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La crioconservacion de los epz de alpaca es importante para la mejora genética. El presente trabajo tuvo como propési-
to evaluar los parametros cinéticos de spz en semen fresco y crioconservado en dilutores, mediante el equipo ASAC.
Se utilizaron 3 alpacas machos, que fueron entrenados durante un mes en la coleccion de semen con la vagina artificial.
El esperma se congelé empleando dos diluyentes (AndroMed comercial) y (AndroMed comercial, &cido citrico, gen-
tamicina y glicerol). El semen tuvo las siguientes caracteristicas, volumen 1.5+0.7 mL, viscosidad 5.9+1.5, pH de 7.1,
con tendencia a alcalinidad y el color que predominé fue el blanco translucido. Los promedios de pardmetros cinéticos
en semen fresco fueron VCL (25.8+4.2 um/s), VSL (10.3+2.5 um/s) y VAP (18.9+3.2 um/s). Los pardmetros cinéticos
en semen crioconservado fuero el dilutor 2 VVCL (8.4+1.4 pm/s), el dilutor 1 (7.2+1.2 pm/s), VSL el dilutor 2 (3.4+0.8
pm/s), dilutor 1 (2.94£0.7um/s), VAP dilutor 2 (5.8+1.0 pm/s), dilutor 1 (4.8+0.8 um/s). Se concluye que el dilutor 2
constituye una alternativa mas para la crioconservacion de semen de alpaca.
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Cryopreservation of alpaca sperm is important for genetic improvement. The purpose of this work was to evaluate the
sperm kinetic parameters in fresh semen and cryopreserved in dilutors, using the CASA team. 3 male alpacas were
used, which were trained for a month in the semen collection with the artificial vagina. The sperm was frozen using
two diluents (commercial AndroMed) and (commercial AndroMed, citric acid, gentamicin and glycerol). The semen
had the following characteristics, volume 1.5+0.7 mL, viscosity 5.9+1.5, pH 7.1, with an alkalinity tendency and the
color that predominated was the translucent white. The averages of kinetic parameters found in fresh semen were VCL
(25.8+4.2 pm/s), VSL (10.3+2.5 pm/s) and VAP (18.9+3.2 um/s). Kinetic parameters in cryopreserved semen showed
that dilutor 2 VCL (8.4+1.4 um/s), dilutor 1 (7.2+1.2 pm/s), VSL dilutor 2 (3.4£0.8 pm/s), dilutor 1 (2.9+0.7um/s),
VAP dilutor 2 (5.8+£1.0 um/s), dilutor 1 (4.8+0.8 um/s). It is concluded that dilutor 2 is another alternative for cryo-
preservation of alpaca semen.
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Introduccion

La fisiologia reproductiva (FR) presenta una serie
de desafios en la recoleccidén de semen (CS) de ca-
mélidos sudamericanos (CSA), incluidos el aparea-
miento, postura, duracién de la copula, deposicion
intrauterina y eyaculacion durante la cépula. Se han
dado un sinfin de métodos para CS de alpacas y
llamas incluyendo vagina artificial (VA)%®, aspira-
cion epididimaria’, electroeyaculacion®’, condones
intravaginales’, esponjas intravaginales®.

La CS con preservativos intravaginales y esponjas
interfiere con copula, resultando una eyaculacion
incompleta, y el semen frecuentemente esta conta-
minado con sangre, células epiteliales, que no repre-
sentan la eyaculacion general, ya que la mayoria del
semen se deposita en el Utero®.

La aplicacién de tecnologias de reproduccién asisti-
da (TRA) en la industria ganadera moderna, particu-
larmente la inseminacidn artificial (1A), fertilizacién
in vitro (FIV) y la transferencia de embriones (TE),
contribuyen virtualmente a acelerar la mejora gené-
tica en diferentes especies domésticas. Sin embargo,
la utilizacion exitosa de estas técnicas, depende de
las caracteristicas biofisicas de los eyaculados obte-
nidos, y su capacidad para procesamiento con pér-
dida minima de potencial de fertilizacion espermati-
ca’.

