), y lo mismo se observo cuando el semen del caprino fue centrifugado
a 900 x g por 10 minutos en leche descremada (Salvador et al. 2006). Similares efectos
adversos sobre la motilidad fueron obtenidos en espermatozoides de llama a 800 x g
durante 8 minutos en medio H-TALP-BSA (Giuliano et al. 2010), aunque la exposicién
del eyaculado a concentraciones de colagenasa pudo haber influido negativamente en este
ultimo caso. En otro trabajo, no se observé ningin cambio en la motilidad de
espermatozoides de alpaca despues de centrifugar a 600 x g durante 7 minutos en medio
Androhep®, pero la tasa de recuperacion de espermatozoides solo alcanzo el 63%, y no
fue posible extraer el plasma seminal debido a la ausencia de semen licuefactado (Morton
et al. 2008). En el estudio Kershaw-Young y Maxwell (2011), donde el semen de alpaca

fue centrifugado a 1000 x g durante 10 minutos en PBS, se obtuvo una motilidad
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espermatica del 56% (aunque no se informo la motilidad inicial del espermay no se pudo

determinar la pérdida de motilidad).

Cuando en la separacion de espermatozoides del semen de alpaca se utilizd bajas fuerzas
de centrifugacion en medio PureSperm®, se observaron cambios minimos en la motilidad
de espermatozoides después de la centrifugacion a 600 x g durante 7 minutos en la alpaca
(Morton et al. 2008; Morton et al. 2012), lo cual es concordante con los resultados de
baja fuerza de centrifugacion en PureSperm®80 en la presente investigacion. En otras
especies como el perro, este mismo efecto se obtuvo con la centrifugacion en medio
PureSperm® a 300 x g por 20 minutos (Dorado et al. 2013). En el caprino, utilizando un
medio (gelatina, 280 °Bloom) con propiedades similares al PureSperm®80, la
centrifugacion a 900 x g durante 10 minutos también produjo respuestas con bajas
pérdidas en la motilidad de los espermatozoides (Salvador et al. 2006). Recientes
resultados en el camello dromedario (Malo et al. 2017; Malo et al. 2018), también
revelaron que la centrifugacion de una sola capa en una solucion coloidal mejora la

motilidad de espermatozoides tanto en semen fresco como en congelado.

Respecto a la centrifugacion de semen de alpacas en diferentes medios a altas fuerzas de
centrifugacion, la informacion disponible es muy limitada. Existe una publicacion donde
los eyaculados de camello se centrifugaron en medio Tris a extrema fuerza de
centrifugacion (18,000 x g durante 15 minutos), como resultado de este proceso, la
motilidad de los espermatozoides disminuy6 en 63.3% con una tasa de pérdida de 12.7%
(El-Bahrawy 2010). En la presente investigacion, la centrifugacion de eyaculados de
alpaca en medio Tris a 4448 x g por 7 minutos produjo una motilidad de espermatozoides
del 54.6% con una tasa de pérdida de menos del 8.2% (Figura 7). La comparacién de los
resultados de la centrifugacion, a 4448 x g durante 7 minutos, entre el medio dilutor Tris
y el medio PureSperm®80 (Figura 6), revel6 un efecto protector potencial de la solucién
de gradiente de densidad PureSperm®80 de una sola capa sobre la motilidad espermatica.
En otras especies, como los bovinos, la centrifugacion a 3220 x g por 5 min fue utilizado
con éxito con el propdsito de remover impurezas en algunas etapas del procesamiento de
semen (Weber et al. 2006). En otros trabajos, cuando se aumentaba la fuerza de
centrifugacion a 5,000 x g y disminuia el tiempo a 5 minutos, en la centrifugacién de
semen de ovinos en medio Percoll y Mini-Percoll (propiedades proximas a PureSperm®),
se observo 26.6 a 37.8% de motilidad (Olivares et al. 2019). Asimismo, utilizando semen

de bovino en gradientes Percoll a 5000 x g por 5, no se encontrd diferencias en la
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motilidad con las muestras no centrifugadas (Machado et al. 2009). Del mismo modo, al
aumentar la fuerza de centrifugacion al semen descongelado de bovinos (9000 x g por 5
min) en diferentes gradientes de mini Percoll, se consiguié una motilidad progresiva del
58.5%, y reducir la produccion de ROS (Folchini et al. 2012). En cambio, sin utilizar
ningun medio de proteccion en la centrifugacion del semen de humanos (Makler et al.
1981), muchos afios atras, se observo que el porcentaje de motilidad disminuia a medida
que se aumentaba el tempo y la fuerza de centrifugacion (2,350 x g por 20 minutos),

ademas de encontrarse una pérdida de la motilidad hasta en 60%.

Funcionalidad integral de la membrana espermatica. En esta investigacion, los
efectos de la centrifugacion en diferentes medios y fuerzas de centrifugacion por tiempo
sobre la funcionalidad de la membrana, tuvo similar efecto que en la motilidad de los
espermatozoides. La integridad funcional de la membrana plasméatica de los
espermatozoides disminuy6 cuando se centrifugaron los eyaculados, siendo afectado por
la combinacion de fuerzas de centrifugacion por tiempo (p <0.001; Figura 8, panel A) y
el medio de centrifugacion (p <0.001; Figura 8, panel B). La menor pérdida de este
pardmetro (5.75%) ocurri6 cuando fue centrifugado a 4448 x g por 7 min (Figura 8, panel
A). Los eyaculados centrifugados en PureSperm®80 tuvieron una menor pérdida (8.8%)
que los eyaculados centrifugados en medio dilutor Tris (5.98%) (Figura 8, panel B). Estos
resultados sugieren un efecto protector potencial de PureSperm®=80 sobre la membrana
plasmaética de los espermatozoides cuando los eyaculados se centrifugaron a fuerzas de

centrifugacion relativamente altas.

