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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar tres dilutores: AndroMed®,
Triladyl® y base Tris en la criopreservacién en pelets de semen de alpaca
colectado mediante electroeyaculacién. Se utilizaron 15 eyaculados,
provenientes de 7 alpacas machos; la criopreservacion se evalio
mediante la motilidad y los parametros de movilidad (VCL, ALH); se
encontraron diferencias altamente significativas (p<0,01) en la motilidad
del semen refrigerado siendo el Triladyl® y base Tris superiores. La
velocidad curvilinea del espermatozoide (VCL) fue superior en Triladyl®
en relacién a los otros dilutores. En el semen descongelado se halld
diferencias estadisticas (p<0,05) en la VCL, siendo Triladyl® superior a
los demas. La motilidad espermatica al descongelado de los pelets aon
es baja, falta afinar protocolos que nos permitan tener parémetros
espermdticos similares a los que se tienen en refrigeracion.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate three dilutors:
AndroMed®, Triladyl® and Tris base in the
cryopreservation of alpaca semen in pellets, it's was
electroejaculation collected. 15 ejaculates from 7 male
alpacas were used; cryopreservation was evaluated by
motility and sperm motility patterns (VCL, ALH); highly
significant differences (p <0,01) in total sperm motility
were found in cooled semen, Tris base and Triladyl®
were higher. Sperm curvilinear velocity (VCL) in

119

Triladyl® was higher relative to other diluters. In the
thawed semen statistical differences (p <0,05) was
found in the VCL, being superior to others Triladyl®. The
thawed sperm motility of the pellets is still low, lack refine
protocols that allow us to have similar sperm parameters
that are taken into cooling.
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INTRODUCCION.

La crianza de alpacas (Vicugna pacos) se realiza en
zonas con alturas mayores a los 4 000 metros de
altitud, aprovechando los pastizales de tipo césped de
puna y bofedales, siendo una de las especies mas
eficientes en su uso, en dichas condiciones es la
principal produccién ganadera y por ende fuente de
ingreso para quienes realizan su crianza. la
criopreservaciéon de semen de alpacas tiene larga
data, generalmente se realiza usando paijillas; los
primeros ensayos de criopreservacién de semen de
camélidos sudamericanos en pelets los realizé Graham
et al. (1978), luego fueron estudiados por Morton ef
al (2007 y 2010) que realizaron la criopreservacién
de espermatozoides epididimarios de alpacas en
pellets; es por ello que se ha planteado el presente
estudio evaluando tres dilutores AndroMed®,
Triladyl® y base Tris en la criopreservacién de semen
de alpaca en pelets, en este caso de esperma
colectado por electroeyaculacion.

MATERIALES Y METODOS

El estudio fue realizado en la época de secas (julio —
octubre) en el Centro de Investigaciéon en Camélidos
Sudamericanos (CICAS) La Raya de la Facultad de
Agronomia y Zootecnia de la Universidad Nacional de
San Antonio Abad del Cusco a 4 133 metros de
altitud.

Se utilizaron 15 alpacas machos de entre 5y 10 afios
de edad, con un peso corporal promedio al inicio del
estudio de 68 + 5,1 kg, de éstos solamente 7
proporcionaron semen con la motilidad vy
concentracién necesarias para su congelacién. La
alimentacién fue a base de pradera nativa.

la  coleccion de semen se realizé  por
electroeyaculacién, bajo anestesia general, se hizé
algunas modificaciones a la técnica descrita por
Director ef al. (2007); la dosis de xilacina fue de
0,25ml/20 kg PV y la de ketamina de 2,5 ml/100
kgPV. La ereccién se logré en promedio a los 4,5
voltios, y la eyaculacién a los 7,2 voltios; la duracién
de la colecta fue de 9 minutos.

Para el estudio se utilizaron 15 eyaculados, cada uno
de los cuales fue dividido en 3 alicuotas: AndroMed®,
Triladyl® (Minitiib, Tiefenbach, Alemania) y base Tris.
Para la criopreservacién de semen de alpacas en
pellets, primero se diluyé el semen hasta alcanzar una
concentracién final de 12,15 + 3.6 millones de
espermatozoides por ml, en el proceso de
criopreservacion se pasé por las siguientes etapas:
dilucién, refrigeracién a 4°C, congelacién de pellets
en hielo seco (-78°C) durante 2 minutos vy
almacenamiento en nitrégeno liquido (-196°C). El
descongelado de los pelets (200 ul), se realizé 10 dias
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después de la congelacién; se evalto la motilidad y
los parametros de movilidad.