El procesamiento del semen y la criopreservacion,
se estan convirtiendo en un requisito previo a la
aplicacion de TRA en camélidos, el desarrollo cons-
tante de IA con esperma congelado-descongelado
requiere esfuerzos para mejorar la calidad de las
técnicas de procesamiento de semen. Uno de los
principales desafios que restringe el desarrollo de
TRA en camélidos es la naturaleza altamente visco-
sa del plasma seminal®1t,

Durante la tltima década, se han utilizado diferentes
técnicas para mejorar las propiedades reolégicas del
semen y mejorar la motilidad de los espermatozoi-
des (spz) en CSA. Algunos investigadores aplicaron
licuefaccion mecanica, agitacion®, agitacion!?®,
puncién y pipeteo** y centrifugacion®, Gltimamente,
exposicion a ultrasonido con éxito para eliminar
viscosidad y mejorar la preservacion enfriada a
corto plazo del semen de dromedario®*. Otros auto-
res complementaron el diluyente de semen con dife-
rentes enzimas a fin de eliminar viscosidad, uso de
catalizadores de descomposicion con peroxido de
hidrogeno®®, catalizadores de descomposicion de
carbohidratos de cadena larga'’*8, enzimas proteoli-
tiCﬁSM’lS’lg-zz.

Avances recientes del andlisis de semen asistido por
computadora (ASAC) demostraron su capacidad
para una estimacion precisa de funcion espermatica
y heterogeneidad en comparacion con la evaluacion
tradicional del semen?. ASAC garantiza la detec-
cién de cambios sutiles en movimiento espermatico,
velocidad y morfologia, que confieren una discrimi-
nacion decisiva entre tratamientos en estudios de
procesamiento de semen?*. Por lo tanto, los centros
de IA, especialmente para los humanos, adoptan
ASAC para aumentar la objetividad en determina-
cion de la motilidad del esperma®.

En consecuencia, la investigacion actual tuvo como
objetivo determinar los parametros cinéticos de
espermatozoides de alpaca (Vicugna pacos L.) en
semen fresco y crioconservado.

Materiales y métodos

El presente trabajo de investigacion, se realizo en el
Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva Animal
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de la Unidad Académica Campesina Tiahuanacu de
la Universidad Catélica Boliviana “San Pablo”,
ubicada en la Comunidad de Achaca de la Tercera
Seccion Municipal de Tiahuanacu, Provincia Ingavi
del Departamento de La Paz, a una distancia de 72
km de la ciudad de La Paz, a una altitud de 3873
msnm, entre los paralelos, 18° 20" y 16° 40" Latitud
Sury 68° 35y 69° 15" Longitud Oeste?®.

Seleccidn y adquisicién de las alpacas. Se adquirié
y seleccioné alpacas de diferentes tamas del Muni-
cipio Catacora de la Provincia José Manuel Pando,
machos de 2 a 4 afios de edad, bajo los siguientes
criterios: de condicién corporal aceptable, testiculos
uniformes con consistencia, elasticidad y adherencia
prepucial liberada completamente, libre de lacera-
ciones, cicatrices, inflamaciones y otros. Se eligie-
ron 13 alpacas machos, de las cuales se prefirieron 5
machos ya que manifestaron interés de copula.
Desparasitacion 'y vitaminacion. Administrados
con: desparasitante PARAMEC 20 LA y FOSFO-
VIT.

Alimentacion. Con una dieta a base de forraje: pas-
tos nativos, con suplementos de heno de cebada y
alfalfa.

Adiestramiento de las alpacas machos. Se realiza-
ron tres sesiones de colecta en una semana, por un
mes, antes del periodo experimental para su acos-
tumbramiento a la cépula en la VA y a la habitua-
cién de la presencia del operador que realizé la co-
lecta del semen, utilizando como estimulo la alpaca
hembra, esto con el fin de garantizar que los anima-
les respondan satisfactoriamente durante el periodo
de la investigacion.