Cuando se utilizaron bajas fuerzas de centrifugacion y como medio de centrifugacion H-
TALP-BSA, se obtuvieron efectos adversos sobre la funcionalidad de la membrana
plasmaética en los espermatozoides de la llama (800 x g por 8 min), aunque la exposicion
del eyaculado a concentraciones de colagenasa pudo haber influido desfavorablemente
(Giuliano et al. 2010). En cambio, cuando en la centrifugacién (900 x g durante 10
minutos) del semen de caprino se utiliz6 un medio con propiedades similares a
PureSperm® (gelatina de 280 °Bloom), se obtuvo una baja disminucion de la integridad
acrosomal (parametro relacionado a la funcionalidad de la membrana espermaética) de los

espermatozoides (Salvador et al. 2006).
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Valores medios finales de integridad funcional de membrana espermaética (%) poscentrifugacion
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Figura 8. Tasa de pérdida de la integridad funcionalidad de membrana espermatica por fuerza de
centrifugacion por tiempo (Panel A) y por medios de centrifugacién (Panel B). Nimeros dentro de cada
barra representan tasas medias de pérdida de integridad funcional de membrana. Nameros sobre las barras
representan a medios poscentrifugacién de semen.

Respecto a la centrifugacion utilizando altas fuerzas de centrifugacion (3220 x g por 5
min), y aun en ausencia de medios de proteccion, en el semen de bovinos se consiguio
remover los precipitantes durante el procesamiento de tecnologias de conservacién de
semen (Weber et al. 2006), los cuales tendrian parametros espermaticos aceptables. En
equinos, al utilizar como medio de centrifugacién Equiplus® (propiedades similares al
Tris) de 600 a 1,800 x g por 10 min, la integridad acrosdmica de los espermatozoides no
se modifico entre tratamientos, pero habia diferencias con el control (Restrepo-Betancur
et al. 2016). En cambio, cuando el semen de alpaca fue centrifugado inclusive a 4448 x
g por 7 min, pero en medio PureSperm®80 (Figura 8, panel A), se obtuvieron bajas
pérdidas en la integridad funcional de la membrana espermaética (5.98%), lo cual se
deberia al efecto protector del medio PureSperm®80 durante la centrifugacion a través
de una distribucion homogénea de los espermatozoides en la capa formada durante la
aplicacion de la fuerza de centrifugacion. Ademas, el corto tiempo empleado durante la
centrifugacion habria hecho posible la baja pérdida de la funcionalidad integral de la
membrana espermatica, como lo sefialan Violeta y Pana (2007) en el caso del perro. De
otro modo, en el semen de bovinos, utilizando corto tiempo, pero alta y extrema fuerza
de centrifugacion (9000 x g por 5 min) en gradientes de Percoll, se observo una

disminucion de la integridad de membrana hasta 22.85%, pero se consiguié reducir el
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ROS (Folchini et al. 2012). De este modo, como la formacién del ROS afecta la calidad
de los parametros esperméticos de humanos después de la centrifugacion, lo mas
importante seria, el corto tiempo mas que la fuerza de centrifugacion (Shekarriz et al.
1995). En la presente investigacion, una combinacion de alta fuerza de centrifugacion
(4448 x @) y corto tiempo (7 minutos) habria hecho posible separar casi completamente
los espermatozoides del plasma seminal, sin afectar sustancialmente la integridad de la

membrana de los espermatozoides.

Integridad acrosomal. Durante la realizacion de esta investigacion, no ha sido posible
utilizar la prueba de triple tincion de Kovéacs y Foote (1992) para determinar
espermatozoides vivos con acrosomal intacto, adaptada para llamas por Fumuso (2015)
y Carretero et al. (2015), debido a la alta dificultad para diferenciar las diferentes
categorias de espermatozoides sefialadas para esta prueba. Es posible, se deba al uso del
colorante Giemsa que no tendria la capacidad total de impregnarse al acrosoma del
espermatozoide (Morton et al. 2008). Se necesita una mayor adaptacion de esta técnica
para su uso con espermatozoides de alpaca que permita evaluar con precision el estado

acrosomal.

4.2 EXPERIMENTO 2: CONSERVACION DE SEMEN EN MEDIO SOLIDO Y
LIQUIDO A5°C

Motilidad posgelificacion de semen. En la Tabla 1, se aprecia los efectos de la
conservacion a 5 °C durante 4 dias (96 horas) del semen gelificado en gelatina de 280
°Bloom con previa centrifugacion en medio Tris (Tris-gelificado) o PureSperm®80
(Pspe-gelificado) a 4448 x g por 7 min, asi como del semen fresco diluido en Tris-Yema
de huevo (control) sobre la motilidad de los espermatozoides. Se observa claramente en
la Figura 9, que la disminucion de la motilidad de los espermatozoides ocurre mas
rapidamente en el grupo control; y en la Tabla 1, el porcentaje de la motilidad de los
espermatozoides disminuyen de 59.19% en la hora 0 hasta 11.28% a las 96 horas (dia 4).
En los tratamientos Tris-gelificado y Pspe-gelificado, la diferencia en la disminucion de
la motilidad es mas pequefia (Figura 9) pero los promedios de Pspe-gelificado estuvieron
sistematicamente por encima de los promedios de las muestras del tratamiento Tris-

gelificado; asimismo, al final del dia 2 0 48 horas, los tratamientos Tris-gelificado y Pspe-

59



gelificado alcanzaron motilidades de 41.20 y 52.06% respectivamente, a favor de Pspe-
gelificado (Tabla 1). En la misma tabla, estas motilidades fueron menores cuando fueron
comparadas con las de 24 horas, donde Tris-gelificado y Pspe-gelificado tenian
promedios de 47.86 y 54.50% respectivamente (p<0.005).

Es conocido que, en el semen refrigerado en medio liquido, los espermatozoides vivos y
muertos tienden a sedimentarse en el fondo (Salvador et al. 2006) causando deletéreos
cambios (Ldépez-Uruefia et al. 2016) debido a que los productos de la toxicidad
metabolica producen fluctuaciones del pH en esta region (Rabbit: Nagy et al. 2002; Ram:
Paulenz et al. 2010), lo cual seria una explicacion de la disminucién de la motilidad del

tratamiento control (Figura 9).

En la gelificacion del semen, se produce la inmovilizacion de las células espermaticas
que conlleva a reducir la demanda metabolica (Lopez-Gatius et al. 2005), disminuyendo
la motilidad, el cual afecta en la disminucion del gasto energético de los espermatozoides
(Rabbit: Lopez-Gatius et al. 2005; ram: Yaniz et al. 2005), que al ser gelificados
uniformemente distribuidos (Ram: Paulenz et al. 2010; goat: Salvador et al. 2006) se

posibilita la prevencion de la sedimentacion espermatica (Nagy et al. 2002).

Tabla 1. Medias + EE de motilidad (%) espermatica de semen de alpaca
posgelificacion (280 °Bloom) a diferentes horas de conservacion por
tratamiento.

