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La investigacion se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de la UAC Tiahuanacu, provincia Ingavi del
departamento de La Paz, dependiente de la Universidad Catélica Boliviana San Pablo, cuyo objetivo fue evaluar el efecto
de seis sustratos energéticos sobre el tiempo de viabilidad espermatica del semen de alpaca (Vicugna pacos L.). El semen
colectado fue diluido y conservado en seis diferentes sustratos energéticos (TCG, TCAP, TCF, TG, TAP y TF), una
Temperatura de 35 °C, evaluando cada 2 h, empleando para su anélisis el Disefio Completamente al Azar (P<0.05).
Obteniendo un promedio de volumen de semen 1.5+0.7 mL, filancia 5.1+1.5, pH 7.2+0.5, motilidad y vitalidad de 89.0 y
95.0 % y concentracion 82.0x10° Epz/mL. El sustrato energético (SE) TCG logré mantener una motilidad de 61.0 y 66.0
% de vitalidad conservado durante 8 horas, en tal sentido se recomienda utilizar el SE TCG, mismo que mantuvo por
mayor tiempo (horas) a los espermatozoides viables para la IAF.
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The research was carried out in the Laboratory of Reproductive Biotechnology of the UAC Tiahuanacu, Ingavi province
of the Department of La Paz, dependent of the Bolivian Catholic University, whose objective was to evaluate the effect
of six energetic substrates on the sperm viability time of the alpaca semen (Vicugna pacos L.). The collected semen was
diluted and stored in six different energy substrates (TCG, TCAP, TCF, TG, TAP and TF), a T ° of 35 °C, evaluating
every 2 hours, using the Completely Random Design (P < 0.05). Obtaining a mean volume of semen 1.5 + 0.7 mL,
filament 5.1 + 1.5, pH 7.2 + 0.5, motility and vitality of 89.0 and 95.0% and concentration 82.0x106 Epz / mL. The
energetic substrate (SE) TCG managed to maintain a motility of 61.0 and 66.0% of vitality preserved for 8 hours, in that
sense it is recommended to use the SE TCG, which maintained for a longer time (hours) the viable spermatozoa for LAL.
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Introduccion

La demanda de fibras naturales de alta calidad asi
como de carnes con un bajo contenido de colesterol
motiva la aplicacién de biotecnologias reproducti-
vas en los Camélidos Sudamericanos (CSA). En
muchas especies domésticas la inseminacién artifi-
cial (1A) constituye la principal herramienta para la
diseminacién de genes de alta calidad siendo el
método de eleccion para mejorar la genética de los
establecimientos ganaderos. Sin embargo, esta téc-
nica no se utiliza rutinariamente en los CSA debido
a los resultados obtenidos de la IA con semen
criopreservado han sido bastante desalentadores
(Bravo 2000, Vaughan et al., 2003, Aller et al.
2003, Huanca et al. 2007, Giuliano et al. 2012).
Esto motiva a la aplicacion de diferentes técnicas
gue permitan evaluar los efectos que sufren los es-
permatozoides crio preservados.

La coleccion de semen en CSA representa un pro-
blema debido a la naturaleza del semen y la dura-
cion de la copula, se han desarrollado diferentes
métodos de coleccidn, los mas utilizados es la vagi-
na artificial (Sumar & Leyva 1981), dicho semen
necesita ser degelificado utilizando enzimas (Bravo
et al. 1999), una alternativa a este método es la co-
leccion de espermatozoides (epz) por desviacion del
conducto deferente (Paricahua 2001), los epz colec-
tados mediante esta técnica son de facil manipula-
cidn y no necesitan degelificacion.

Las alpacas y llamas, son consideradas estacionales
en su actividad reproductiva en su habitat natural,
los nacimientos se producen en la época de lluvia
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(diciembre a marzo) cuando el forraje es, mantenido
el estado corporal de la madre y los machos son
separados de las tropas de hembras, la actividad
ovérica se presenta durante todo el afio, La mayoria
de los nacimientos registrados se producen en esa
temporada. El factor medio ambiental tiene gran
influencia, sobre la actividad sexual del macho, la
estacion de lluviosa y temperatura son favorables
para una mayor disponibilidad de alimentos. Cuan-
do se mantienen juntos tanto machos y hembras, las
pariciones siempre se circunscriben a la época de
lluvias, lo que implica que una asociacion continua
inhibe de alguna forma la actividad sexual (Gonza-
les 2010).

El efecto de la repeticion de coleccion de semen
usando el método de la vagina artificial, realizando
hasta tres colecciones diarias por un periodo de 12
dias seguidos, los resultados obtenidos indican que
las caracteristicas mas afectadas por la frecuencia de
coleccién fueron la concentracion de epz, descen-
diendo significativamente en la tercera coleccion,
asi mismo el porcentaje de anormalidades en la cola
se incrementa, pero la motilidad, vitalidad y el por-
centaje de epz normales no son afectadas, existiendo
diferencias significativas en las caracteristicas al
realizar las comparaciones entre individuos (Bravo
2000).

Las caracteristicas especiales que presentan los CSA
en cuanto a su reproduccion los hacen especies sui-
generis, por lo que es necesario disefiar técnicas de
coleccion de semen para dichas caracteristicas como
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el prolongado tiempo de copula, eyaculacion intra-
cornual y continua, la extrema viscosidad del se-
men, por lo que el objetivo de la presente investiga-
cion fue, evaluar el efecto de seis sustratos energeéti-
cos sobre el tiempo de viabilidad espermatica del
semen de alpaca (Vicugna pacos L.)