Preparacion de los materiales y ambiente. Se desin-
fecto el ambiente de evaluacién con alcohol al 70
%, los materiales se esterilizaron mediante irradia-
cién con luz Ultra Violeta con una intensidad de
20pW/cm?, durante 12 h, para evitar la contamina-
19

cion en la muestra, el ambiente se atempero a 37 °C,
con el fin de evitar que los spz sufran un shock tér-
mico al momento de ser evaluados.

Preparado de dilutores comerciales. Se realizé el
preparado de dos dilutores comerciales dilutor 1:
AndroMed 3 mL y agua destilada 6 mL. Dilutor 2:
AndroMed 3 mL, &cido citrico 0.14 mL, gentamici-
na 0.4 mL, glicerol 1.4 mL, y agua destilada 6 mL,
luego se procedio a la refrigeracion a 4 °C.
Coleccion de semen. Para la colecta de semen de
alpaca se utilizé el método de coleccion de VA, con
la intervencion del operador para la desviacion del
pene prepucio, la colecta durd aproximadamente 15
a 25 min, pasado este tiempo se retir6 al macho y se
procedio a coleccionar el eyaculado cuidadosamente
evitando contacto con la luz solar y el viento.
Evaluacion macroscépica del semen. i) color. Se
evalud directamente del tubo colector por observa-
cion directa, considerando las tonalidades basicas
del blanco, blanco lechoso, blanco cremoso y blan-
co cristalino?. ii) volumen. Se determiné mediante
la medicion en tubos de recoleccién graduados. iii)
pH. Se determin6 con la ayuda de papel tornasol
(indicador de pH). iv) filancia. Se tomé 10 pL de
eyaculado en un porta objeto para ser llevado frente
a un filanciometro y con la ayuda de una aguja se
estird el semen y se observo la altura de hilo de la
filancia en centimetros?,

Evaluacion microscopica del semen. i) motilidad
espermatica. Se colocd 10 pL de semen en un porta
objeto atemperado a 37 °C, para realizar la lectura
en un microscopio a objetivo 40X, contando y valo-
rando los spz que se mueven de forma rectilinea. ii)
evaluacion de los pardametros cinéticos de los spz de
semen fresco. Se utilizo el equipo ASAC, se tomd
una muestra de 10 pL del eyaculado y se deposito
en un porta objeto atemperado para ser llevado al
equipo ASAC para la evaluacion de los pardmetros
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cinéticos: Velocidad curvilinea (VCL), Velocidad
rectilinea (VSL) y la Velocidad promedio (VAP).
Incorporacion del dilutor. Posterior a la evaluacién
de la motilidad de los spz, se incorpor6 el dilutor 1y
2, a los tubos falcon que contenia el eyaculado.
Congelacion de semen. i) descenso de la temperatu-
ra. El semen diluido se sometio a reduccion de
temperatura a 5 °C, para que el crioprotector vaya
ingresando y protegiendo a la célula, para que al
momento del congelado no sufran shock térmico. El
tiempo que estuvo en refrigeracion fue de 2 h, gi-
rando cada 0.5 h a un angulo de 90°.

Identificacion de las pajillas. Se codifico las paji-
llas, identificandolos por: especie, macho donador
del semen, fecha y el dilutor utilizado.

Empajillado de semen. Transcurrido el tiempo esta-
blecido se prosigui6 al empajillado del semen dilui-
do, para esto se utiliz una jeringa modificada boca
ancha para el encaje de las pajillas, seguidamente se
acoplo las pajillas codificadas, subsiguientemente se
succiond el semen dejando un espacio de aire de 1
cm en cada pajilla.

Sellado de la pajuela. Cargado la pajilla con semen
diluido, se prosigui6 con el sellado y posteriormente
se mantuvo refrigerado a una temperatura de 5 °C
antes de la congelacion.