Horas de conservacion Tratamientos Mo(t;/t )d ad
Control 59.19% + 2.43
0 Tris-gelificado 54702 + 2.41
Pspe-gelificado 57.308 £ 2.25
Control 44,79 + 2,15
24 Tris-gelificado 47.86% + 1.84
Pspe-gelificado 54.50% + 1.88
Control 32.67°+ 1.44
48 Tris-gelificado 41.20° +1.80
Pspe-gelificado 52.06* £ 1.85
Control 19.14° + 2.04
72 Tris-gelificado 33.872£1.12
Pspe-gelificado 40.15% + 1.57
Control 11.28°+1.70
96 Tris-gelificado 27.84*+0.71
Pspe-gelificado 33.032 £ 0.92

Superindices en las filas 0, 24, 48, 72, 96 horas denotan diferencias estadisticas (p< 0.05).

EE: Error estandar
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Figura 9. Comparacion de los tratamientos Pspe-gelificado, Tris-gelificado y Control sobre
la motilidad (%) de espermatozoides gelificados (gelatina de 280° Bloom) de alpaca a
diferentes horas de conservacion.

Motilidad (%)
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Asimismo, la temperatura de refrigeracion (5 °C) utilizada para conservar el semen
gelificado, habria contribuido con la disminucion del metabolismo de los
espermatozoides. Al respecto, se ha indicado que las bajas temperaturas producen una
disminucion del consumo energético, el aumento de ATP, la disminucion del ADP,
acompafiado de la reduccién de la motilidad progresiva de los espermatozoides
(Hammerstedt y Hay 1980), y que el consumo de ATP se ralentiza méas rapidamente que
la sintesis (Hammerstedt et al. 1990), debido a que en este estado de conservacion, el
semen es capaz de reducir su tasa metabolica (Teixeira et al. 2015; Dziekonska et al.
2009).

En este proceso, la acumulacion de productos téxicos del metabolismo, asi como de
sustancias reactivas de oxigeno (ROS) afectarian detrimentalmente los parametros
espermaticos (Niasari-Naslaji et al. 2006) de menor a mayor grado conforme transcurre
el tiempo, debido a que la gelificacion de semen disminuye, pero no detiene los procesos
metabdlicos de los espermatozoides.
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Integridad funcional de la membrana posgelificacion del semen. En la Tabla 2, se
observa el efecto de la conservacion bajo refrigeracion (5 °C) del semen gelificado
(gelatina de 280 °Bloom) que durante su procesamiento fueron centrifugados en medio
Tris (Tris-gelificado) o PureSperm® (Pspe-gelificado), y asi como del control, sobre la

integridad funcional de membrana de los espermatozoides.

En la Figura 10, se observa la disminucion del porcentaje de este pardmetro, méas
rdpidamente en el grupo control que en Pspe-gelificado y Tris-gelificado. Entre los
tratamientos Pspe-gelificado y Tris-gelificado se encontro significativas diferencias desde
las 24 (54.50 y 47.86%) hasta las 96 horas o 4 dias (33.03 y 27.84%) respectivamente, a

favor de Tris-gelificado.

Asimismo, a las 48 horas o dos dias (Tabla 2), se ha encontrado que la integridad
funcional de membrana en los tratamientos Pspe-gelificado y Tris-gelificado habian
alcanzado 64.90 y 49.84% a las 48 horas de refrigeracion a 5 °C, siendo superior Pspe-
gelificado. Este pardmetro espermatico en los tratamientos Pspe-gelificado y Tris-
gelificado evaluados a las 48 horas, estuvieron superados por los valores de integridad

funcional de membrana obtenidos a las 24 horas (Tabla 2 y Figura 10).

Tabla 2. Medias + EE de integridad funcional de membrana espermatica (%) de
espermatozoides de alpaca posgelificacion (280 °Bloom) a diferentes horas de
conservacion por tratamiento.

Integridad funcional de

Horas Tratamientos
membrana
Control 73.312+2.90
0 Tris-gelificado 68.25* + 2.58
PSp-gelificado 70.58% £ 2.93
Control 51.10° + 3.41
24 Tris-gelificado 58.31% + 3.52
PSp-gelificado 68.58% + 2.79
Control 38.11° + 2.34
48 Tris-gelificado 49.84° + 2.36
PSp-gelificado 64.90% £ 1.87
Control 22.11°+3.13
72 Tris-gelificado 41.372+2.92
PSp-gelificado 52,712+ 2.25
Control 12.93°+2.12
96 Tris-gelificado 36.172 + 3.28
PSp-gelificado 41.442 +1.61

Superindices en las filas 0, 24, 48, 72, 96 horas denotan diferencias estadisticas (p< 0.05).

EE: Error estandar
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Figura 10. Comparacion de los tratamientos Pspe-gelificado, Tris-gelificado y
Control sobre la integridad funcionalidad de la membrana espermética de
espermatozoides (%) de alpaca a diferentes horas de conservacion.

Aunque se ha observado una baja disminucién de la funcionalidad de membrana hasta las
48 horas de conservacion (Figura 10), en estudios previos en otras especies, no se han
encontrado efectos deletereos en la integridad funcional de la membrana cuando fue
conservado el semen de cabra en gelatina al 1.5% a 5 °C durante 72 horas (Salvador et
al. 2005, 2006). En el caso del carnero, la motilidad y la integridad funcional de la
membrana plasmatica del semen conservado en gelatina al 1.5% fueron capaces de
producir fertilizacion in vitro (Yaniz et al. 2005). Concordantemente, se ha informado
que los espermatozoides conservados en gelatina reducen la presencia de anormalidades
y el efecto del tiempo de almacenamiento (Sabah y Rahman 2011; Cortell y Viudes de
castro 2008). Lo que estaria soportado por Resseguie et al (1981), quienes indican que la
gelatina, un hidrolizado de colageno, es una molécula grande que no entraria en el
espermatozoide y no causaria dafio interno, ni alteraria significativamente la osmolaridad
del diluyente, pero causaria deshidratacion o plasmolisis.

