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RESUMEN

Los intentos de criopreservar semen de camélidos sudamericanos hasta la fecha han dado
resultadosinsati sfactorios, esto debido acaracteristicaspropias del semen, latécnicade coleccion,
la filancia y uso de dilutores, el presente trabajo pretendié determinar €l efecto de tres
concentraciones de glicerol (6%, 7%y 8%) y trestiempos derefrigeracion (2, 3y 4 horas) en e
porcentaje de motilidad y de espermatozoides vivos de llama pre y post-congel ados utilizando
el dilutor citrato - yemade huevo-glucosa. Serealiz6 42 col ecciones de semen por vaginaartificial
y se destruyd la filancia con extracto de pifia. La motilidad esperméticay el porcentaje de
espermatozoides vivosantes dela congel aci6n no fue afectadapor | as concentraciones de glicerol
ni por los tres tiempos de refrigeracion, presentando un promedio general de 64,4%y 71,44%
respectivamente. Delamismamaneralamotilidad esperméticay € porcentaje de espermatozoides
vivos después de lacongel aci6n no fue afectada por |as concentraciones deglicerol ni por lostres
tiempos de refrigeracion, presentando un promedio general de22.51% Yy 38,46% respectivamente.
Por lo que esindiferentelautilizacion de 6%, 7%y 8% de glicerol, tampoco influye mantener en
equilibrio a semen diluido de llamadurante 2, 3 0 4 hrs pues se obtendra similares resultados.

* Articulo presentado al VIl Congreso Mundial en Camélidos Sudamericanos, Ilevado a cabo en
la ciudad de Puno - Per(, los dias 28 al 30 de octubre del 2015.
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INTRODUCCION

Los intentos de criopreservar semen de camélidos
sudamericanos hasta la fecha han dado resultados
insatisfactorios, esto debido a caracteristicas propias del
semen, latécnicade coleccidn, lafilanciay uso de dilutores,
hasta la fecha se reportaron el uso de diferentes dilutores
entre los que se encuentran leche descremada, fosfato salino
tamponado, glucosa-citrato, yema de huevo-glucosa-citrato,
tryladil y tris tamponado. Puntos cruciales como la
determinacion de la concentracion ideal de glicerol como
crioprotectores critico en el establecimiento de protocol os de
criopreservacion seminal de los camélidos y el tiempo de
equilibrio. Por 1o expuesto, el presente trabajo pretendio
determinar el efecto en el porcentaje de motilidad y de
espermatozoides vivos utilizando tres concentraciones de
glicerol (6%, 7%y 8%) y trestiemposderefrigeracion (2, 3y
4 horas) en procesos de congelacion y descongel acion de semen
utilizando el dilutor citrato - yemade huevo — glucosa (CY G).

MATERIALESY METODOS

El trabajo de campo y laboratorio serealizd en los predios de
laUnidad Académicade Tiahuanaco delaUCB, ubicado a72
kmdelaciudad de LaPaz, entrelas coordenadas 17° 35’ a18°
17’ deLatitud Sury 68° 20’ a69° 08’ de Longitud Oestey a
una atura de 3854 msnm. Se utilizaron 10 Ilamas machos
mayoresa 3 a 4 afos de edad delaraza Q'aray 2 llamas
hembrasvacias. Para el Buffer se pest 2,120 gr de Citrato de
sodio, 0,366 gr de &cido citrico y 0,8 gr de glucosa (Delgado,
2010). Y se mezcl6 en 100mL de agua bidestilada. Teniendo
yapreparado € buffer se calibro el pH entre 6,5 a 6,6.

Colectade semeny Pre-dilucién del semen con bromelina

Paracolectar semen seutilizd latécnicadesarrolladapor Quispe
y Delgado (2011), en el cual se estimula por 5 minutos alos
machos acercandol os alas hembraswinculladas (suj etadas en
decumbenciaventral), luego delo cual se acomodael maniqui
en la parte posterior de la hembra. El tiempo de copula se
desarroll6 en un promedio de 15 min. Luego répidamente se
Ilevé al laboratorio colocandol o en bafio mariaa38° C parasu
posterior evaluacién. Para la pre-dilucion se utilizd la
formulacion (de extracto de pifia mas un dilutor especifico)
desarrollada por Delgado (2010), para romper la viscosidad
del semendellamas. Enunarelacién de 1:0.75 (1 mL desemen
mas 750 puL de extracto de pifia) todo a 38 °C, para luego
realizar |aevaluacién delas caracteristi cas microscopicas del
semen.

Proceso de dilucion, empgjillado y congelamiento

El semen de acuerdo al volumen colectado se diluy6 en la
fraccion A, se lo colocd dentro de un vaso precipitado que
contenia 300 ml de agua a una temperatura de 37°C, €l cual
descendié a 5°C en un tiempo de 2 horas en una cdmara de
refrigeracion. Unavez quelafraccién A descendié atemperatura
a5°C, secolocd lafraccion B (que conteniad % deglicerol de
cadatratamiento) atodos los tratamientos, esto en intervalos
de 15 minutosy en cuatro etapas. Administradayalafraccion

B que contiene €l glicerol, se dej6 lamezclafina durante el
tiempo de equilibrio establecido en el experimento (2, 3y 4
horas). Luego de estos tiempos establecidos se empgjill6 el
semen en pajuelas de 0.5 mL identificando minuciosamente
cada tratamiento. El congelamiento se realizé6 manual mente
por el método de congelamiento a vapor de nitrégeno en una
cajatecnopor de acuerdo alatécnica presentada por Delgado
(2010) que consiste en colocar |as pajuelas con semen en una
ramplaa5 cm sobre el nivel de nitrégeno liquido y generar
vapores de nitrégeno, durante 15 minutos.

