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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar la viabilidad in-vitro e in-vivo de los
espermatozoides procedente de los conductos deferentes de alpacas. Se utilizaron 2
reproductores como donadores de espermatozoides con desviacion del conducto
deferente. Los espermatozoides colectados se sometieron a la congelaciéon y
descongelacion con el dilutor Triladyl®. Durante el procesamiento de los
espermatozoides se evaluaron la motilidad y la prueba hipo-osmotica. En la inseminacion
se evalud la proporcidn de gestaciones producidas. Los resultados fueron los siguientes:
Lamotilidad de los espermatozoides para los reproductores 1 y 2 fueron: alos 37°C 65.16
y 63.37% sin diferencia (P>0.05), al enfriamiento (5°C) 52.63 y 48.31% similares
(P>0.05) ya la descongelacion 24.51 y 33.18% mostraron diferencia (P<0.05). A la
prueba hipo-osmética fueron; a los 37°C 51.55 y 52.98% similares (P>0.05), Al
enfriamiento (5°C) 46.67 y 55.93% mostraron diferencia (P<0.05) y a la descongelacion
20.06 y 32.18% con diferencia (P<0.05). Las gestaciones fueron: Con espermatozoides
frescos diluidos 36.36% (4/11), con espermatozoides descongelados 25.00% (5/20) y con
monta 54.54% (6/11), siendo similares (P>0.05). En conclusion los espermatozoides
procedentes de los conductos deferentes soportan el congelamiento y a la inseminacion
artificial producen gestaciones.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the in-vitro and in-vivo viability of sperm from the
vas deferens alpacas. 2 males as sperm donors were used to offset the vas deferens. The
collected sperm cells were subjected to freezing and thawing with dilutor Triladyl®.
During processing of sperm motility and hypo-osmotic test they were evaluated.
Insemination in the proportion of pregnancies produced was evaluated. The results were
as follows: The sperm motility of males 1 and 2 were: at 37 ° C 65.16 and 63.37% with no
difference (P> 0.05), cooling (5 ° C) 52.63 and 48.31% similar (P > 0.05) and thawing
24.51 and 33.18% showed no difference (P <0.05). The hypo-osmotic test were; at 37 ° C
51.55 and 52.98 similar percentage (P> 0.05), and cooling 55.93% 46.67 showed no
difference (P <0.05) and thawing 20.06 and 32.18% with difference (P <0.05).
Pregnancies were diluted with fresh sperm 36.36% (4/11), with defrosted sperm 25.00%
(5/20) and 54.54% mounts (6/11), being similar (P> 0.05). In conclusion sperm from the
vas deferens withstand freezing and insemination are able to produce pregnancies.
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INTRODUCCION

El macho en los camélidos viene a ser el 70%
responsable de la reproduccion de un rebafio. Hay
necesidad de desarrollar un método de coleccion de
semen que pueda ser utilizado en forma facil y
rutinariamente aplicado en las hembras del rebafio a
través de la inseminacion artificial (IA), evaluar a los
futuros reproductores (Brown, 2000). Hasta la
actualidad no se logrado generar una técnica
adecuada para colectar semen de los machos (Gauly y
Leidnger, 1996). Finalmente existe una pequefa
informacidén sobre la conservacién de los
espermatozoides, técnicas de congelamiento para
espermatozoides en esta especies (Brown, 2000).
Como alternativa de generar la tecnologia de 1A, se
tiene la coleccion de los espermatozoides por plastia
de los conductos deferentes en forma temporal y en
machos reproductores que se eliminan por vejez en
los rebafios. Esta técnica vendria a cubrir parte de las
expectativas que se pretende desarrollar la técnica de
inseminacion artificial en esta especie (Pérez y col.,
2014). El objetivo del presente trabajo de
investigacion fue congelar/descongelar los
espermatozoides procedentes de los conductos
deferentes y evaluar la viabilidad in vitro e in vivo,
con la finalidad de establecer la técnica de
inseminacion artificial en esta especie.

MATERIAL Y METODOS

Lugar de Estudio

El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en
el Laboratorio de reproduccion animal de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Nacional del Altiplano Puno-Per.