Crioconservacion. Se realiz6 manualmente, con el
método de congelado a vapor de nitrégeno, en un
recipiente criogénico modificado, se retird las pa-
juelas del refrigerador y se depositd en la rejilla del
criogénico, seguidamente se incorpord nitrégeno al
recipiente y se sumergio las pajuelas al vapor del
nitrogeno a una distancia de 4 cm del nitrégeno
liquido por un lapso de 10 min, pasado este tiempo
se sumergio y se mantuvo la rejilla con pajuelas a
una distancia 1 cm distanciado del nitrégeno liquido
durante 5 min, transcurrido este tiempo se sumergio
poco a poco la rejilla con las pajuelas al nitrégeno
liquido hasta sumergirlas por completo. Las pajue-

las fueron almacenadas en el tanque de nitrégeno
liquido a una temperatura de -196 °C.

Descongelado de pajuelas. Las pajuelas se descon-
gelaron en bafio maria a una temperatura de 38 °C,
por un tiempo de 1 min la muestra se llevé en el
portaobjeto para evaluar la motilidad de los spz.
Evaluacion de los parametros cinéticos de los es-
permatozoides crioconservados. Evaluado y obser-
vado la motilidad de los spz se evalué los parame-
tros cinéticos de los spz usando el equipo ASAC,
para la evaluacion de los siguientes parametros ci-
néticos: VCL, VSL y VAP.

Anélisis estadistico

Factor de estudio: machos 1, 2y 3, dilutores: 1 (An-
dromed comercial) 2 (Andromed + acido citrico +
gentamicina + glicerol)

Variables de respuesta. Caracteristicas macroscopi-
cas del semen fresco: pH, color, volumen, filancia.
Parametros cinéticos del semen fresco. VCL, VSL,
VAP. Parametros cinéticos de semen post congela-
dos. VCL, VSL, VAP.

Disefio experimental. Para el analisis macroscopicas
y los pardmetros cinéticos en semen fresco se utilizd
el programa estadistico SAS, se obtuvo: promedio,
coeficiente de variacion y desviacién estandar. Para
analizar el efecto de los machos y dilutores en la
crioconservacion de semen sobre los parametros
cinéticos, se utilizd disefio completamente al azar
con arreglo bifactorial el modelo estadistico es el

siguiente:

Yijn=p-taj+pj+(ap)ij+zijn
Yijn = Observacion cualquiera. = Media general del experimento. aj = Efecto del
i-ésimo machos. Bj = Efecto del j-ésimo dilutores. (af)ij = Interaccion del i-ésimo machos

con la j-ésimo dilutores. Interaccion machos x dilutores. Eijjn = Error experimental

Pruebas de promedios. Las diferencias estadisticas
encontradas fueron analizadas mediante la prueba
de comparacion de medias DUNCAN a un nivel de
significancia del 5 % (o = 0.05).
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Resultados

Tabla 1 Valores de las caracteristicas macroscopicas del semen fresco de alpaca colectados por vagina artificial

Caracteristicas Macroscépicas N Promedio DSt Max Min
Color 20 Blanco translucido - - -

pH 20 7.1 0.2 74 6.7

Volumen (mL) 20 15 0.7 25 15

Filancia (cm) 20 59 15 6 1.8

Tabla 2 Valores de pardmetros cinéticos de espermatozoides del semen fresco evaluados mediante el equipo ASAC

Parametros Muestra N Promedio SD+ C.v.

macho 1 20 24.0 3.8 15.6

Velocidad curvilinea (um/s) macho 2 20 24.1 3.6 15.1
macho 3 20 29.3 5.2 17.7

macho 1 20 8.0 18 22.6

Velocidad rectilinea (um/s) macho 2 20 7.8 18 22.9
macho 3 20 15.9 4.0 25.0

macho 1 20 115 2.2 19.4

Velocidad promedio (um/s) macho 2 20 11.3 2.4 211
macho 3 20 23,9 35 10,5

Tabla 3 Valores de pardmetros cinéticos de semen crioconservado evaluados mediante el equipo ASAC