La movilidad de los espermatozoides en las diferentes
etapas (fresco, refrigerado y descongelado) fue
evaluada en el médulo de motilidad del Integrated
Semen Analysis System (ISAS® v 1,2), un sistema
computarizado de andlisis de semen (Proiser R+D,
Paterna, Valencia, Espafia), que emplea un
microscopio UOP - UB200i. Muestras de 5 ul se
analizaron con una lente de 10X de contraste de fase
negativo y platina térmica (37 °C); la sefial de video
fue adquirida con una video cédmara Proiser 782C. Se
capturaron 25 imégenes por segundo. Las areas de las
particulas capturadas estuvieron comprendidas entre 5
y 80 um2, se utilizé una progresividad de 75% del
STR (indice de rectitud) y una conectividad de 14.

Se determiné el porcentaje de espermatozoides
estéticos, moviles progresivos 'y moéviles no
progresivos. También se determinaron los parametros
de velocidad de los espermatozoides: velocidad
curvilinea (VCL), velocidad rectilinea (VSL), velocidad
media (VAP), indice de rectitud (STR), indice de
linealidad (LIN), indice de oscilacién (WOB), amplitud
del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH) y
frecuencia de batida de la cabeza (BCF),
analizandose la VCL y ALH que son las dos variables
més representativas de los parémetros de velocidad de
los espermatozoides.

La concentracién de espermatozoides (millones/ ml),
se evaluo en el ISAS® empleando la misma muestra
utilizada para evaluar la  motilidad. Para la
morfometria espermdtica, se tiferon éstos con Diff
Quik®, se evalud empleando la lente de 100X con
aceite de inmersién, también se hizo en el ISAS ® en
el médulo de morfometria usando la configuracion de
cabeza fotal.

Se deferminé la normalidad de las variables en
estudio; se empleé la estadistica descriptiva para
evaluar el volumen del eyaculado, concentracién y
morfometria del espermatozoide. la motilidad y sus
pardmetros de velocidad fueron transformados (proc
transreg) para ser evaluados en un disefio
completamente al azar, las medias se evaluaron con el
test de Duncan. Se empleé el SAS para el andlisis de
los datos.

RESULTADOS

De la evaluacién de los 15 eyaculados de alpacas
obtenidos por electroeyaculacién, se encontré un
volumen seminal de 1,63 + 0,19 ml, el color
predominante fue el blanco lechoso con 66.67%, la
concentracién espermdtica fue de 36,51 = 11,68
millones de espermatozoides por ml.
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Se evaluaron 1200 espermatozoides para la
morfometria, halléndose el érea (15,03 + 2,42 um?2),
perimetro (16,93 + 1,47 um), largo (5,84 + 0,58 um)
y ancho (3,15 + 0,34 um).

Se  ha determinado los  porcentajes  de
espermatozoides estaticos, méviles progresivos y
méviles no progresivos en semen fresco, refrigerado y
descongelado, éstos dos tltimos evaluando el uso de
3 dilutores, los que se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Porcentajes de espermatozoides estdticos, méviles no progresivos y progresivos en semen fresco,
refrigerado y descongelado utilizando AndroMed, Triladyl y base Tris.

Estdticos Moviles progresivos  Méviles no progresivos
Tipo semen Dilutor n (%) (%) (%)
Fresco 15 42,04 2,37 55,59
AndroMed® 15 98,08 0,00 1,92
Refrigerado Triladyl® 15 53,05 1,44 45,51
Base Tris 15 56.98 0,08 42,94
AndroMed® 15 100,00 0,00 0,00
Descongelado  Triladyl® 15 84,30 0,14 15,56
Base Tris 15 88,91 0,12 10,97
En el semen refrigerado, se encontré diferencias
altamente significativas (p<0,01) en el porcentaje de 700
espermatozoides méviles no progresivos, siendo los 60,0
tratamientos utilizando Triladyl® y base Tris superiores 50,0
a AndroMed®; lo mismo ocurrié con el porcentaje de 3 20,0
espermatozoides méviles progresivos, siendo superior 3 300
el tratamiento con Triladyl® en relacién a los otros dos. .
En el semen descongelado se hall6 que los 1o
espermatozoides diluidos con Triladyl® y base Tris son o0 Fresco Refrigerado Descongelado
superiores (p<0,01) al tratado con AndroMed®, ello —AndroMed 423 21 00
en el porcentaje de espermatozoides méviles no _;;'id::m :zz i:j Z:

progresivos.