Materiales y métodos

Ubicacion geogréfica. El trabajo de investigacion se
realiz6 en los predios de la Unidad Académica
Campesina Tiahuanacu, que se encuentra en la Pro-
vincia Ingavi del departamento de La Paz, a 72 km
de la sede de gobierno, entre las coordenadas 17°
35 a 18° 17’ de Latitud Sur y 68° 20° a 69° 08’ de
Longitud Oeste y a una altura de 3883 msnm. (PDM
de Tiahuanacu 2011).

Material bioldgico. En la investigacion se utiliz 13
alpacas machos de las categorias de B a D y una
alpaca hembra, ambos de la raza Huacaya, de 2 a 6
afios de edad, fueron evaluados fenotipicamente
bajo los siguientes parametros reproductivos: tama-
fio testicular de 3 cm de diametro menor y un dia-
metro mayor de 6 cm, de condicion corporal regular
(3 a2 3.5) y libre de adherencia de pene prepucial, se
les realizo la desparasitacion con PARAMEC
20LA, administrado via intramuscular a una dosis
de 2 mL/100 Kg de PV, y posteriormente se admi-
nistr6 FOSFOVIT como fuente de fosforo para
coadyuvar a la espermatogénesis.

Las 13 alpacas machos admitidos para la investiga-
cion fueron adiestrados durante un mes, en ese
tiempo solo 3 aceptaron al método de coleccion con
vagina artificial modificada con desviacion de pene,
la seleccion se realiz6 de acuerdo a las caracteristi-
cas macro y microscopicas del semen de cada re-
productor, solo un macho presento buenas caracte-

risticas seminales, realizandose la investigacion con
el mismo.
Colecta del semen. La colecta fue con la vagina
artificial con desviacién de pene, método que tuvo
una aceptacion del 60 % de los 13 machos, de los
gue solo uno presento caracteristicas micro y ma-
croscopicas de semen ideales para esta investiga-
cion, la colecta se realizd 2 veces en la semana des-
crito por (Bravo 2000).
Para la colecta de semen se extendi6 una lona (tela)
con el objetivo de reducir la contaminacion en el
momento de la colecta, sujetando a la alpaca hem-
bra y colocandolo sobre la lona, seguidamente se
realizo la estimulacion al macho dando 4 a 6 vueltas
alrededor de la alpaca hembra sujetada (Winculla-
da). Las colectas respectivas se realizaron de 15 a
25 min (duracion de la copula) e inmediatamente se
llevd el eyaculado al laboratorio. El eyaculado se
colocé en bafio maria a 35 °C, y se siguié con la
evaluacion macroscopica y microscopica del semen
de alpaca.
Evaluacion macroscépica. La evaluacion del color
de los eyaculados, se realizaron de forma directa del
tubo colectores, tomandose en cuenta las tonalida-
des basicas del blanco, como él: blanco lecho, blan-
co cremoso, blanco cristalino y blanco translucido
(Huanca et al. 2011).
El volumen proveniente de la colecta de semen por
el método de vagina con desviacién de pene, poste-
rior a la colecta realiz6 la lectura inmediata del tuvo
colectores destacando el volumen en unidades de
mL.
Para la filancia, 10 uL de semen con la micropipeta
del vaso colector, posteriormente se puso sobre la
base del filanciometro que esta en una superficie
horizontal, seguidamente se levantd la muestra con
una aguja N° 18, ubicando la altura en el momento
40
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cuando se fracciona el fluido en dos y dicha medida
se expreso en cm.

Para la valoracién del pH del eyaculado, se evalud
con el pH metro digital con un rango precision de
0.001 a una temperatura de 25 °C con tres repeticio-
nes de cada colecta.

Pre-dilucién del semen con el extracto de pifia. Se
adiciond 25 % de extracto de pifia en relacién al
eyaculado, homogenizando suavemente en un tubo
falcon de 14 mL, esta dilucion se realizé con la
finalidad de romper la viscosidad del semen, para
luego realizar la evaluacion de las caracteristicas
microscopicas.

Dilucion del semen con los sustratos energéticos.
La dilucion se realiz6 a una relacion 50:950 (semen-
SE), 10 uL de semen pre-diluido, con una micropi-
peta, incorporando a 6 micropocillos por cada sus-
trato energético, posteriormente adicionando 10 uL
de sustratos energéticos, con sus respectivas repeti-
ciones.

Evaluacion microscopica. La concentracion esper-
matica (EPZ) del semen, con una micropipeta 10 pL
de semen, colocando sobre la cdmara Neubauer y
cubriéndolo con el cubre objeto, dejando reposar
durante un tiempo de 5 min y luego se realizé el
conteo correspondiente de células espermaticas. La
concentracién espermatica se determind con la si-
guiente ecuacion (Huanca et al. 2011).

Concentracion de EPZ /mL = Epz x 25 x 100 x 10000.
Dénde:
Epz= Promedio de espermatozoides contados.

25 = N° de cuadrantes contados.
100 = Factor de dilucidn.

Motilidad espermatica. La evaluacion se realiz6 en
el microscopio con platina térmica y los materiales
de manipulacién fueron atemperados a 36 a 38 °C,
posterior a ello, con una micropipeta se extrajo 10

uL pre-diluido, colocando sobre un porta objeto y
41

cubriéndolo con el cubre objeto, la lectura se realiz6
en un microscopio a 40X, contando los espermato-
zoides del campo que se observan, valorando subje-
tivamente los epz en movimiento de forma rectili-
nea. El porcentaje de motilidad espermética se ob-

tuvo en la siguiente ecuacién (Blanco 2010).

n
%Muotilidad =---------- x 100
N
Donde:
n= Numero de espermatozoides moviles.
N= Numero de espermatozoides contados.