Procesamiento de los espermatozoides

La coleccidon de espermatozoides se realizo de
acuerdo a la técnica recomendada por Pérez y col.
(2014), ligeras modificaciones, describe en forma
breve, se utilizaron 2 machos reproductores como
donadores de espermatozoides y solo se utilizaron las
muestras que tenian una motilidad 60% o mas y una
concentracion mas de 9 X 10* espermatozoides/mm’.
Para la dilucion se utilizé el dilutor Triladyl®, las
muestras de espermatozoides se colectaron de la
fistula del conducto deferente realizando ligeros
masajes, las microgotas de espermatozoides se
recogieron con un tips de 5 uL. de capacidad adosados
auna jeringa de tuberculina y se colocaron dentro los
0.5 mL de dilutor que estaba dentro un tubo graduado
y que a la vez estaba protegido en bafio de agua a una
temperatura de 37°C. Para su evaluacion y
enfriamiento el tubo con los espermatozoides
diluidos se traspasaron a otro recipiente de 200 ml de

capacidad y fueron colocados dentro una
refrigeradora a 5°C por espacio de 3 h. Para la
congelacion se adiciono 0.5 mL de volumen de dilutor
que contenia el 14% de glicerol y cada dosis se
ajustaron a 20 X 10° de espermatozoides motiles en
pajillas de 0.25 mL, se sellaron con polivinilo de
cloruro, se mantuvieron a 5°C por espacio de 45 min
para su equilibrio. Para la congelacion se utilizo el
protocolo descrito por Soler et al. (2003). La
descongelacion de las pajillas se realizdé a una
temperatura de 37°C por espacio de 30 s.

Prueba hipo-osmética y motilidad

La solucidén para la prueba hipo-osmética se preparo
de acuerdo a lo descrito por Jeyendran ef al. (1992).
La evaluaciéon de la reaccion hipo-osmotica y
motilidad de los espermatozoides se realizo a las 0 h
(37°C), 5°C y descongelacion con ayuda de un
microscopio dptico Marca Leica a una magnificacion
de 400X, se contaron 200 espermatozoides por
muestra.

Hembras

Las alpacas hembras para la inseminacion fueron en
numero de 42, con crias en pie y un descanso post-
parto de 20 dias, las cuales fueron distribuidas 11 para
inseminar con espermatozoides diluidos, 20 para
semen descongelado y 11 para monta natural.

Inseminacion artificial y diagnéstico de gestacion
A las hembras se les indujo la ovulacion de la
siguiente manera: a)el celo de las hembras fueron
ratificadas por la presencia del macho vasectomizado
b)en estas hembras se les examino el ovario por
ecografia para determinar la presencia del foliculo
pre-ovulatorio(> de 7 mm), c)seguidamente a las
hembras se les sometio a copula con el macho
vasectomizado, para inducir la ovulacion.

La inseminacion con espermatozoides descongelados
y diluidos frescos se realizo 30 h post induccion de
ovulacion. La inseminacion se realizé por el método
de fijacion de la cérvix por palpacidon rectal,
introduciendo aplicador de vacunos armado con la
pajilla que contenia los espermatozoides, depositando
en el cuerno ipsilateral del ovario funcional. Para la
inseminacidén los espermatozoides descongelados
fueron evaluados teniendo en cuenta que solo las
pajillas que tenian una motilidad progresiva subjetiva
alrededor del 30% o mas se utilizaron para la
inseminaciéon (Matsouka et al/. 2006). Para
inseminacién con espermatozoides diluidos se
calculo en un volumen de 0.25 mL con 10 X 10° de
espermatozoides motiles. El grupo control recibi6 la
monta de machos enteros. El diagnostico de
gestacion, se realizo por ultrasonografia transrectal a
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los 28 dias post inseminacidn, utilizando un scanner
marca ALOKA conuna frecuenciade a 5.0 Mhz.

Estadistica

Para evaluar la viabilidad in vitro en los
espermatozoides, las variables cualitativas como
motilidad y prueba hipo osmdtica se sometieron a la
prueba de student “T" (P<0.05). Para la evaluar la
viabilidad in vivo a la proporcion de gestaciones se
aplico la prueba de Ji-cuadrado de comparacion
(P<0.05). Los datos cualitativos se transformaron a
valores angulares para luego ser sometidos a la
prueba de homogeneidad de variancias. Finalmente
fueron procesados con el programa SAS 9.12,

utilizando el procedimiento GLM (General linear
model) (2002).