Sin embargo, la conservacion en gelatina por mas de 48 horas (dos dias), afecta con mayor
intensidad la funcionalidad de la membrana espermaética, como se ha observado en esta
investigacion (Figuras 10). Una explicacion aproximada a este resultado es que al
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encontrarse los espermatozoides en un medio viscoso como la producida por la gelatina
(Hirai et al. 1997), evitaria la precipitacion (Sabah y Rahman 2011), distribuyendo a los
espermatozoides uniformemente dentro de la gelatina (Paulenz et al. 2010; Salvador et
al. 2006). Al estar bloqueada el flujo de moléculas a traves de la membrana celular por
esta accion (Blazek et al. 2015), y conjugado con la disminucion de temperatura a 5°C
que ralentiza la tasa metabdlica, el agotamiento de ATP y la produccién de especies
reactivas de oxigeno, pero no la produccion del shock térmico (Gibb y Aitken 2016),
producirian serios disturbios en la permeabilidad de la membrana. Consecuentemente, la
activacion del mecanismo de la homeoestasis celular conllevaria a la disrupcién en la

membrana plasmatica seguido de la muerte celular (Blazek et al. 2015).

En los tratamientos Tris-gelificado y Psp-gelificado, donde el semen es conservado en
gelatina de 280 °Bloom, con previa centrifugacion en PureSperm®80 a 4448 x g por 7
minutos (a fin de controlar la viscosidad y retirar un alto porcentaje del plasma seminal),
se observa claramente mayor porcentaje de espermatozoides con funcionalidad de la
membrana (Tabla 2) que el control (que no recibié centrifugacion en PureSperm®80). Al
respecto, se ha documentado que el PureSperm® mantiene al menos constante los
parametros espermaticos después de centrifugacion (Nicolas et al. 2012; Dorado et al.

2011), esta ventaja proveeria a los espermatozoides mayor tiempo de sobrevivencia.

Motilidad e integridad funcional de la membrana posgelificacion. Un aspecto
relevante observada en esta investigacion fue que conforme transcurria el tiempo desde 0
a 96 horas, concomitantemente se producia una permanente disminucion de la motilidad
y la integridad funcional de la membrana en los tratamientos Pspe-gelificado y Tris-
gelificado (Figuras 9 y 10) en condiciones de refrigeracion a 5 °C. El tratamiento Pspe-
gelificado evaluados a las 48 horas de refrigeracion (Figuras 9 y 10) tenia una motilidad

e integridad funcional de la membrana por encima del 50%.

Asimismo, se ha observado una lenta disminucién en la motilidad espermaética antes de
las 48 horas e intensa pérdida después de este tiempo, el cual fue similar en la observacion
de la integridad funcional de membrana (Figuras 9 y 10). Esta relacion entre estos
parametros espermaticos seria concordante con las observaciones en otras especies. En el
semen congelado del perro esta relacion fue reportado en 0.8 (Sanchez et al. 2002), 0.73
en el vacuno (Sharma et al. 2012), y 0.51 en el caso de la alpaca (Juyena 2011). Se sabe

que, estos valores podrian variar con menores niveles de osmolaridad debido a un
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excesivo estrés hipoosmético provocando la lisis celular (Vasquez et al. 2012), que no

aplica para el caso.

Sin embargo, al menos en la etapa previa a la gelificacion, la centrifugacion en medio
PureSperm®80 habria protegido y prevenido de la formacion de ROS (Allamaneni et al.
2005), lo cual indicaria que la relacion entre la motilidad y la integridad funcionalidad de
membrana también se cumple en condiciones de gelificacion del semen de la alpaca. Se
ha indicado, que existe una estrecha relacion entre la membrana plasmatica con la
motilidad (Ridley 2011), debido a la participacion de la membrana espermatica como un
regulador fisico, y su comportamiento como una plataforma dindmica para la localizacion
de diversos componentes que participan en el proceso de motilidad, incluida la generacién
de fuerza, la adhesion, la sefializacion y la regulacion, que siempre estan acompafiados

de una reestructuracién apropiada de la membrana plasmatica (Keren 2011).

En el caso de semen fresco y refrigerado, es comun la inseminacion con semen
conservado por tiempos cortos (1-12 horas), pero a mayor tiempo de refrigeracion la
fertilidad disminuye (Leboeuf et al. 2000). Los bajos cambios en los pardmetros
espermaticos antes de las 48 horas encontrados en esta investigacion (Pspe-gelificado y
Tris-gelificado), podria impulsar la produccién de pajillas de alpacas de alto valor
genético, y como indica Sabah y Rahman (2011), trasladar el material genético desde los
centros de mejoramiento genético a los lugares de inseminacion artificial en la distancia
que el tiempo de conservacion lo permita. Sin embargo, se reconoce que previamente, es
necesario evaluar otras caracteristicas espermaticas como la capacidad fertilizante del

semen gelificado mantenido bajo refrigeracion.

4.3 EXPERII\/IE[\ITO 3: C:APACIDAD GESTACIONAL DEL SEMEN EN
ESTADO SOLIDO Y LIQUIDO

En el experimento 3 (Figura 11) se observa, la capacidad de prefiez diagnosticada a los

30 dias de gestacion por la implementacion de los tratamientos. El tratamiento T2, semen

refrigerado a 5 °C en estado liquido en dilutor Tris-Yema de huevo produjo 4 prefieces

de 12 (proporcion de 0.33), el tratamiento T3 de semen refrigerado a 5 °C en estado sélido

o gelificado en gelatina de 280 °Bloom no produjo ninguna prefiez, y el tratamiento T1

de empadre controlado (control) utilizado como referencia, produjo prefieces en 6 de 12
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casos (proporcién de 0.5). En el mismo gréafico se observa que el estar prefiado o no-
prefiado estaba relacionado con la aplicacion de la inseminacion artificial con semen
refrigerado en estado liquido o estado sélido (p = 0.012). No se ha encontrado asociacion
entre los tratamientos empadre controlado (T1) y la inseminacidn artificial con semen
refrigerado en estado liquido (T2) con la capacidad de prefiez de las alpacas (p = 0.406),
siendo que ambos tratamientos produjeron similar resultado. En cambio, la gestacion a
30 dias estaba relacionado (p=0.001) con hacer uso el empadre controlado (T1:

proporcion de 0.50) o utilizar 1.A. con semen en estado solido (T3: 0 casos de gestacion).

147 Tratamientos:

T1: Empadre controlado (control)
124 [ T2: 1A con semen en estado liquido refrigerado
[ T3: 1A con semen en estado sdlido refrigerado

104

P =0.001

P =0.406

P =0.012

Frecuencia (animales)

6/12 || 412 0/12 6/12 || 812 || 1212
0.50) || (0:33) | (0.00) ©050) || (067) || (1.00)

Prefiados No prefiados
Capacidad de prefiez a 30 dias

Figura 11. Capacidad de prefiez a 30 dias de gestacion del semen conservado
a 5 °C hasta 48 horas en estado sélido (gelificado en gelatina 280 °Bloom) y
estado liquido (diluido en Tris-Yema de huevo). n=12.