. Grupo . Tipo Grupo Promedio
Parametros N cv Muestra Duncan machos Promedio machos Dilutor Duncan Dilutor Dilutor

2 A 8.4
80 macho 3 A 9.0 1 B 79
. . 2 A 8.4
Velocidad curvilinea (um/s) 80  23.3 macho 2 B 7.2 1 B -
2 A 8.4
80 macho 1 B 72 1 B -
2 A 3.4
80 macho 3 A 4.7 1 B ’9
. » 2 A 3.4
Velocidad rectilinea (um/s) 80 26.3 macho 2 B 23 1 B ’9
2 A 3.4
80 macho 1 B 23 1 B 9
2 A 5.8
80 macho 3 A 7.0 1 B 48
. . 2 A 5.8
Velocidad promedio (um/s) 80 21.7 macho 2 B 34 1 B 48
2 A 5.8
80 macho 1 B 34 1 B 48
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Figura 1 Comparacion de las velocidades cinéticas espermaticas del semen fresco colectado por vagina artificial
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Figura 2 Comportamiento de las velocidades espermaticas por efecto de crioconservacion en dos dilutores
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Discusién aplicacion de dilutores, y eliminacién de contami-

Los procedimientos para el procesamiento del se-
men difieren en especies y méas alin en los CSA, ya
que presentan problemas en el manejo, congelacion,

nantes que presentan como células epiteliales, san-
gre y otros, en su evaluacion macroscopica, el vo-
lumen fue superior, ya que los machos fueron jove-

nes, 2 a 4 afios de edad, presentaban condicién cor-
22
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poral buena, también puede atribuirse a la tempera-
tura de la VA, que fue similar al de la hembra, en
tanto hay reportes, con volumen promedio por mé-
todo de electroeyaculacion de 1.58 mL?°, se men-
ciona que volumen colectado en VA modificada
incorporada al maniqui de alpaca 1.03 mL, con
hembras receptivas 1.73 mL*, EI volumen prome-
dio de semen de las colectas realizadas fue 1.5 mL,
gue esta entre los reportados por los anteriores auto-
res. Investigaciones realizadas, mencionan que el
volumen obtenido por el método de maniqui de
alpaca en la época lluviosa 1.28 mL y en época seca
1.12 mL3%

La filancia del semen fresco de alpaca presento un
promedio de 5.9 cm, mientras que Ordéiiez et al.?,
obtuvo un promedio de 1.6 cm, con un macho con
experiencia en empadre para la reproduccion, una
filancia de 1 cm, al mismo tiempo indica que mien-
tras més baja sea la filancia existe mayor concentra-
cion de spz3™.

La viscosidad del semen se debe a las mucoprotei-
nas secretadas por las glandulas bulbouretrales que
constituyen el 80 % del eyaculado, la alta viscosi-
dad del semen de llama, se atribuye al fosfato de
espermina y proteinas, estas son secretadas por la
glandula prostatica®, el extracto de pifia al presentar
la enzima bromelina, una endopeptidasa, rompe las
uniones peptidicas las que producen una ruptura a
nivel de la lisina, alanina y tiroxina®.

Un pH en época de lluvia 7.59, en época seca 7.70,
por lo que menciona que existe diferencias entre las
épocas de coleccion®. El pH, normalmente varia
entre 7.2-8.2, debe medirse antes de una hora de la
eyaculacion, ya que se libera CO, que modifica a
valores fuera de este rango pueden significar una
infeccion genital, si los valores estan por debajo de
7, la causa puede deberse a una obstruccion de los
conductos eyaculadores o bien a una agenesia de
23

los vasos deferentes. Por otro lado, si los valores
del pH del semen se encuentran por encima de 8.2,
la causa se debe a que el plasma seminal haya libe-
rado dioxido de carbono CO, de forma continua
provocando de esta forma un aumento del pH3L.