RESULTADOS

Prueba de fertilidad in-vitro de los espermato-
zoides del conducto deferente

La Tablal. Muestra los resultados de las pruebas de
fertilidad in-vitro en proporciéon de acuerdo a la
motilidad de los espermatozoides recolectados del
conducto deferente y la reaccion a la prueba hipo-
osmotica de los espermatozoides de los reproductores
1y 2 respectivamente.

Tabla 1. Evaluacién de la motilidad y prueba hipo-osmotica de los espermatozoides del

conducto Deferente (%)

DONADOR 37°C 5°C DESCONGELACION
Prueba Prueba Prueba
Motilidad | hiposmotica | Motilidad hiposmotica | Motilidad hiposmotica
Reprod 1
n=10 65.16+£5.66 |51.55£9.91 |52.63+7.62 46.67+6.54° |24.51+5.10° | 20.06+4.56"
Reprod 2
n=10 63.37£3.95 |52.9847.63 |48.31+3.18 55.93£5.77* |33.18+7.50° |32.18+£5.95°

A las 0 h cuando los espermatozoides recién fueron
recuperados del conducto deferente en el dilutor a
una temperatura de 37°C, la motilidad promedio de
los espermatozoides para el reproductor 1 fue de
65.16% y para el reproductor 2 de 63.37%, que estas
medias sometidos a la prueba de "T" no difirieron
(P>0.05).

Mientras que para la prueba hipo-osmotica el
promedio de reaccion de los espermatozoides para el
reproductor 1 fue de 51.55% y para el reproductor 2
fue 52.98% que estadisticamente no difieren estos
promedios a la pruebade "T" (P>0.05).

Posterior al enfriamiento gradual por 3 horas, hasta
5°C el porcentaje de motilidad de los
espermatozoides en el reproductor 1 fue de 52.63%y
el reproductor 48.31% de motilidad de los
espermatozoides, que ambos promedios no muestran
diferencia a la prueba de "T" (P>0.05). En cuanto la
reaccion de los espermatozoides a la prueba hipo-
osmotica en el reproductor 1 fue de 46.67% y el
promedio de reaccién de los espermatozoides para
reproductor 2 fue de 55.93% siendo esta reaccion
superior frente a los espermatozoides del reproductor
1 alapruebade "T" (P<0.05).
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Cuando los espermatozoides del conducto deferente
fueron sometidos a un protocolo de
congelacion/descongelacion, la sobrevivencia de los
espermatozoides medidos en motilidad total, se
observo que en el reproductor 1 fue de 24.51% yenel
reproductor 2 de 33.18%, que estadisticamente el
promedio de la motilidad del reproductor 2 fue
superior a la motilidad del reproductor 1 (P<0.05). Al
realizar la prueba hipo-osmdtica a la descongelacion
de los espermatozoides existe diferencia entre los
espermatozoides que reaccionaron, siendo el
promedio de los espermatozoides del reproductor 2
con el 32.18% y superior a la reaccidén de los
espermatozoides del reproductor 1 que fue del
20.06% alapruebade "T" (P<0.05).

La evaluacién de la motilidad total de los
espermatozoides desde los 37°C, pasando por el
enfriamiento a los 5°C, hasta la descongelacion,
describi6 una curva decreciente para la mortandad de
los espermatozoides y la reaccion a la prueba hipo-
osmotica hasta la descongelacion como muestran los
graficos 1 y 2 para los reproductores 1 y 2
respectivamente.
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Grafico 1. Porcentaje de motilidad y prueba hipo-osmotica a los 36
°C, 5°CyDescongelacion del reproductor 1.
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Grafico 2. Porcentaje de motilidad y prueba hipo-osmética alos 36 °C,
5°Cy Descongelacion del reproductor 2.

Tabla 2. Hembras gestantes en los diferentes
grupos.