Vitalidad espermética. 10 uL de semen pre-diluido
y 10 pL de la solucion de eosina y nigrosina, en un
porta objeto, se homogenizé suavemente con la
punta de la pipeta durante 15 seg, se realizo el frotis,
se dej6 2 a 5 min para eliminar la humedad, la lectu-
ra de los epz tefiidos y no tefiidos. EI nimero de epz
vivos se determind con la siguiente formula (Gonza-
les 2005).

n

%Vitalidad=------------ x100

N

Donde:

n= NUmero de espermatozoides sin tefiir.
N= NUmero de espermatozoides contados.

Evaluacion del efecto de seis sustratos energéticos
sobre el tiempo de viabilidad espermatica del semen
de alpaca (Vicugna pacos L.). Las evaluaciones se
valoraron cada 2 h, describiendo las caracteristicas
del % de motilidad y vitalidad espermaética, hasta
lograr una viabilidad espermatica con mayor tiempo
de conservacion en cualquier SE, apto para a inse-
minacion artificial (tabla 1).

Analisis de resultados. Las caracteristicas macro y
microscopicas fueron organizados y analizados bajo
los pardmetros como: Promedio, DS, CV % y los
resultados maximos y minimo de los datos obteni-
dos, (Aplicando la estadistica descriptiva con Mi-
crosofl Exel-2010).
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Tabla 1 Composicion de los sustratos energéticos post-pesaje

Sustratos energéticos

Insumos TCF TCG  TCAP _ TF TG TAP
Buffer TRIS (g) 0.76 0.76 0.76 0.76 0.57 0.76

Acido citrico (g) 0.34 0.34 0.34 - - -

Fructosa (g) 0.25 - - 0.56 - -

Glucosa (g) - 0.25 - - 0.5

Acido piravico (g) - - 0.12 - - 0.28
Sustrato Buffer (%)* 80 80 80 80 80 80

Yema de huevo (%) 20 20 20 20 20 20

Estandarizacién del pH 7.06 7.04 7.03 7.01 7.07 7.03

Para la evaluacion del efecto de los sustratos ener-
géticos sobre la motilidad y vitalidad espermatica,
se disefid de acuerdo a los factores de estudio:
Tris-Citrato-Glucosa (TCG), Tris-Citrato-Fructosa
(TCF), Tris- Citrato-Acido Piravico (TCAP), Tris-
Glucosa (TG), Tris-Fructosa (TF), Tris-Acido Piravi-
co (TAP)

Cuyas variables de respuestas fueron. Motilidad
espermatica. (%), Vitalidad espermatica. (%), Las
respectivas evaluaciones por cada SE, se realizaron
con 6 repeticiones correspondientemente por cada
hora de evaluacion. En este contexto para la evalua-
cion de los datos obtenidos, se emple6 el modelo

aditivo lineal de Disefio Completamente al Azar
(DCA).

Vij=H +0i + E€ij
Dénde:
yij = Variable de respuesta.
1 =Media general del experimento.

oi = Efecto del i-ésimo sustrato energéticoa 0, 2, 4, 6, 8y 10 h.
g;j = Error experimental.

Pruebas de promedios. Las diferencias estadisticas
fueron analizadas mediante la prueba de compara-

cion de medias DUNCAN a un nivel de significan-
cia del 5 % (a = 0.05).

Resultados

Tabla 2 Evaluacion de las caracteristicas macroscopicas y microscopicas del semen de alpaca

Caracteristicas macroscopicas n Promedio DS+ Ccv Max Min
Color 44 Blanco lechoso - - -
Volumen (mL) 44 15 0.7 47 25 15
Filancia (cm) 44 59 15 25 6.0 1.8
pH 44 72 05 0.7 7.4 6.7
Caracteristicas microscopicas
Motilidad espermatica (%) 44 89.0 28 0.3 94.0 86.0
Vitalidad espermatica (%) 44 95.0 52 05 92.0 78.0
Concentracion espermatica (x10%) 44 82.0 19.2 23 130.0 62.0
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Tabla 3 Analisis de varianza de motilidad espermatica conservado a 0 horas

Fuente de variacion GL SC CM  Valor- Pr>F
F
Sustratos energéticos 6 9361 15.6 2.04 0.1282
Error 14 10733 7.66
Total 20 93.61

CVvV MEDIA DS
3 93.04 2.7

Tabla 4 Analisis de varianza de motilidad espermatica conservado a 2 horas

Fuente de variacion GL SC CM Valor-F  Pr>F
Sustratos energéticos 6 3468.95 578.16  379.42  0.0001
Error 14 21.33 15
Total 20 3490.28

Cv  MEDIA DS
3 66.0 1.23

Figura 1 Comparacién del efecto de seis sustratos energéticos sobre él % de motilidad espermatica a 2 horas
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Tabla 5 Analisis de varianza de motilidad espermatica conservado a 4 horas

Fuente de variacion GL sC C™M Valor-F Pr>F
Sustratos energéticos 6 9401.9 1566.98 216.49 0.0001
Error 14 101.33 7.24
Total 20 9503.23
CV MEDIA DS
5.22 51.52 2.69

Figura 2 Comparacion del efecto de seis sustratos energéticos sobre él % de motilidad espermética a 4 horas
de conservacion
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Tabla 6 Analisis de varianza de motilidad espermatica conservado a 6 horas