El promedio de pH del semen en la presente inves-
tigacion fue 7.1, siendo inferior al anterior autor, se
asume que el pH sufrié cambios y modificacion en
el momento de la colecta por la presencia de CO..
Dado que los spz en condiciones aerobias al mo-
mento de la recogida de tubos colectores, descom-
ponen la fructosa en é&cido lactico, el pH disminuye
es posible, el tiempo transcurrido desde la recogida
a su determinacion. Por otro lado, el semen colec-
tado por medio de VA usualmente tiene menor pH,
que el colectado por medio del masaje rectal. En
este Ultimo método, el pH oscila en un rango de 7.5
a 8. Eyaculaciones sucesivas tienden a aumentar el
pH, y el semen que no contiene spz, provenientes
de toros que tienen inflamacion de los epididimos,
o el semen obtenido por medio de la vasectomia,
tienden a tener niveles de pH mayores®.

Los valores de VCL de 24.0 um/s del macho 1, el
macho 2, 24.1 ym/s alcanzando valores de 29.3
pm/s el macho 3, la diferencia pudo influenciar en
el obtenido de los resultados, podria ser por el fac-
tor de temperatura. Los valores de coeficientes de
variacién para cada macho en la evaluacién de la
VCL varian desde un 15.6% para el macho 1y un
15.1 % para el macho 2, sucesivamente a 17.7 %
para el macho 3, se podria decir que los datos me-
nores son méas confiables para realizar la criocon-
servacion.

En la figura 1, sefiala parametros cinéticos estadis-
ticos, reportan las caracteristicas de los eyaculados
obtenidos en 3 alpacas machos en semen fresco sin
dilutor, pero incorporado bromelina para disminuir
la filancia, la mayor parte de las caracteristicas
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seminales analizadas presentaron coeficientes de
variacion moderados, los que estdn dentro de los
rangos de 25.0 % a 14.8 %.

Los resultados en promedios en la VCL tuvieron
como promedio de (24.0£3.8, 24.1£3.6 y 29.3+5.2
pm/s), en la VSL se obtuvo promedios de (8.0+1.8,
7.8+1.8 y 159440 pum/s) y en la VAP un
(11.5%2.2, 11.3+2.4 y 23.9£3.5 pm/s. Sin embargo,
hay reportes promedios 68.2+17.7 um/s en la VCL,
19.9+£8.1 um/s en la VSL y 38.2+13.4 um/s en la
VAP, en semen fresco, la investigacién hecha por
este autor fue realizada en alpaca macho de 7 afios
de edad, agregd el dilutor Triladyl® al semen?®. En
semen fresco de conejo, utilizando el sistema
ASAC, obtuvo una VCL de 84.9+1.1, 41.7+0.9
pm/s de VR 56.1+0.9 um/s de VAP incorporando
el dilutor, 0.25M de Tris[hidroximetil]-
aminometano, 88mM de &cido citrico, y 47mM de
D-glucosa, al que se adicionaron los crioprotectores
dimetilsulféxido y sacarosa a una concentracion de
3.5My 0.1M respectivamente®.

La VCL en nuestra investigacion presento
24.0+3.8, 24.1£3.6 y 29.3+5.2 pm/s, estos datos
resultan ser menores a los descritos por Ordo6fiez et
al.?® que reporta un 68.23+17.7 um/s, Ferrian® de
84.9+1.1 um/s, las diferencias que existe entre los
resultados se podria asumirse que estos autores
utilizaron dilutores en el semen colectado, en cam-
bio en el presente trabajo no se agregd al semen
ningun dilutor para la capacitacion de los spz.
Nuestros datos de VSL 8.0+1.8, 7.8+1.8s y
15.944.0 pm/s, estos efectos minimos de los resul-
tados en comparacion a los datos reportados por
Ordoiiez et al.?® de 38.2+13.4 um/s y a los de Fe-
rrian® indica que reporto 41.7+0.9 um/s, las dife-
rencias que existentes entre datos se debe a que los
spz probablemente sufrieron una hiperactivacion
para continuar con la motilidad progresiva.