Prueba de fertilidad in-vivo de los espermato-
zoides del conducto deferente

En la Tabla 2, se muestran los resultados de gestacion
en los diferentes grupos: Grupo 1 de monta natural
(grupo testigo), resultaron 6 hembras gestantes de 11
copuladas con macho entero. En el grupo 2 de
inseminacidén con espermatozoides frescos diluidos
resultaron 4 hembras gestantes de 11 inseminadas.
Mientras que en grupo 3 de inseminacién con semen
congelado resultaron 5 gestantes de 20 hembras,
resultados comprobados a la ultrasonografia.

(% de gestacion)

Monta natural
I.A. con espermatozoides diluido fresco
I.A. con espermatozoides descongelados

54.54 (6/11)
36.36 (4/11)
25.00 (5/20)

I.A.= Inseminacién artificial

El porcentaje de gestacion del 54.45% para el grupo
de monta natural, 36.36% para el grupo inseminacion
con espermatozoides diluidos y el 25.0% para el
grupo de inseminacion con espermatozoides
congelados, fueron sometidos a la prueba de Ji-
cuadrado de comparacion, en donde no mostraron
diferencia de gestacion entre los grupos (P>0.05).

DISCUSION

Prueba de fertilidad irn-vitro de los espermatozo-
ides del conducto deferente

Los espermatozoides procedentes de los conductos
deferentes de las alpacas, en su totalidad proceden del
epididimo. Las funciones del epididimo son
transporte, almacenaje y maduracion de
espermatozoides, a través de proteinas de bajo peso
molecular y enzimas que protegen a los
espermatozoides de efectos toxicos, quimicos y stress
oxidativo, pero también solutos organicos e iones que
se encuentran dentro el fluido que tienen el rol de
proteger a los espermatozoides (Acott et al. 1983).
Durante el procesamiento de semen los
espermatozoides necesitan protecciéon contra los
estreses de la congelacion, shock frio, shock caliente,
formacién de nucleos de hielo, accion de los
crioprotectores, stress osmotico, toxicidad de los
solutos, para evitar el dafio en su integridad del
espermatozoide y posterior funcion (Holt and North
1994; Watson 1995).

En el presente estudio los espermatozoides
procedente de los conductos deferentes soportaron el
estrés de la congelacion/descongelacion y posterior a
la descongelacion se obtuvo un indice de
recuperacion de espermatozoides en el reproductor 1
el 24.51% y en el reproductor 2 el 33.18% (Tabla 1) de
espermatozoides motiles, esta prueba de recuperacion
de la motilidad posterior a la descongelacion es
utilizada para predecir la fertilidad futura del semen
congelado/descongelado en otros rumiantes como el
vacuno, ovino, caprino entre otras especies donde la
tecnologia de inseminacion artificial se utiliza como
indican Foote (1970a), Foote (1970b), Foote (1972),
Chen et al. (1993), Rodriguez y col. (1993) y
recomiendan que motilidad a la descongelacién en
vacunos y ovinos deben ser del 45 al 60% para lograr
gestaciones satisfactorias y estos resultados
comparados con el 24.51% y el 33.18% de motilidad
para el reproductor 1 y 2 son menores esto debido a
que los espermatozoides del conducto deferente estan
libres del plasma seminal, que juega un rol importante
como lo aseveran (Holt and North 1994; Watson
1995).

De la misma forma comparando con material
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espermatico colectado de los epididimos de animales
post mortem, como es del ovino, vacuno y ciervo
ibérico, los investigadores reportan motilidades a la
descongelacion del 35 al 70% (Kaabi et al. 2003;
Ehling et al. 2006; Herold et al. 2004; Martins et al.
2007; Garde y col. 1998; Soler et al. 2003; Soler et al.
2005; Fernandez-Santos et al. 2006), estas
motilidades totales son superiores, comparados con
las motilidades del reproductor 1 de 24.68% y para el
reproductor 2 de 27.31%, encontrados en el presente
estudio.

Los espermatozoides del conducto deferente al
proceso de congelacion/descongelacion resisten y
este hallazgo esta de acorde con los reportes que
indican que los espermatozoides del epididimo
soportan el stress de congelacion (Holt and North
1994; Watson 1995), debido a que también estos
espermatozoides estan protegidos por las proteinas y
demas componentes que se secretan en el epididimo y
conducto deferente de las alpacas.