Fuente de variacion GL sC CM Valor-F Pr>F
Sustratos energéticos 6 1026.28 1737.71 217.21 0.0001
Error 14 112.0 8
Total 20 10538.28
CV MEDIA DS
8.25 34.28 2.83
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Figura 3 Comparacién del efecto de seis sustratos energéticos sobre él % de motilidad espermatica a 6 horas
de conservacion
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Tabla 7 Analisis de varianza de motilidad espermatica conservado a 8 horas

Fuente de variacion GL SC CM Valor-F Pr>F
Sustratos energéticos 6 8554.28 1425.71 369.63 0.0001
Error 14 54.0 3.86
Total 20 8608.28

Cv  MEDIA DS
8.64 22.71 1.96

Figura 4 Comparacion del efecto de seis sustratos energéticos sobre el % de motilidad espermética a 8 horas
de conservacion
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Tabla 8 Andlisis de varianza de motilidad espermatica conservado a 10 horas

Fuente de variacion GL SC CM Valor-F Pr>F
Sustratos energéticos 6 5382.28 897.04 362.27 0.0001
14 34.67 2.48
20 5416.95

CVv MEDIA DS
10.5 14.95 1.57

Figura 5 Comparacién del efecto de seis sustratos energéticos sobre él % de motilidad espermatica a 10 horas de
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Figura 6 Comportamiento del efecto de 6 SEs sobre él % de motilidad espermatica evaluados durante 10 horas
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Tabla 9 Andlisis de varianza de vitalidad espermatica conservado a 0 horas

Fuente de variacion GL sC C™M Valor-F Pr>F
Sustratos energéticos 6 16.28 271 1.12 0.4008
Error 14 34.0 7.66
Total 20 50.28

CVv MEDIA DS
3 95.0 1.56

Tabla 10 Comparacién de medias Duncan de la vitalidad espermatica conservado a 0 horas

Agrupamiento Promedio / SE Tipo de sustrato
DUNCAN energético (SE)
A 97.0 TCG
A 96.0 TG
A 95.0 TF
A 95.0 TCF
A 95.0 TCAP
A 94.0 TAP

Tabla 11 Analisis de varianza de vitalidad espermatica conservado a 2 horas

Fuente de variacion GL sC CM Valor-F Pr>F
Sustratos energéticos 6 1700.95 283.49 17.11 0.0001
Error 14 232.0 16.57
Total 20 1932.0

CVv MEDIA DS
55 73.38 4.07

Figura 7 Comparacién del efecto de seis sustratos energéticos sobre él % de vitalidad espermatica a 2 horas de
conservacion

~— 98 i
<
5 97 1
E 9% - ¥
295 -
3
= 94
=
=93 -
-

92

TCG TG TF TCF  TCAP  TAP

Sustrato Energético

47



Vol. 4 No 12017

Sustratos energéticos sobre el tiempo de la viabilidad espermatica del semen de Alpaca

Tabla 12Analisis de varianza de vitalidad espermatica conservado a 4 horas

Fuente de variacion GL sC C™M Valor-F Pr>F
Sustratos energéticos 6 226.0 16.14 48.07 0.0001
Error 14 226.0 16.14
Total 20 4881.81

CVvV MEDIA DS
6.4 62.76 4.02

Figura 8 Comparacién del efecto de seis sustratos energéticos sobre él % de vitalidad espermatica a 4 horas de
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Tabla 13 Analisis de varianza de la vitalidad espermética conservado a 6 horas

Fuente de variacion GL SC CM Valor-F Pr>F
Sustratos energéticos 6 11218.57 1869.6 350.58 0.0001
Error 14 74.67 5.33
Total 20 11293.23

CVv MEDIA DS
6.5 39.19 2.3
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Figura 9. Comparacion del efecto de seis sustratos energéticos sobre él % de vitalidad espermatica a 6 horas de
conservacion
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Tabla 14 Analisis de varianza de la vitalidad espermatica conservado a 8 horas

Fuente de variacion GL SC CM Valor-F Pr>F

Sustratos energéticos 6 10458.28 1743.04 703.92 0.0001
Error 14 34.67 248
Total 20 8608.28

CV  MEDIA DS
6.7 1.57 26.38

Figura 10. Comparacién del efecto de seis sustratos energéticos sobre él % de vitalidad espermatica a 8 horas de
conservacion
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Tabla 15 Analisis de varianza de la vitalidad espermatica conservado a 10 horas

Fuente de variacion GL SC CM Valor-F Pr>F
Sustratos energéticos 6 8680.28 1446.71 1446.71 0.0001
Error 14 14.0 1.0
Total 20 8694.28

CV MEDIA DS
7.4 19.71 1.0

Figura 11 Comparacion del efecto de seis sustratos energéticos sobre el % de vitalidad espermatica a 10 horas de
conservacion
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Figura 12 Comportamiento del efecto de 6 SEs sobre él % de vitalidad espermatica evaluados durante 10 horas
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Discusién

Caracteristicas macroscopicas y microscopicas del
semen de alpaca. En la tabla 2 se muestra los resul-
tados de 44 repeticiones en cuanto a las caracteristi-
cas macro-microscopicas del semen, color blanco
lechoso, volumen 1.5+0.7 mL, filancia de 5.9+1.5
cm y un pH de 7.2+0.5. En cuanto a las caracteristi-
cas microscopicas se obtuvo 82x10° Ezp/mL de
concentracion espermética, motilidad espermatica
individual de 89 %.