La VAP en semen fresco de alpaca evaluado con el
equipo ASAC reporto un 11.5+£2.2 um/s, 11.3+2.4
um/s y 23.9+£3.5 um/s, son menores a los citados
por Ordofiez et al.?® con valores promedio
38.2+13.4 um/s, con respecto a lo observado por
Cucho et al.* en semen de zorro con promedio
52.5+42.2 um/s, la discrepancia que existe entre
resultados se debe a que la velocidad de los spz que
no tuvieron un desplazamiento extenso en su tra-
yectoria, en cambio también se observa que existe
una baja actividad espermaética, como lo manifies-
tan los datos de las variables de velocidad (VCL,
VSL, VAP). Al observar los valores medios de la
cinética espermatica de cada uno de los machos
alpaca, podemos advertir que también experimen-
tan la misma tendencia, por tanto, los indices de
linealidad, rectitud y oscilacion seran superiores en
valores.

Los analisis de varianza para las velocidades de los
spz a efecto de ser crioconservados con los diluto-
res 1 (AndroMed comercial) y el dilutor 2 (Andro-
Med comercial, gentamicina, &cido citrico y glice-
rol), expresan diferencias entre los pardmetros ciné-
ticos (VCL, VSL y VAP), en los 3 machos, las
diferencias significativas (p<0.05), tabla 3.

En la figura 2, se observa el comportamiento de las
velocidades (curvilinea, rectilinea y promedio) en
semen de alpacas crioconservado con los dilutores
1y 2. Como en la tabla 3, el dilutor 2 mantiene
resultados superiores con respecto al dilutor 1 que
presento descenso en la motilidad de los spz.

Los resultados con el dilutor 2, tuvieron como pro-
medio VCL el macho 3 (9.0 um/s), el macho 2 (7.2
pm/s) y el macho 1 (7.2 pum/s), el dilutor 2 para los
3 machos fue de 8.4 y el dilutor 1 logr6 un prome-
dio de 7.2 para los 3 machos. Asi mismo VCL ob-
tuvo un coeficiente de variacion del 23.3 % este
valor fue para los 3 machos,
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La VSL promedios fueron, macho 3 (4.7 um/s),
macho 2 (2.3 um/s) y macho 1 (2.3 um/s), con un
coeficiente de variacion para los 3 machos de 26.3
%, los promedios entre dilutores se puede observar
la diferencia que existe ya el dilutor 2 obtuvo en
promedio un 3.4 en los 3 machos esto resulto ser
superior en los comparacion al dilutor 1 que tuvo
un promedio de 2.9 para los 3 machos y la VAP en
el macho 3 (7.0 um/s), macho 2 (3.4 um/s) y ma-
cho 1 (3.4 um/s), los promedios con el dilutor 2 fue
5.8 y el dilutor 1 4.8, con un coeficiente de varia-
cién para los 3 machos de 21.7 % en la VAP tam-
bién se puede distinguir claramente la diferencia en
los valores de los dilutores.

Medina et al.*’, Farrel et al.*®, menciona que los
resultados en semen de bovino crioconservado en la
VCL fue 30.4 um/s, la disminucion de la motilidad
de los spz se deba a que sufrieron una hiperactiva-
ciéon al momento de la congelacion pudo haber un
dafio en el acrosoma.

Ancco et al.*, obtuvo un promedio de VCL
73.2+£9.1 pm/s, VSL 26.1+3.5 pum/s, VAP 41.4+4.6
pm/s, en semen empajillado post-descongelado de
bovinos pero antes de la centrifugacion con Percoll.
Tejerina®, menciona que en la VCL sin cafeina.
87.8£14.5 pm/s, con cafeina 104.58+12.61 um/s,
VSL sin cafeina 65.1+12.4um/s, con cafeina
85.7£10.6 um/s, VAP sin cafeina 71.6+12.9 um/s,
con cafeina 91.9+11.1 um/s, estos datos fueron eva-
luados en semen de verraco para lo cual se trabajé
con una docena de verracos.