Descongelado de pajillas'y eval uaci6n postdescongel ado.

Se descongel 6 las pajillas en aguaa 37 °C de temperatura, se
evalué lamotilidad y la cantidad de espermatozoides vivos.
Parael andlisisdedatos se utilizé el disefio completamente al
azar para cada nivel de glicerol. Utilizando los datos de
motilidad esperméticay porcentaje de espermatozoidesvivos
como variables de respuesta.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Determinacion del efecto decitrato - yemade huevo —glucosa
(CYG) mas 6, 7y 8 % de glicerol y tres tiempos de
equilibramiento (refrigeracion) sobrela motilidad y vitalidad
espermatica pre-congel ado de semen dellama.

LosANVASYy laprueba de medias Duncan paralamotilidad
espermatica antes de la congelacion a efecto de las tres
concentraciones de glicerol (6, 7 y 8%) y tres tiempos de
equilibramiento (2, 3 y 4 horas), demostraron no ser
estadisticamente diferentes (P>0,05) en todos | os casos tanto
paralamotilidad como para la vitalidad de espermatozoides
dellama. El promedio general demotilidad fuede 64 £ 10 %y
un CV de 21%. En cuanto alavitalidad se determiné un 71.4
+ 9% conunCV de 19 %.

Estornelli, M.C., et al (2005), menciona que existe muchos
factores que afectan ala viabilidad espermatica, entre ellos,
dependeralacomposicion del dilutor, fuente de energia, agente
protector debido a que losfosfolipidosy las lipoproteinas de
baja densidad poseen un efecto protector contra el shock
térmico y disminuyen en gran parte a la alteracion de la
estructuray funcién de lamembrana durante los procesos de
refrigeracion, congel amiento y descongel amiento.

Lavitalidad delos espermatozoides es afectadapor €l tiempo
derefrigeracion, yaquelas células esperméticas conservadas a
4°C se mantienen inmoviles debido aquelabicapalipidicade
la membrana celular se solidifica, pero siguen su actividad
metabdlica en las mitocondrias produciendo ATP gracias al
ciclo de Krebs, apartir del &cido citrico y de laglucosa, que
contiene el dilutor CYG con 6, 7y 8% deglicerol.

Determinacién del efecto decitrato - yemade huevo —glucosa
(CYG) mas 6, 7y 8 % de glicerol y tres tiempos de
equilibramiento (refrigeracion) sobrelamotilidad y vitalidad
esperméti ca post-descongel ado de semen dellama
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EFECTODE TRESNIVELESDE GLICEROL Y TIEMPOSDE EQUILIBRAMIENTO SOBRE LA VIABILIDAD DE ESPERMATOZOIDESDE LLAMA (LAMA
GLAMA) POST- DESCONGELADO

LosANVASy medias Duncan parala motilidad espermatica
por efecto de tres dilutores (1, 2 y 3) y tres tiempos de
refrigeracion (2, 3y 4 horas) post-descongel ados, no muestran
diferencia estadistica significativa (P>0,05). El promedio
general de motilidad post-descongelado fue de42.5+ 7 %y
un CV de 34.5%. En cuanto alavitalidad post-descongel ado
se determind un 58.45 + 9 % con un CV de 35 %.

Watson, P. (2000), sefialaquelarefrigeracion y lacongelacion
son acontecimientos que pueden conducir alamuerte celular o
bien ateracionesfuncionalesdel espermatozoide. Laslesiones
causadas en la membrana y en los distintos organulos del
espermatozoide, derivan de dos principales motivos, de estrés
delacriopreservacion, las ateraciones de latemperaturay la
formacién y disolucion de los cristales de higlo. Si bien no
existen estudios sobre lacomposi cién quimicadelamembrana
del espermatozoide de camélidos, losestudios realizados sobre
criopreservacion indicarian que es una de las especies que
tiene menos probabilidad deresistir el dafio durante el proceso
deenfriamiento (Santiani, et al., 2003).

Bravo, P.W.,, et al., (1996), usando semen de a paca encontrd
un porcentaje de motilidad post-descongel amiento de 46,7%
y enllamade 45% y usando crioprotectores como €l glicerol &
7% y el mismo dilutor utilizado en la presente investigacion
ayudo a conservar una motilidad de 42 %. Aller, J, et al.,
(2003) utilizando 6% deglicerol encontré 20,4% de motilidad.

La sobrevivencia de los espermatozoides a la congelacion,
depende del tamafio delacélula, rel acidn volumen superficie,
permeabilidad al agua, temperatura, motivo por € cua esdificil
extrapolar procedimientos de congel acién de semen de unaa
otra especie, entonces para diferentes tipos de células existe
unavel ocidad de enfriamiento diferente (Boggio, J.C., 2003).

El glicerol afectadirectamente en las membranas esperméticas
provocando dafio celular o lainfertilidad espermética. Por lo
cual es importante evitar estos efectos, ya que cua existen
concentracionesde glicerol paracadatipo de espermatozoides,
pero autores como Herrera et al (2008) mencionan que los
rangos Optimos de glicerol estan entre los 6 a 9%.

CONCLUSIONES

El uso de CY G masglicerol en 6%, 7%y 8% deglicerol y un
tiempo deequilibrio entre 2, y 4 horas, arrojaun porcentaje de
espermatozoidesvivosy motilesrel ativamente adecuado para
trabaj osde posteriores como la inseminacién o lafertilizacion
in vitro.
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