(Huanca et al. 2011, Davalos & Olazabal 2002),
reportaron un volumen de 1.3£1.2 mL y 2.7+0.8 mL
respectivamente, ambos en la época lluviosa. El
volumen colectado en la presente investigacion se
encuentra dentro del rango mencionado por estos
autores, la variacion de los datos mininos, puede
deberse al método de coleccion, ya que utilizaron un
maniqui de alpaca en tanto el presente trabajo de
investigacion se utilizé la técnica de desviacion de
pene con vagina artificial, la filancia del eyaculado
(Huanca et al. 2011), obtuvieron 1.1+1.2 cm en
época lluviosa, mientras que (Huanca et al. 2007),
reportaron 3.0+0.2 cm, y (Davalos & Olazabal
2002), obtuvieron 2.5+£0.4 cm, que fueron evaluados
en la época lluviosa o época de reproduccion, de
manera que los resultados son menores al presente
trabajo de investigacion, esto se atribuye a la posi-
ble variabilidad de la presion en la vagina artificial
y a las caracteristicas individuales del macho como
ser: volumen, filancia, motilidad, concentracion
espermatica, epz normales, anormalidades en la
cola, y con gota citoplasmatica, mencionado por
(Huanca et al. 2011).

(Huanca et al. 2011), mencionan que obtuvieron
45.0x10%/mL de concentracion espermatica, 45.3 %
de motilidad y una vitalidad de 51.4 %. (Davalos &

Olazéabal 2002 reportaron 57.5x10%/mL de concen-
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tracion espermaética, 68.9% de motilidad y una vita-
lidad de 72.1 % y (Huanca et al. 2011) obtuvieron
una concentracion espermatica de 78.6x10%/mL, una
motilidad de 46.5 y 56.1 % de vitalidad, datos que
son inferiores a los obtenidos en la presente investi-
gacion que es de 82x10%/mL, una motilidad de 89.0
% y una vitalidad de 95.0 %, y son similares a los
obtenido por (Huanca et al. 2011), y superiores a los
de (Dévalos & Olazabal 2002).

Efecto de seis sustratos energéticos sobre él % de
motilidad espermatica a 0 horas de conservacion.
Segun el andlisis de varianza (tabla 3) para el efecto
de 6 SEs, sobre él % de motilidad espermatica a 0
horas de conservacion mostraron diferencias no
significativas (P=0.1282) entre sustratos energéti-
cos, con un coeficiente de variacion de 3.0 % de-
mostrando que los datos obtenidos son altamente
confiables. La célula degrada frente a cualquier
compuesto simple en el medio, a una accién de di-
fusion simple, donde la molécula liposoluble pene-
trara en la célula disolviéndose en los lipidos de la
membrana, penetrando en la célula en forma de
gases respiratorios, anestésicos, farmacos, entre
otros. Describiendo que una ecuacién quimica ba-
lanceada entre componentes quimicos iniciales co-
mo el sustrato y los nuevos componentes quimicos
como producto formados para una reaccion quimica
particular, existe una reversibilidad del producto y
sustrato (Peter et al. 2008).

El analisis de varianza (tabla 4) por efecto de 6 SEs,
sobre él % de motilidad espermatica conservado a 2
h, mostraron diferencias altamente significativas
(P=0.0001) con un coeficiente de variacion de 3.0
%, demostrando que los datos son confiables para el
su andlisis. Correspondientemente a la comparacion
de medias Duncan (0=0.05) a 2 h de conservacion
(figura 1), para la evaluacion del efecto de los tra-
tamientos, sobre él % de motilidad a 2 h de conser-
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vacion, se observa que el SE con TCG logré con-
servar un 86.7 % de motilidad espermatica, siendo
superior a los demas SEs, seguido por TCAP, TCF,
TG, TAPy TF, con 81.0, 68.7, 64.3, 60.7 y 45.0 %
de motilidad espermatica respectivamente.

La variabilidad de la motilidad entre los SEs eva-
luados a 2 h, los SEs TCG y TCAP, mantiene un
proceso secuencial debido que, la glucosa y el &cido
pirdvico deben pasar por un proceso de reestructu-
racion de la molécula para ser incorporado en el
ciclo del &cido citrico, mientras que los SEs TAPy
TF, tienen una reaccion de difusién facilitada, pene-
trando en la célula, agua, urea, Na, K, fructosa, en-
tre otros moléculas pequefias, ocurriendo en la célu-
la, un transporte activo primario, la energia procede
directamente de la ruptura de la molécula de ATP o
de otra molécula energética con fosfatos de alta
energia (Peter et al. 2008).

Segun el andlisis de varianza (tabla 5) para el efecto
de 6 SEs, sobre él % de motilidad espermatica a 4 h
de conservacion mostraron diferencias altamente
significativas (P=0.0001) con un coeficiente de
variacion de 5.22 %, misma que muestra que los
datos son confiables.

En la comparacién de medias Duncan (a=0.05)
(figura 2) para la evaluacion del efecto de 6 SEs,
sobre él % de motilidad espermatica a 4 h, se obser-
va que el SE con TCG logr6 conservar un 83.3 % de
motilidad, siendo superior a los demas SEs, seguido
por TCAP, TG, TAP, TCF y TF con 67.3, 57.7,
54.0, 48.3 y 13.0 % de vitalidad espermaética respec-
tivamente. Al pasar el tiempo los espermatozoides
en los SEs TCF, TF y el testigo, por efecto de la
temperatura los espermatozoides van acelerando su
metabolismo celular y generando més ATPs y libe-
rando en cada ciclo dos moléculas de CO, esto hace
que los epz al transcurrir el tiempo perdian la moti-

lidad individual en caso de los SE y en cambio el
testigo, tiene nutrientes necesario para pasar el trac-
to peniano y almacenarse en un corto tiempo en la
tracto genital de la hembra. A comparacion de los
SEs TCG, TCAP y TG, por ser moléculas complejas
gue antes de ingresar al ciclo deben pasar por un
proceso de descarboxilacion y oxidacion para gene-
rar otras reacciones, hecho que permite que los es-
permatozoides realicen mejor su metabolismo (Peter
et al. 2008).