Laintegridad de la membrana de los espermatozoides
descongelados rutinariamente es medida para
expresar la calidad del semen a través de la motilidad
y la morfologia. Una prueba para detectar la
funcionalidad de membrana es realizar la prueba hipo
osmotica, que consiste en exponer al espermatozoide
a una solucion hipo-osmotica, si la membrana
plasmatica es funcional y activa esto puede modular
la permeabilidad del agua y como equilibrio osmético
produce una hinchazén y retorcimiento de la cola
(Montovani et al. 2002). Al comparar la reaccién
hipo-osmoética de espermatozoides de caballos antes
de la congelacion, es superior los promedios en esta
especie de 84.3%, para eyaculaciones de dos
reproductores (Montovani et al. 2002), comparado a
los obtenidos en el presente estudio el 51.55y 52.98%
(Tabla 1) para los reproductores 1 y 2 respectivamente
esta diferencia inferior de porcentaje de
espermatozoides que reaccionaron a la prueba hipo
osmotica es debido probablemente a diferencia entre
especies y a la estandarizacion de procedimientos que
se realizan en los laboratorios especializados de
reproduccion animal.

Ademas muchos factores como de los crioprotectores
afectan la sobrevivencia de los espermatozoides a la
descongelacion, entre estos se tiene las tasas de
enfriamiento y calentamiento, diferentes técnicas de
empacamiento, concentracion de espermatozoides en
las dosis congeladas, donde los parametros de
motilidad individual y motilidad progresiva decrecen
a la descongelacion (Heitland et al. 1996). La
integridad de la membrana del espermatozoide puede
ser evaluado por diferentes pruebas, tal como
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tinciones supravitales o marcadores fluorescentes,
pero la prueba hipo-osmética es una prueba simple y
de facil ejecucion (Watson 1995; Neild e al. 1999).
Jeyendran et al. (1992) indica en los espermatozoides
del hombre la prueba hipo-osmotica se usa
rutinariamente, porque esta prueba detecta
exactamente la funcionalidad y la integridad de la
membrana del espermatozoide.

En el presente estudio al ejecutarse esta prueba hipo-
osmotica en los espermatozoides procedentes de los
conductos deferentes en los diferentes momentos
como es a los 36°C, a 5°C y a la descongelacion, se
observo reaccion de los espermatozoides de 51.55 y
52.98% para el reproductor 1 y 2 respectivamente
(Tabla 1), estos resultados comparado con los
reportados por Montovani et al. (2002) 92.5% en
caballos a la reciente dilucion y a la descongelacion
52.8% son superiores. Mientras que a la
descongelacion el 20.06 y 32.18% para el reproductor
1 y 2 respectivamente (Tabla 1), comparados con el
porcentaje del 44.8% espermatozoides
descongelados de ovinos (Fukui et al. 2004),
evaluados en diferentes tiempos de incubacion viene
siendo superior comparado con los resultados
obtenidos en el presente estudio. Esta diferencia
superior en estas especies se debe al método de la
coleccion del semen es completo (con plasma), a
diferencia que en el presente estudio la coleccion de
espermatozoides del conducto deferente es
incompleta, sin la secrecion de las glandulas anexas.
Como indica Maxwell et al. (1997) los beneficios de
la adicion del plasma seminal preparado a
espermatozoides lavados de toros, cerdos y ovinos,
mejoran su viabilidad, motilidad e integridad de
membrana.

Comparando los resultados obtenidos a la prueba
hipo-osmotica a la descongelacion de los
espermatozoides en el presente trabajo de 32.18%
para el reproductor 2 y 20.06% para el reproductor 1,
resulta ser inferior frente a los resultados obtenidos en
espermatozoides del epididimo de ciervos cazados y
posterior congelacion en el mismo tipo de dilutor
(Triladyl), los autores a la descongelacion y a la
prueba hipo-osmdtica reportaron porcentajes del 44.1
al 62.7% (Garde y col. 1998; Soler et al. 2003), esta
superioridad se debe a que estos autores sefialan que
las muestras iniciales de motilidad estuvieron por
encima del 90%, coincidiendo que en todo el
protocolo de congelacion/descongelacion adecuado
el 50% de espermatozoides mueren producto del
stress de la congelacion/descongelacion. Mientras
que en el presente estudio la proporcion de
espermatozoides que murieron durante el presente
protocolo de congelacion fue del 45%, porcentaje
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aceptado cuando se evalia muestras de
espermatozoides congelados en laboratorio.