El porcentaje de motilidad total (méviles no progresivos
més méviles progresivos) en semen fresco, refrigerado
y descongelado, se muestran en la Figura 1.
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AndroMed 57,96 1,91 0,00
e=Triladyl 57,9 46,94 15,69
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Figura 1. Porcentaje de motilidad total en semen
fresco, refrigerado y  descongelado  usando
AndroMed, Triladyl y base Tris.
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Figura 2. Velocidad curvilinea (VCL) en semen fresco,
refrigerado y descongelado usando AndroMed®,
Triladyl® y base Tris.
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Figura 3. Amplitud del movimiento lateral de la cabeza

(ALH) en semen fresco, refrigerado y descongelado
usando AndroMed®, Triladyl® y base Tris.
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Se determiné los parédmetros de velocidad de los
espermatozoides en  fresco, refrigerado y
descongelado, en las figuras 2 y 3, se muestran las
tendencias de la velocidad curvilinea (VCL) y de la
amplitud del movimiento lateral de la cabeza (ALH).

DISCUSION

El volumen seminal fue similar a lo reportado por
Ordofiez ef al (2012 y 2013) y Quispe (2015),
también en alpacas y por el mismo método de
coleccién, e inferior a lo sefialado por Giuliano ef al.
(2008) en llamas; la concentracion espermdtica
encontrada es inferior a la reportada por Ordofiez ef
al (2012 y 2013) que se deberia a que este estudio
se realizé en época de secas y los otros en época
reproductiva. Tanto el érea y largo de la cabeza del
espermatozoide son similares a los reportados por

Buendia ef a/. (2002).

La motilidad total en fresco (57,96%) es superior a lo
reportado por Morton ef al. (2007 y 2010), quién
empleando espermatozoides epididimarios de machos
castrados solamente alcanzaba el 53% de motilidad,
las diferencias se deberian precisamente a la
procedencia de los espermatozoides; en cambio es
similar a lo reportado por Ordofiez ef a/. (2013) en un
trabajo realizado en el mismo lugar.

En el presente estudio durante la refrigeracion
empleando Triladyl® y base Tris se ha obtenido entre
43 y 46% de motilidad, superior a lo reportado por
Morton ef o/ (2007) empleando citrato, base tris y
lactosa, las diferencias son similares a las indicadas
anteriormente. En el afio 2010, Morton ef al,
utilizando base lactosa y Equex STM® obtuvo
alrededor de 47% de motilidad similar a la obtenida
con este trabajo; pero es inferior a lo reportado por
Ordofiez ef a/. (2013) usando base Tris, las diferencias
podrian deberse a las diferencias de las épocas de
estudio.

Al descongelado de los pelets usando Triladyl® y base
Tris obtuvimos 15y 11% de motilidad, muy superior
a lo que obtuvo Morton ef o/ (2007 y 2010) que en
el mejor de los casos fue de 1% de motilidad al
descongelado, las diferencia se deberian a las
distintas procedencias de los espermatozoide de
alpacas, dilutores, presencia de plasma seminal. La
mala performance que ha tenido AndroMed® desde
la refrigeracion hasta el descongelado probablemente
se haya debido a que éste sea especifico para
bovinos.

En relacién a la VCL y ALH, éstos son inferiores a los
reportados por Ordéfiez et al (2012) y Quispe
(2015), ello se deberia que estos trabajos se realizaron
en diferentes épocas del afio (secas y lluvias). La VCL
de los espermas diluidos con Triladyl y base Tris son
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similares a los hallados por Quispe (2015), en cambio
las ALH son menores a las encontradas por ésta autora,
que congelé espermatozoides de alpacas en paijillas,
que podria ser una de las razones de dicha
diferencias, lo que probablemente también haya
influido en los patrones de movimiento de los
espermas. En las Figuras 2 y 3, podemos observar que
hay una mejora de la VCL y ALH en el semen
refrigerado con base Tris y Triladyl® en relacién al
semen fresco, esta podria atribuirse a una
capacitacién espermdtica anticipada en esta fase.

CONCLUSION

Hasta la refrigeracion se tiene buenos porcentajes de
motilidad en el semen diluido con Triladyl® y base Tris,
que nos permitiria el transporte de semen a lugares
distantes 10 horas del lugar de coleccién. Para el
semen congelado en pelets aun falta afinar protocolos
que nos permitan tener pardmetros espermdticos
similares a los que se tienen en refrigeracion.
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