Para el analisis de varianza (tabla 6) para el efecto
de 6 SEs, sobre él % de motilidad espermatica a 6 h
de conservacion, mostraron diferencias altamente
significativas (P=0.0001) con un coeficiente de
variacion de 8.25 %, misma que indica que los datos
son confiables.

La evaluacion de medias Duncan (¢=0.05) a 6 h de
conservacion (figura 3) para la evaluacion del efecto
de los 6 SEs, sobre él % de motilidad conservado a
6 h, se observa que el SE con TCG logré6 mantener
un 74.3 % de motilidad espermatica, siendo superior
a los demaés SEs, seguido por TACP, TCF y TAP,
con 55.0, 36.3 y 30.0 % de motilidad, mientras que
los SEs TG y TF solo lograron conservar 28.0 y 3.0
% de motilidad espermatica correspondientemente.
El metabolismo glicolitico que desarrolla el esper-
matozoide, hace que el pH intracelular disminuya y
el metabolismo celular quede reducido, el Tris en
este caso puede regular el pH en un rango mas am-
plio y no es dependientes de la temperatura, este
componente tamponador esté entre 6.8 a 7.2, esto no
se estabiliza hasta las 8 - 9 min en el medio y en la
celula ocurre por efecto del equilibrio del medio, la
disponibilidad de los nutrientes es mas facil de asi-
milar, efecto por el cual la fructosa, son més fécil de
incorporar a su metabolismo que a comparacion de
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con la glucosa y el &cido piravico (Peter et al.
2008).

El andlisis de varianza (tabla 7) para el efecto de 6
SEs, sobre €l % de motilidad espermatica a 8 h de
conservacion mostraron diferencias altamente signi-
ficativas (P=0.0001) con un coeficiente de variacién
de 8.64 %, misma que indica que los datos son con-
fiables. Para la evaluacion de medias Duncan
(0=0.05) a 8 h de conservacion (figura 4) para el
efecto de 6 SEs, sobre él % de motilidad a 8 horas
de conservacion, el SE con TCG logré conservar un
61.0 % motilidad, siendo superior a los demés SEs,
seguido por TACP, TCF, TAP y TG con 38.0, 30.0,
17.0 y 8.3 % de motilidad espermatica, mientras que
el SE TF, dejan de mantener motiles a los esperma-
tozoides. Estos resultados se atribuyen que la incor-
poracion del &cido citrico es aceptable ya que forma
parte en el metabolismo celular para la generacion
de ATP’s.

El SE que mantiene motiles a los epz es el TCG,
resultados que se atribuyen que los epz, utilizan
como fuente de energia mas frecuente a la glucosa,
molécula que forma parte de la via glucolitica gene-
rando 2 ADP, mas 36 ATP’s generados en el ciclo
del acido citrico, completa un total de 38 ATP’s
suficiente para su mecanismo de movimiento es-
permatico, a comparacién de los deméas SEs, que en
su composicion, quedandose solo con 36 ATP’s y 6
moléculas de CO..

Segun el andlisis de varianza (tabla 8) para el efecto
de 6 SEs, sobre él % de motilidad espermatica a 10
h de conservacién mostraron diferencias altamente
significativas (P=0.0001) con un coeficiente de
variacion de 10.5 %, misma que indica que aun los
datos son confiables para el presente analisis.

La comparacion de medias Duncan (0=0.05) como
se observa en la figura 5, la evaluacion del efecto de
los 6 SEs, sobre él % de motilidad a 10 h de conser-
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vacion, se observa que el SE con TCG logré con-
servar un 46.0 % de motilidad, siendo superior a los
demés SEs, seguido por TACP, TAP, TCF y TG
con 31.0, 12.0, 9.0 y 4.3 % de motilidad espermati-
ca respectivamente. Resultados que se atribuyen
que, el medio no esta afectando a las células, sino
que el epz va liberando mas CO,y agua, evento que
al transcurrir el tiempo también pueda estar ocu-
rriendo acidosis o alcalosis celular, ya que las célu-
las por efecto del pH pueden disminuir su metabo-
lismo y por efecto la motilidad, llegando a una
apoptosis celular a la reaccion del CO; en los dife-
rentes SEs.

En la figura 6, el comportamiento del efecto de 6
SEs sobre él % de motilidad espermatica durante 10
horas, se aprecia que el SE TCG mantiene 61 % de
motilidad hasta las 8 h de conservacion, seguido por
el SE TACP que manteniendo 55.0 % de motilidad
hasta las 6 horas, datos que son mejores a los demas
tratamientos, asi mismo el TG manteniendo 57.7 %
de motilidad hasta las 4 h, seguido por TAP que
manteniendo 54.0 % de motilidad hasta las 4 h,
mientras que los SE TCF y TF, mantiene mayor al
50.0 % de motilidad no mayor a 2 h, resultado que
se atribuye a que los epz lograron metabolizar de
acuerdo a la facilidad de aprovechamiento, mientras
mas facil de asimilar, mas generacion de energia y
mas gasto de energia por la hiper-activacion de las
células y posterior muerte celular.

Los SEs TG y TAP, muestran datos similares a la
hora 4 y 6, esta similitud puede deberse a que el epz
no encuentran fuentes para generar ATP’s, y las
celulas espermaticas estas pasando por un problema
de Apoptosis.