La pérdida del porcentaje de motilidad desde la
coleccion de semen en la refrigeracion, depende de
la temperatura final, la velocidad de disminucion de
la temperatura, la relacion de la dilucion e intervalo
de tiempo que los spz se hallan expuestos a la tem-
peratura final de refrigeracion®.
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En nuestra investigacion la comparacion realizada
de VCL valores inferiores de motilidad incorpora-
dos con 2 diferentes dilutores, (9.0, 7.2y 7.2 um/s),
ocurrieron cambios en el descenso VCL de los spz
en comparacion del dilutor 2 con el dilutor 1 como
se observa en la tabla 3 y en comparacion con los
resultados reportados por el semen de bovino crio-
conservado una VCL fue 30.4 um/s"-%,

Los spz incorporados con dilutores para la congela-
cion, reaccionaron de forma completamente distinta
a los procesos de la crioconservacion, debido a que
sufren dafios en el metabolismo espermatico y afec-
to a dos estructuras muy importantes para el desa-
rrollo de la motilidad espermatica: la mitocondria y
el flagelo.

En la VCL en semen crioconservado de alpaca, los
promedios, 4.7, 2.3 y 2.3 um/s, los datos similares
entre el macho 1y 2 después de la descongelacion
puede deberse a que los 2 machos son de misma
edad y el macho 3 tiene una edad mayor.

Segln Benon & Linet*, reportan que hay un au-
mento significativo en amplitud del desplazamiento
lateral de la cabeza (ALH), VCL y en menor pro-
porcion VSL. Esto parece caracterizar por un au-
mento significativo en el esperma hiperactivo cau-
sada por los dilutores. En comparacion con el ante-
rior autor mencionado se puede observar la dismi-
nucién de la VSL en los spz de alpacas probable-
mente la reaccidn de los spz se podria dar a conse-
cuencia de la incorporacién del dilutor al semen de
alpaca y debido a que no ingresé el dilutor por com-
pleto al interior de los spz en el momento de la re-
frigeracion y se haya formado cristales de hielo.

Los datos obtenidos en nuestra investigacion VAP
en semen crioconservado de alpaca fueron, 7.0, 3.4
y 3.4 um/s, debido a la influencia de los diluyentes
la disminucion de la motilidad espermatica es nota-
ble, la funcion que cumplen los diluyentes o crio-
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protectores es sustituir y extraer el agua del cito-
plasma y asi evitar que durante la crioconservacion
se formen cristales de hielo en el interior de la célu-
la, si no se realiza la deshidratacion adecuada de los
spz puede producir dafios irreversibles al momento
de la crioconservacion.

Existen alteraciones en spz debido a que al momen-
to de la crioconservacion, con valores superiores a
los autores mencionados anteriormente, son simila-
res en los spz de los 3 machos alpacas que se some-
tieron a 2 h de refrigeracion, en ese momento sufre
un proceso a la que se somete los spz la produccion
de ATP disminuye y se produce un shock térmico y
de esta manera reduce la vitalidad en el tiempo de
refrigeracién ya que puede existir el estrés oxidativo
la que sufren las membranas celulares y de manera
gue en el transcurso existe la liberacién de radicales
libres que conllevan a la muerte celular y los spz en
la etapa de refrigeracion a 5 °C no cesan su activi-
dad metabolica, al estar inmodviles estas se encuen-
tran en constante produccion de ATP mediante el
ciclo de Krebs en las mitocondrias.

Las células espermaticas sufren dafios severos du-
rante la congelacion. Para lograr éxito en dicho
proceso el spz debera sufrir previamente una serie
de cambios, englobados bajo la denominacién de
capacitacion, que entre otros fendmenos desencade-
na un cambio en el patrén cinético que recibe el
nombre de “hiperactividad™®, caracterizandose por
un escaso movimiento progresivo, muy vigoroso y
con amplios batidos flagelares*.
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