La inseminacion artificial de alpacas con semen refrigerado a 5 °C por 48 horas en medio
liquido (T2) fue capaz de fecundar y mantener prefiadas hasta los 30 dias en 4 de 12
hembras diagnosticadas por ultrasonografia, pero no podemos afirmar lo mismo del

semen refrigerado en estado sélido o gelificado en gelatina de 280 °Bloom (T3).

La capacidad de prefiez encontrada por inseminacion artificial con semen refrigerado en
estado liquido, pero no en estado solido, indicaria que la centrifugacion del semen a 4448

X g por 7 min, usando PureSperm®80 como medio de proteccion, no habria afectado
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negativamente en la capacidad de lograr prefiez. Concordante con ello, Ng et al. (1990)
al aplicar microcentrifugacion a una fuerza de centrifugacién por tiempo de 3352 x g por
5 min al semen humano consiguié un minimo efecto negativo en la habilidad de los
espermatozoides para fusionarse con la membrana plasmatica del ovocito de hamsters;
adicionalmente indican, que la penetracion de los espermatozoides a través de la zona
pelucida aunque minimamente, podria afectar negativamente la fertilizacion in vitro de
ratones, ya que se observé una disminucion del 3% de dafio sobre los espermatozoides

sometidos a alta fuerza de centrifugacion.

En la presente investigacion, se ha utilizado el diagnostico de prefiez de alpacas a los 30
dias, de acuerdo con varios investigadores que han evaluado la inseminacion en alpacas
(Garciaetal. 2017; Ordofiez et al. 2013; Alarcon et al. 2012), debido a que en esta especie
existe una alta pérdida embrionaria que puede alcanzar hasta el 50% entre los primeros
30 dias de gestacién (Fernandez-Baca et al. 1970), aspecto que al no considerarse podria
afectar el diagnostico de gestacion.

Similar al resultado producido en la capacidad de prefiez por inseminacion con semen en
estado liquido (T2), se ha obtenido con la gestacién producida con empadre controlado
(T1) (p = 0.406). Estos resultados estarian cercanos a los resultados de inseminacion
artificial en la alpaca conseguida con semen fresco (48.4%: Garcia et al. 2017; 55%:
Alarcon et al. 2012; 28%: Apaza et al. 2001) y semen refrigerado (31.7%: Garcia et al.
2017) en los Gltimos afios. Aqui, se presenta una prueba de que PureSperm®80, ademas
de ser un medio para separar espermatozoides del plasma seminal a 4448 x g por 7
minutos con fines de procesamiento, es capaz de conservar los pardmetros espermaticos

del semen de alpaca directamente relacionados con la prefiez.

La capacidad de lograr prefiez a los 30 dias después de la inseminacién artificial (Figura
11), muestra que la proporcion de hembras prefiadas que fueron inseminadas con semen
conservado en estado liquido (0.33) alcanzo6 una similar proporcion (0.32) al reportado
por Garcia et al. (2017).

Con fines de facilitar un mejor manejo de la viscosidad de semen en los tratamientos T2
y T3, previamente estos fueron centrifugados a 4448 x g por 7 minutos, lo que permitié
aislar la alta proporcion de plasma seminal del semen. De esta manera, la prefiez obtenida

con T2 pero no con T3, indicaria que los espermatozoides en ausencia parcial de plasma
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seminal habrian mostrado capacidad de fecundar, en los animales diagnosticados como
prefiadas. Al respecto, se sabe que durante la eyaculacion se produce la mezcla de
espermatozoides y plasma seminal (Nasrin y Stelletta 2012), la centrifugacion de semen
en gel PureSperm®80 produce estratos de espermatozoides y plasma seminal (Brahem et
al. 2011), y el retiro parcial del plasma seminal como en los tratamientos T2 y T3, habria
hecho posible que los espermatozoides se encuentren en contacto con los componentes
benéficos del plasma seminal que participan en la fecundacion (Gwathmey et al. 2006;
Souza et al. 2008).

En otras especies, el semen conservado en gelatina a 15 °C ha mostrado tener capacidad
fertilizante in vitro en la oveja (Yaniz et al. 2005). En condiciones in vivo, bajo
inseminacién artificial con semen conservado en gelatina y refrigerado se han conseguido
prefieces en la gallina (Resseguie et al. 1981), en el conejo (Lépez-Gatius et al. 2005;
Echegaray-Torres et al. 2004), la cabra (Salvador et al. 2006) y la oveja (Paulenz et al.
2010). Diferente a los logros en estas especies, y bajo las condiciones de esta
investigacién, como la previa centrifugacion del semen de alpaca a 4448 x g por 7
minutos, se ha encontrado nula gestacion con el tratamiento T3 (inseminacion artificial
con semen en estado solido). Sin embargo, no estamos aun en condiciones de afirmar,
que el semen de alpaca conservada en medio sélido o gelatina no tenga capacidad de
lograr prefieces. Al parecer los resultados se deberian a una inadecuada proporcion de
gelatina utilizada, ya que se sabe que la capacidad de gelificacion de la gelatina depende
de su concentracion (Hsu y Jamieson 1993), de modo que, una alta concentracion de
gelatina produciria una pelicula méas gruesa que envuelva al espermatozoide impidiendo
la adhesidon y fusion del ovulo-espermatozoides; y a un desconocido proceso de transporte

del semen gelificado en el Utero de la alpaca.

Se sabe que la suplementacion de gelatina al semen con fines de gelificacién distribuye
uniformemente los espermatozoides minimizando los efectos del cambio de pH y de los
productos toxicos (Paulenz et al. 2010; Cortell y Viudes de Castro 2008), reduciéndose
el metabolismo por inmovilizacion de los espermatozoides durante la gelificacién
(Lopez-Gatius et al. 2005) y por la conservacién a una baja (5 °C) temperatura (Teixeira
et al. 2015; Dziekonska et al. 2009, Hammerstedt et al, 1990); sin embargo, despues de
la degelificacion de los espermatozoides, estos contintan envueltos en una pelicula de
gelatina mas alla de las 48 horas, y a la reanudacion completa del proceso metabdlico en

condiciones anaerobias, segin Echegaray-Torres et al. (2004), se habria facilitado la
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formacion de acido lactico y la acidificacion produciendo la muerte de espermatozoides.
Ademas, la conocida baja capacidad de prefiez mostrada con la inseminacion artificial en
los camélidos sudamericanos respecto al empadre controlado, seria otro factor que
también haya sumado a los resultados. Estas conjeturas advierten la necesidad de

esclarecer con mas investigaciones.