El dilutor TYG (tris-yema-glucosa) que mantiene
mayor porcentaje de epz viables en llamas (motiles
y vivos) conservados a 4 °C hasta 120 h para la in-
seminacion artificial (Santalla 2013).
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El dilutor Tris-glucosa mostr6 una vitalidad prome-
dio de 5418 %, durante un tiempo de 5.8 h, dato que
es inferior a los datos encontrados en la presente
investigacion con el SE TCG, y similar a los datos
del SE TG con un a motilidad de 57.7 % de motili-
dad espermatica a las 4 h (Raymundo et al. 2006).
Segun el andlisis de varianza (tabla 9) para el efecto
de 6 SEs, sobre el % de vitalidad espermatica a 0 h
de conservacion mostraron diferencias no significa-
tivas (P=0.4008) con un coeficiente de variacion de
3.0 %, la misma que nos indica que los datos son
confiables.

En la evaluacién de medias Duncan (¢=0.05) a 0
horas de conservacién (tabla 10), para la evaluacion
del efecto de los 6 SEs, sobre él % de vitalidad a 0 h
de conservacion, se observa que todos los SEs TCG,
TG, TF, TCF. TCAP y TAP, logran conservar 97.0,
96.0, 95.0, 95.0, 95.0 y 94.0 % de vitalidad esper-
matica.

Se puede atribuir que la ecuaciéon quimica balancea-
da entre componentes quimicos iniciales como el
sustrato y los nuevos componentes quimicos como
producto formados para una reaccién quimica parti-
cular, existe una reversibilidad del producto y sus-
trato (Davalos & Olazadbal 2002) y (Peter et al.
2008).

El analisis de varianza (tabla 11) para el efecto de 6
SEs, sobre él % de vitalidad espermatica a 2 h de
conservacion mostraron diferencias altamente signi-
ficativas (P=0.0001) con un coeficiente de variacion
de 5.5 %, la misma que nos indica que los datos son
confiables.

La comparacion de medias Duncan (¢=0.05), para la
evaluacion del efecto de los 6 SEs, sobre él % de
vitalidad a 2 h de conservacion (figura 7), se obser-
va que el SE TCG logr6 conservar un 91.0 % de
vitalidad, siendo superior a los demés SEs, seguido

por TCAP, TG, TCF y TAP, con 78.0, 76.0, 72.7 y
68.3 % de vitalidad, mientras que el SE TF solo
logré mantener el 60.7 % de vitalidad espermética
siendo dato inferior a los demés SEs.
La variabilidad de la motilidad entre los SEs eva-
luados a 2 h, los SEs TCG y TCAP, mantiene un
proceso secuencial debido que, la glucosa y el &cido
piravico deben pasar por un proceso de reestructu-
racion de la molécula para ser incorporado en el
ciclo del &cido citrico, mientras que los SEs TAP y
TF, tienen una reaccidn de difusion facilitada, pene-
trando en la célula; agua, urea, Na, K, fructosa, en-
tre otros moléculas pequefias, ocurriendo en la célu-
la, un transporte activo primario, la energia procede
directamente de la ruptura de la molécula de ATP o
de otra molécula energética con fosfatos de alta
energia (Peter et al. 2008).
Realizando el analisis de varianza (tabla 12) para el
efecto de 6 SEs, sobre el % de vitalidad espermatica
a 4 h de conservacién mostraron diferencias alta-
mente significativas (P=0.0001) con un coeficiente
de variacion de 6.4 % que indica que los datos ob-
tenidos son confiables.
En la figura 8 de comparacion de medias Duncan
(0=0.05) a 4 h de conservacion para la evaluacion
del efecto de los 6 SEs, sobre él % de vitalidad a 4 h
de conservacién, se observa que el SE TCG logré
conservar un 89.7 % de vitalidad, siendo superior a
los demas SEs, seguido por TCAP, TG, TAP, TCF
y TF con 74.7, 65.3, 63.7, 55.7 y 36.7 % de vitali-
dad espermaética.
Al pasar el tiempo los epz en los SEs TCF, TF y el
testigo, por efecto de la temperatura los epz van
acelerando su metabolismo celular y generando mas
ATPs y liberando en cada ciclo dos moléculas de
CO,, esto hace que los epz al transcurrir el tiempo
perdian la motilidad individual en caso de los SE y
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en cambio el testigo, tiene nutrientes necesario para
pasar el tracto peniano y almacenarse en un corto
tiempo en la tracto genital de la hembra. A compa-
racion de los SEs TCG, TCAP y TG, por ser molé-
culas complejas que antes de ingresar al ciclo deben
pasar por un proceso de descarboxilacién y oxida-
cién para generar otras reacciones, hecho que per-
mite que los epz realicen mejor su metabolismo
(Blanco 2010).