Prueba de fertilidad in-vivo de los espermato-
zoides del conducto deferente

La Tabla 2, muestra el porcentaje de gestacion de las
hembras en los diferentes grupos, a los 28 dias post
inseminacidén: Con espermatozoides
congelados/descongelados el porcentaje de gestacion
fue de 25.0%, en el grupo con espermatozoides
diluidos frescos fue el 36.36% y en el grupo control de
monta natural fue el 54.54% de gestaciones
respectivamente, donde al examen de ecografia se
observo la vesicula embrionaria en casos de gestacion
como indica Bourke et al. (1992), que en una
gestacion temprana en camélidos, deben existir
cambios de eco textura con areas no eco génicas que
se encuentran en las cavidades llenos de liquido,
detectable en gestaciones de 19 a 28 dias en llamas.
Un reporte de inseminacion artificial con semen
congelado, donde las muestras de semen fueron
obtenido por vagina lograron el 66.11% al
diagndstico de gestacion por ultrasonografia a los 21
dias post inseminacion (Pérez 1996). Comparado los
porcentajes de gestacion logrados en el presente
estudio fueron inferiores. Este resultado inferior de
gestacion indicaria que los espermatozoides
procedentes del conducto deferente es exento de las
secreciones de las glandulas anexas, que sometidos a
un manejo con la adicién de dilutores y conservacion
sufren mayor dafio que cuando estan protegidos con
el plasma completo.

Mientras que comparado los porcentajes de gestacion
obtenidos en el presente estudio, con otros trabajos de
inseminacion artificial con semen congelado,
procedente de colecciones de muestras por vagina
artificial, en dosis de 0.25 0 0.5 mL con un cantidad
variable de 3 a 7 millones de espermatozoides
motiles a la descongelacion, reportaron gestaciones
en los primeros 30 y 60 dias pos inseminacion del 7 al
37% (Pérez 1996; Apaza et al. 1999; Bravo et al.
2000; Aller y col. 2003), estos resultados fueron
similares a los encontrados en el presente estudio, esta
similitud estaria dado porque los diferentes autores
indican haber inducido la ovulacidn
farmacologicamente aplicando hormonas de
liberacion fijando asi el tiempo de ovulacién para la
inseminacion artificial a tiempo fijo a las 30 h post
aplicacién. En forma similar en el presente estudio la
inseminacion artificial se realizo 30 h post induccion
de ovulacion con macho vasectomizado.

En el presente estudio se afirma que los
espermatozoides procesados del conducto deferente
tienen la capacidad de fecundar como se demuestra en

los porcentajes de gestacion de 36.36y 25.0 % (Tabla
2) para los espermatozoides diluidos frescos y
descongelados, sumandose a la literatura que los
espermatozoides de alpacas exento del plasma
seminal tiene la capacidad de fecundar y estos
resultados del presente estudio estan soportado por
estudios de Garde y col. (1998) en trabajos de
espermatozoides del epididimo
congelado/descongelado de ciervos, donde evaluaron
su capacidad fecundante inseminando 17 hembras de
ciervo ibérico a las que indujeron y sincronizaron la
ovulaciéon mediante la aplicacion de dispositivos
intravaginales simultaneamente 2 CIDR ¢ inyectando
300 UI de eCG al momento de la retirada de los
dispositivos, las hembras sincronizadas fueron
inseminadas con muestras de espermatozoides de alta
calidad y procesado con el dilutor comercial Triladyl
y en horarios a las 44 y 66 horas de la retirada de los
dispositivos, los resultados de la capacidad
fecundante de los espermatozoides congelados de los
epididimos, evaluaron al momento de la paricion del
23.5 % de hembras inseminadas.

En conclusion los espermatozoides del conducto
deferente sobreviven al proceso de
congelacion/descongelacion y utilizados a través de
la inseminacion artificial tienen la capacidad de
fertilizar produciendo gestaciones. Se recomienda
estudiar sobre los dilutores especificos para
preservacion de los espermatozoides en esta especie.
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