Las limitantes de esta experimentacion han sido, el bajo volumen de semen que oscilaba
entre 0.5 a 1.3 ml que permitia producir entre 3 a 5 dosis por animal, y el corto tiempo de

conservacion (48 horas) del semen gelificado.
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5.1

5.2

5.3

V. CONCLUSIONES

La centrifugacién de eyaculados de alpaca a 4448 x g durante 7 minutos en una
solucion de gradiente de densidad PureSperm®80 proporciond una tasa
extremadamente alta de recuperacion de espermatozoides después de la
centrifugacion con una pérdida minima de la motilidad y la integridad funcional

de la membrana plasmatica.

Tanto la motilidad y la integridad funcional de la membrana del semen refrigerado
a 5 °C en medio liquido y sélido (gelificado a 280° Bloom), se conservaron con
valores cercanos al 50% hasta 48 horas, pero en las siguientes horas disminuyeron
rapidamente.

El semen refrigerado a 5 °C por 48 horas, previamente centrifugado a 4448 x ¢
durante 7 minutos en PureSperm®80, produjo prefieces a los 30 dias de gestacion
cuando se utiliz6 1.A. con semen en estado liquido, mas no con el semen estado
solido (gelificado a 280 °Bloom), siendo ambos superados por la proporcién de

prefieces obtenidas por empadre controlado.



6.1.

6.2.

6.3.

V1. RECOMENDACIONES

La centrifugacion en gel a 4448 x g durante 7 minutos, brinda un fuerte estimulo
para una posible adopcidn rutinaria en el procesamiento del semen de alpaca con

fines de inseminacion artificial y otras biotecnologias de reproduccién asistida.

Es necesario realizar pruebas utilizando otras concentraciones y tipos de gelatina
para evaluar el comportamiento del semen gelificado tanto in vitro como dentro
del utero de la alpaca, que conlleven a la posibilidad de conservar el semen por

mayor tiempo.

Ensayar nuevas formas de transporte de semen desde los centros de produccion
hacia las fincas de criadores, y verificar el comportamiento intrauterino del semen

liquido y gelificado posinseminacion artificial de alpacas.
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ANEXOS PARA RECUPERACION, MOTILIDAD E INTEGRIDAD FUNCIONAL DE
MEMBRANA DE ESPERMATOZOIDES DESPUES DE CENTRIFUGACION

ANALISIS DE VARIANZA PARA RECUPERACION DE ESPERMATOZOIDES

Anexo 1. Anélisis de varianza del modelo para recuperacion de espermatozoides

Fuente de variacion ~ C/a00S e Suma de Cuadradodela ¢ \/510r  pr>F
libertad cuadrados media

Modelo 5 33106.7465 6621.3493 359.56 <.0001

Error 42 773.4311 18.4150

Total 47 33880.1776

Coeficiente de variacién =5.811436

Anexo 2. Analisis de varianza para variables fuerza de centrifugacion por tiempo, medios e

interaccion
Fuente de variacion Gl(ados de Tipo Il SS Cuadradc_J de la F-Valor Pr>F
ibertad media

Fuerza de

centrifugacion por 2 22470.2955  11235.1478 610.11 <.0001
tiempo

Medio 1 4425.7922 4425.7926 240.34 <.0001
Interaccion 2 6210.6587 3105.3294 168.63 <.0001

Anexo 3. Interaccion: efecto dividido por fuerza de centrifugacion por tiempo para
recuperacion de espermatozoides

Fuerza de
centrifugacion Grados de Sumade  Cuadradode /o0 ppsp
. libertad cuadrados la media
por tiempo
4929 x 15 min 1 10523 10523 57144 <.0001
1968g x 10 min 1 108.2640 108.2640 588 0.0197
44489 x 07 min 1 5.0176 5.0176 0.27 0.6044

Anexo 4. Interaccion: efecto dividido por medios para recuperacion de espermatozoides

Medios de Grados de Suma de Cuadrado de

. ., - X F-Valor Pr>F
centrifugacion libertad cuadrados la media
PureSperm80 2 25248 12624 685.53  <.0001
Tris 2 3432.6678 1716.3339 93.20  <.0001
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ANALISIS DE VARIANZA PARA PERDIDA DE MOTILIDAD

Anexo 5. Anélisis de varianza del modelo para pérdida de motilidad

Fuente de variacién Gfados de Suma de Cuadradq de F-Valor Pr>F
libertad cuadrados la media

Modelo 5 127.2180 25.4436 11.72 <.0001

Error 42 91.1462 2.1701

Total 47 218.3642

Coeficiente de variacién = 24.2484

Anexo 6. Analisis de varianza para las variables de pérdida de motilidad

Fuente de variacion ﬁ?ﬁg?tzge Tipo 111 SS Cuadnr]aecé(i)ade la F-Valor Pr>F
Fuerza de
centrifugacion por 2 3.9703 1.9852 0.91 0.4084
tiempo
Medio 1 98.4700 98.4700 45.37 <.0001
Interaccion 2 24.7776 12.3888 5.71 0.0064

Anexo 7. Interaccion: efecto dividido por fuerza de centrifugacién por tiempo para
pérdida de motilidad

Fuerza de
centrifugacion por Gr_ados de  Sumade Cuadradc_) de la E-Valor Pr>F
. libertad cuadrados media
tiempo
4929 x 15 min 1 5.382400 5.382400 2.48 0.123
1968g x 10 min 1 30.442806 30.442806 14.03 0.005
4448g x 07 min 1 87.422500 87.422500 40.28 <.001

Anexo 8. Interaccion: efecto dividido por medios para pérdida de motilidad

Medios de  Grados de Suma de Cuadrado de la
. J . X F-Valor Pr>F
centrifugacion libertad cuadrados media
Tris 2 17.3175 8.6587 3.99 0.0259
PureSperm80 2 11.4305 5.7152 2.63 0.0837
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ANALISIS DE VARIANZA PARA PERDIDA DE INTEGRIDAD FUNCIONAL DE LA
MEMBRANA