Segun el andlisis de varianza (tabla 13) para el efec-
to de 6 SEs, sobre él % de vitalidad espermatica a 6
h de conservacion mostraron diferencias altamente
significativas (P=0.0001), con un coeficiente de
variacion de 6.5 %, resultado que nos indica que los
datos son confiables. En la evaluacion de medias
Duncan (0=0.05), para la evaluacion del efecto de
los 6 SEs, sobre el % de vitalidad a 6 h de conserva-
cion, se observa que el SE TCG sigue logrando
conservar un 80.7 % de vitalidad, siendo superior a
los demas SEs, seguido por TCAP, TCF, TAP, TG
y TAP, con 59.0, 42.3, 35.0 y 34.7 % de vitalidad,
mientras que el TF, logran mantener solo el 7.7 %
de vitalidad espermaética, siendo datos inferiores a
los demés SEs durante 6 h de conservacion. (tabla
11)

El metabolismo glicolitico que desarrolla el esper-
matozoide, hace que el pH intracelular disminuya y
el metabolismo celular quede reducido, el Tris en
este caso puede regular el pH en un rango mas am-
plio y no es dependientes de la temperatura, este
componente tamponador esté entre 6.8 a 7.2, esto no
se estabiliza hasta las 8 - 9 min en el medio y en la
celula ocurre por efecto del equilibrio del medio, la
disponibilidad de los nutrientes es mas facil de asi-
milar, efecto por el cual la fructosa, son més fécil de
incorporar a su metabolismo que a comparacién de
con la glucosa y el &cido piravico (Peter et al.
2008).
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Segun el andlisis de varianza (tabla 14) para el efec-
to de 6 SEs, sobre el % de vitalidad espermatica a 8
h de conservacion mostraron diferencias altamente
significativas (P=0.0001) con un coeficiente de
variacion de 6.7 %, dato que es confiable para el
presente analisis.

En la valoracion de medias Duncan (0=0.05), para
la evaluacion del efecto de los 6 SEs, sobre el % de
vitalidad a 8 h de conservacion (figura 10), se ob-
serva que el SE con TCG logré conservar 66 % de
vitalidad, siendo superior a los deméas SEs, seguido
por TACP, TCF, TAP y TG con 44.3, 35.0, 25.3 y
13 % de vitalidad, mientras que el SE TF, solo lo-
gran mantener un 1 % de vitalidad espermatica,
siendo inferiores a los demas SEs.

El SE que mantiene viables a los epz es el TCG,
resultado que se atribuye el los epz utilizan como
fuente de energia mas frecuente a la glucosa, molé-
cula que forma parte de la via glucolitica generando
2 ADP, mas 36 ATP’s generados en el ciclo del
acido citrico, completa un total de 38 ATP’s sufi-
ciente para su mecanismo de movimiento esperma-
tico, a comparacion de los demas SEs, que en su
composicion, resulta ser insuficiente quedandose
solo con 36 ATP’s mas 6 moléculas de CO- (Blanco
2010).

El anélisis de varianza (tabla 15) expresa que para el
efecto de 6 SEs, sobre él % de vitalidad espermatica
a 10 h de conservacion mostraron diferencias alta-
mente significativas (P=0.0001) con un coeficiente
de variacion de 7.4 %, lo cual nos indica que los
datos son confiables.

En cuanto a las medias Duncan (¢=0.05) a 10 h de
conservacion (figura 11) para la evaluacion del
efecto de los 6 SEs, sobre el % de vitalidad esper-
matica a 10 h de conservacion, se observa que el SE
TCG logro conservar un 56.0 % de vitalidad, siendo
superior a los demas SEs, seguido por TCAP, TCF,
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TAP y TG con 38.0, 18.0, 13.0 y 7.0 % de vitalidad
espermatica. Este resultado se atribuye que el acido
citrico participa directamente el metabolismo celu-
lar y su posterior reaccion para la generacion de
ATP’s (Peter et al. 2008).

El comportamiento del efecto de 6 SEs sobre él %
de vitalidad espermatica evaluados durante 10 h, el
SE con TCG mantiene un 66.0 % de vitalidad es-
permatica hasta 8 h de conservacion como se obser-
va en la figura 5, a comparacion del SE TF, muestra
un 60.07% de vitalidad en un tiempo de 2 h, esto se
atribuye a la disponibilidad de azucares en el medio,
la velocidad de asimilacion de los mismo y la libe-
racion inmediata de desechos metabolicos como el
CO2en el medio.

Limachi (2013), indica que el porcentaje de vitali-
dad debe estar superpuesto a 60 - 72 % de esperma-
tozoides vivos y por encima del 50% de motilidad,
para una eficiente inseminacion artificial. Donde la
vitalidad y la motilidad espermatica van relaciona-
das uno con otro (figura 12).

El sustrato energético TCG llegd a mantener una
mayor vitalidad de los espermatozoides los cuales
estarian aptos para la IA hasta las 8 a 9 h ya que el
mismo contiene azucares que es utilizado para la
generacion de energia, resultando que el espermato-
zoide siga manteniéndose con vida gracias a su me-
tabolismo celular y posterior generacion de ATP a
partir de la glucosa (Gonzales 2005).

Los factores que influyen en la reduccion del % de
vitalidad a partir de 3 a 4 h en los demés tratamien-
tos, derivado por la mayor actividad presente en los
espermatozoides por estar expuestos a 35 °C de
temperatura. Ademas, parece ser que en el interior
de los sustratos energéticos existe la formacion de
radicales libres en el trascurso del tiempo. Limachi
(2013), menciona que para la oxidacion, algin ele-

mento cede electrones libres, proceso denominado
oxidacion y otra, necesariamente los recibe, proceso
denominado reduccidén, del cual forman nuevos
radicales libres, que con el tiempo conducirian a la
muerte de la célula espermatica.

Las células espermaéticas conservadas a 35 °C se
mantienen moviles donde los espermatozoides si-
guen con su actividad metabolica produciendo ATP
en la mitocondria gracias al ciclo de Krebs, a partir
del &cido citrico. Mediante la oxido-reduccion se
forma radicales libres que son responsables de los
cambios estructurales y funcionales de los esperma-
tozoides llevando a la muerte en el transcurso del
tiempo (Peter et al. 2008).
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