Anexo 9. Analisis de varianza del modelo para integridad funcional de la membrana espermatica

Fuente de variacion ~ C'ados d Suma de Cuadradode ¢ /a0 prs>F
libertad cuadrados la media

Modelo 5 183.5079 36.7016 16.30  <.0001

Error 42 94.5623 2.2515

Total 47 278.0701

Anexo 10. Anélisis de varianza para las variables de integridad funcional de membrana
espermatica

Fuente de variacion Gfados de Tipo 111 SS Cuadrad(_) de la F-Valor Pr>F
libertad media

Fuerza de

centrifugacion por 2 76.18978 38.0949 16.92 <.0001

tiempo

Medio 1 95.2158 95.2158 42.29 <.0001

Interaccion 2 12.1023 6.0512 2.69 0.0797
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ANEXOS PARA MOTILIDAD E INTEGRIDAD FUNCIONAL DE MEMBRANA DEL
ESPERMATOZOIDE DESPUES DE GELIFICADO A DIFERENTES HORAS

Anexo 11. Procedimiento mixed. Informacion del modelo
para motilidad
Informacién del modelo

Conjunto de datos

Variable dependiente
Estructura de covarianza

Efecto de asunto

Método de estimacion

Método de varianza del residual
Método SE de efectos fijos
Método de grados de libertad

WORK.MOTIGELIF
motilasin

Simetria compuestas
eyaculad(tratamie)
REML

Perfil

Basado en el modelo
Between-Within

Anexo 12. Procedimiento mixed. Estadisticos de ajuste para motilidad

Estadisticos de ajuste

Verosimilitud -2 Res Log
AIC (Smaller is Better)
AICC (Smaller is Better)
BIC (Smaller is Better)

-240.1
-236.1
-236.0
-234.3

Anexo 13. Procedimiento mixed. Test para efectos fijos para motilidad

Tests de tipo 3 de efectos fijos

Efecto Num DF = Den DF  F-Valor Pr>F
tratamie 2 15 19.65 <.0001
horas 4 60 350.70 <.0001
tratamie*horas 8 60 19.10 <.0001
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Anexo 14. Procedimiento mixed. Diferencias de medias de minimos cuadrados para motilidad

Efecto tratamie horas _tratamie _horas Estimador Errorestindar DF Valort Pr>|t| Ajuste Adj P
tratamie 1 2 -0.07869 0.02387 15 -3.30 0.0049 Bonferroni 0.0147
tratamie 1 3 -0.1496 0.02387 15 -6.27 <.0001 Bonferroni <.0001
tratamie 2 3 -0.07090 0.02387 15 -2.97 0.0095 Bonferroni 0.0286
horas 0 24 0.09494 0.01109 60 8.56 <.0001 Bonferroni <.0001
horas 0 48 0.1734 0.01109 60 15.64 <.0001 Bonferroni <.0001
horas 0 72 0.2916 0.01109 60 26.30 <.0001  Bonferroni <.0001
horas 0 96 0.3649 0.01109 60 32.92 <.0001 Bonferroni <.0001
horas 24 48 0.07850 0.01109 60 7.08 <.0001 Bonferroni <.0001
horas 24 72 0.1967 0.01109 60 17.74 <.0001 Bonferroni <.0001
horas 24 96 0.2700 0.01109 60 24.35  <.0001 Bonferroni <.0001
horas 48 72 0.1182 0.01109 60 10.66 <.0001 Bonferroni <.0001
horas 48 96 0.1915 0.01109 60 17.27 <.0001 Bonferroni <.0001
horas 72 96 0.07332 0.01109 60 6.61 <.0001 Bonferroni <.0001
tratamie*horas 1 0 2 0 0.05495 0.02941 60 1.87  0.0666 Bonferroni 1.0000
tratamie*horas 1 0 3 0 0.02361 0.02941 60 0.80 ' 0.4253 ' Bonferroni = 1.0000
tratamie*horas = 2 0 3 0 -0.03134 0.02941 60 -1.07 = 0.2908 Bonferroni 1.0000
tratamie*horas 1 24 2 24 -0.03444 0.02941 60 -1.17 0.2462 Bonferroni 1.0000
tratamie*horas 1 24 3 24 -0.1120 0.02941 60 -3.81 0.0003 Bonferroni 0.0348
tratamie*horas | 2 24 3 24 -0.07756 0.02941 60 -2.64 0.0106 Bonferroni 1.0000
tratamie*horas | 1 48 2 24 -0.1666 0.02941 60 -5.66 <.0001 Bonferroni <.0001
tratamie*horas 1 48 3 48 -0.2153 0.02941 60 -7.32 <.0001 Bonferroni <.0001
tratamie*horas = 2 48 3 48 -0.1232 0.02941 60 -4.19 <.0001 Bonferroni 0.0098
tratamie*horas 1 72 2 72 -0.1529 0.02941 60 -5.20 <.0001 Bonferroni 0.0003
tratamie*horas | 1 72 3 72 -0.2207 0.02941 60 -7.50 <.0001 Bonferroni <.0001
tratamie*horas 2 72 3 72 -0.06780 0.02941 60 -2.31 0.0246 Bonferroni 1.0000
tratamie*horas | 1 96 2 96 -0.1690 0.02941 60 -5.75 <.0001 Bonferroni <.0001
tratamie*horas | 1 96 3 96 -0.2236 0.02941 60 -7.60 <.0001 Bonferroni <.0001
tratamie*horas = 2 96 3 96 -0.05462 0.02941 60 -1.86  0.0682 Bonferroni 1.0000
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Anexo 15. Procedimiento mixed. Diagnostico de residuos (Post Hoc) para motilidad

Residuales para motilasin
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Anexo 16. Procedimiento mixed. Informacion del modelo para integridad
funcional de membrana del espermatozoide
Informacion del modelo

Conjunto de datos
Variable dependiente
Estructura de covarianza
Efecto de asunto
Método de estimacién

Método de varianza del residual

Método SE de efectos fijos
Método de grados de libertad

Anexo 17. Procedimiento mixed.

WORK.FUNCGELIF
funcmasin

Simetria compuestas
eyaculad(tratamie)
REML

Perfil

Basado en el modelo
Between-Within

Estadisticos de ajuste para integridad

funcional de membrana del espermatozoide
Estadisticos de ajuste

Verosimilitud -2 Res Log
AIC (Smaller is Better)
AICC (Smaller is Better)
BIC (Smaller is Better)

-165.1
-161.1
-161.0
-159.4

Anexo 18. Procedimiento mixed. Test para efectos fijos para integridad

funcional de membrana del espermatozoide
Tests de tipo 3 de efectos fijos

Efecto Num DF DenDF  F-Valor  Pr>F
Tratamiento 2 15 19.19 <.0001
Horas 4 60 207.87 <.0001
Tratamiento*Horas 8 60 13.66 <.0001
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Anexo 19. Procedimiento mixed. Diferencias de medias de minimos cuadrados para integridad funcional de membrana del espermatozoide

Diferencias de medias de minimos cuadrados

Efecto tratamie Horas _tratamie _horas Estimador Error estaindar DF Valort Pr>|t| Ajuste Adj P
tratamie 1 2 -0.1182 0.03640 15 -3.25 0.0054 Bonferroni 0.0162
tratamie 1 3 -0.2254 0.03640 15 -6.19 <.0001 Bonferroni <.0001
tratamie 2 3 -0.1072 0.03640 15 -2.95 0.0100 Bonferroni 0.0301
horas 0 24 0.1482 0.01864 60 7.95 <.0001 Bonferroni <.0001
horas 0 48 0.2488 0.01864 60 13.35 <.0001 Bonferroni <.0001
horas 0 72 0.3870 0.01864 60 20.76 <.0001 Bonferroni <.0001
horas 0 96 0.4799 0.01864 60 25.75 <.0001 Bonferroni <.0001
horas 24 48 0.1006 0.01864 60 5.40 <.0001 Bonferroni @ <.0001
horas 24 72 0.2387 0.01864 60 12.81 <.0001 Bonferroni <.0001
horas 24 96 0.3316 0.01864 60 17.79 <.0001 Bonferroni <.0001
horas 48 72 0.1381 0.01864 60 7.41 <.0001 Bonferroni @ <.0001
horas 48 96 0.2310 0.01864 60 12.40 <.0001 Bonferroni <.0001
horas 72 96 0.09290 0.01864 60 498 <.0001 Bonferroni @ <.0001
tratamie*horas 1 0 2 0 0.07332 0.04646 60 1.58 0.1198 Bonferroni = 1.0000
tratamie*horas 1 0 3 0 0.03964 0.04646 60 0.85 0.3969 Bonferroni = 1.0000
tratamie*horas = 2 0 3 0 -0.03368 0.04646 60 -0.72 0.4713 Bonferroni = 1.0000
tratamie*horas 1 24 2 24 -0.08720 0.04646 60 -1.88 0.0654 Bonferroni = 1.0000
tratamie*horas | 1 24 3 24 -0.2202 0.04646 60 -4.74 <.0001 Bonferroni 0.0014
tratamie*horas | 2 24 3 24 -0.1330 0.04646 60 -2.86 0.0058 Bonferroni 0.6061
tratamie*horas = 1 48 2 48 -0.1310 0.04646 60 -2.82 0.0065 Bonferroni 0.6814
tratamie*horas 1 48 3 48 -0.3158 0.04646 60 -6.80 <.0001 Bonferroni <.0001
tratamie*horas = 2 48 3 48 -0.1847 0.04646 60 -3.98 0.0002 Bonferroni 0.0201
tratamie*horas | 1 72 2 72 -0.2043 0.04646 60 -4.40 <.0001 Bonferroni @ 0.0048
tratamie*horas | 1 72 3 72 -0.3328 0.04646 60 -7.16 <.0001 Bonferroni <.0001
tratamie*horas | 2 72 3 72 -0.1285 0.04646 60 -2.77 0.0075 Bonferroni = 0.7911
tratamie*horas | 1 96 2 96 -0.2417 0.04646 60 -5.20 <.0001 Bonferroni = 0.0003
tratamie*horas 1 96 3 96 -0.2978 0.04646 60 -6.41 <.0001 Bonferroni <.0001
tratamie*horas = 2 96 3 96 -0.05612 0.04646 60 -1.21  0.2319 Bonferroni = 1.0000
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Anexo 20. Procedimiento mixed. Diagnostico de residuos (Post Hoc) para integridad funcional
de membrana del espermatozoide

Residuales para funcmasin
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ANEXOS PARA CAPACIDAD DE PRENEZ DE ALPACA A 30 DIAS
POSINSEMINACION ARTIFICIAL

Anexo 21. Analisis de estimadores de parametros de maxima verosimilitud de regresion
logistica binomial para datos cualitativos

Parametro DF Estimador  Error % de limites de Chi- Pr > ChiSq
estdndar  confianza 95de ratio  cuadrado
de verosimilitud de Wald
Intercepto 1 -0.0000 0.5774 -0.0000 -0.0000 0.00 1.0000
Tratamiento T3 1 -26.7924 189801.1  -26.7924  -26.7924 0.00 0.9999
Tratamiento T2 1 -0.6931 0.8416 -0.6931 -0.6931 0.68 0.4102
Tratamiento T1 0 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
Escala 0 1.0000 0.0000 1.0000 1.0000

Anexo 22. Estadisticos para analisis de regresion logistica binomial y contrastes
Estadisticos LR para analisis tipo 1

Fuente Desvianza DF Chi-cuadrado Pr > ChiSq
Intercepto 10.6288

Tratamiento 0.0000 2 10.63 0.0049
Resultados del contraste

Contraste DF Chi-cuadrado Pr > ChiSq Tipo
T3vs. T2 1 6.35 0.0117 LR
T3vs. T1 1 10.36 0.0013 LR
T2vs. T1 1 0.69 0.4064 LR

Anexo 23. Pardmetros espermaticos (tasas) poscentrifugacién a diferentes fuerzas de
centrifugacion por tiempo, medios de centrifugacion e interaccion.

P-valor
Parametros espermaticos (tasas) Fuerza de
: . Medio de .
centrifugacion . - Interaccion
. centrifugacioni
por tiempoT

Recuperacién de espermatozoides <0.001 <0.001 <0.001
Pérdida de motilidad <0.318 <0.001 <0.005
Pérdida de funcionalidad de membrana <0.002 <0.001 <0.165

+ Fuerza de centrifugacion por tiempo: 492 x g por 15 min, 1968 x g por 10 min, y 4448 x g por 7 min.
1 Medios usados para centrifugacion de eyaculados: dilutor Tris y PureSperm®80
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