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ABSTRACT

The objective was to evaluate the effect of two methods of freezing on seminal quality and effect of
seminal plasma as an inducer of ovulation in pregnancy percentages in inseminated alpacas. The semen
collection was made post copula. After the collection of the ejaculates, motility and volume were
assessed. The ejaculates with volume (=1 ml) and motility (= 60%) were mixed (pool), 80 % was used
(3 samples/pool) and 20 % (2 samples/pool) during the experiment. Then and diluted in Tris-base with
20% egg yolk. The samples were cooled 1.5 hours at 5 °C. At that temperature it was combined with
the basic dilutor plus glycerol, obtaining a final concentration of 5% glycerol, then they were packed
in 0.5 mL (13 x 106 spem/straw) straws to be frozen by horizontal and vertical methods. The seminall
(semen + vaginal fluid) quality analysis was performed fresh and after cooling and thawing.
Insemination was performed in two groups with thawed semen from two straws of the vertical method,
the first group 20 females induced to ovulate with GnRH analog, the second group 20 females induced
to ovulate with seminal plasma. When comparing, the results obtained of motility, viability, HOST and
acrosomal integrity of fresh sperm, after the freezing process, decreased (p<0.05) compared to fresh
and refrigerated samples. On the other hand, when comparing the freezing methods, the sperm values
frozen by the vertical method were higher than those obtained by the horizontal method, with (p<0.05)
in motility and HOST without (p>0.05) in acrosomal integrity and viability. The vertical semen freezing
method can replace the horizontal method to obtain pregnancy.

Keywords: Semen, cryopreservation, pregnancy rate, alpacas.

RESUMEN

El objetivo fue evaluar el efecto de dos métodos de congelacién sobre la calidad seminal y efecto del
plasma seminal como inductor de la ovulacién en los porcentajes de prefiez en alpacas inseminadas.
La coleccién de semen se realizé pos copula. Tras la recogida de los eyaculados, se procedié a valorar
motilidad y volumen. Los eyaculados con volumen (=1 ml) y motilidad (= 60%) fueron mezclados (pool),
en el 80 % se utilizé (3 muestras/pool) y en el 20 % (2 muestras/pool) durante el experimento. A
continuacién, fueron diluido en Tris-base con 20 % de yema de huevo. Las muestras se refrigeraron 1.5
horas a 5 °C. A esa temperatura se combiné con el dilutor bdsico mds glicerol, obteniéndose una
concentracién final de 5% de glicerol, luego fueron envasadas en pajuelas de 0.5 mL (13 x 106
espermatozoides/paijilla) para ser congeladas por los métodos horizontal y vertical. El andlisis de la
calidad seminal (semen + fluido vaginal) se realizé en fresco, tras la refrigeracién y descongelacién.
La inseminacion se realizé en dos grupos con semen descongelado de dos pajuelas del método vertical,
el primer grupo 20 hembras inducidas a ovular con andlogo de GnRH, el segundo grupo 20 hembras
inducidas a ovular con plasma seminal. Al comparar, los resultados obtenidos de motilidad, viabilidad,
HOST e integridad acrosomal de los espermatozoides en fresco, tras el proceso de congelacién,
disminuyeron (p<0.05) en comparacién con las muestras en fresco y refrigerados. En cambio, cuando
se compara los métodos de congelacion, los valores de espermatozoides congelado por el método
vertical fueron superiores a los obtenidos por el método horizontal, con (p<0.05) en motilidad y HOST
sin (p>0.05) en integridad acrosomal y viabilidad. El método de congelacién vertical del semen puede
sustituir al método horizontal para obtener prefiez.

Palabras clave: Semen, crioconservacién, tasa de prefiez, alpacas.
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INTRODUCCION

La congelaciéon de semen es una biotecnologia reproductiva
muy poco empleada en camélidos sudamericanos (CSA). Las
dificultades en la coleccién de semen y manejo de las muestras
seminales, debido a su alta viscosidad, y el escaso conocimiento
sobre dilutores apropiados y curvas de congelamiento, se
constituyen en los principales factores que imposibilitan el
desarrollo de protocolos de criopreservacién con resultados
Sptimos de calidad espermdatica post-descongelado (Giuliano
et al., 2012; Casareto et al, 2012; Malo et al.,, 2017;
Skidmore et al, 2018; Tibary y Anouassi, 2018). Esto
determina que la inseminacién artificial quede restringida al
uso de semen fresco.

En los procesos de congelado y descongelado del
espermatozoide se modifica las caracteristicas biofisicas del
medio intracelular y provocan cambios en los lipidos vy
proteinas celulares que alteran o dafian la estructura y
fisiologia celular. La intensidad de estos dafios depende mucho
de la composicidon de los diluyentes y de la curva de
enfriamiento utilizada. Tanto en humanos como en animales
domésticos y silvestres se estudié y se traté de determinar la
combinacién éptima de curva de enfriamiento y diluyente
(Carretero et al,, 2014). Es asi, la crioconservacién de los
espermatozoides de CSA se realiza generalmente en 2 pasos:
en el primer periodo, el enfriamiento hasta los 5°C de 1,5 a 2
horas es suficiente para permitir un adecuado periodo de
equilibrio entre los espermatozoides y el medio (Bravo et al.,
2013). Cuando la temperatura del semen llega a 5°C,
empieza el segundo periodo o proceso de congelamiento. En
alpacas no se conoce la velocidad éptima de congelacién, el
método horizontal de congelacién empleado en casi todos los
estudios generalmente da valores de calidad seminal bajos al
descongelado (Vaughan et al., 2003; Bravo et al., 2013;
Terreros et al., 1015; Gémez-Quispe et al., 2016; Torres,
2018). Sin embargo, la utilizacién del método vertical puede
ser una alternativa para la congelacién de los
espermatozoides de CSA.

Por otra parte, los CSA son especies de ovulacién inducida (San
Martin et al., 1968); es decir, que necesitan un estimulo durante
la cépula para que se produzca la liberacién del ovocito.

En los ultimos afios, diversos estudios en camellos bactrianos y
CSA han demostrado la presencia de un componente del
plasma seminal del macho, de naturaleza proteica de una
masa molecular de 14 KDa, y 12-23 AA, al cual se le denominé
Factor Inductor de Ovulacién (OIF), debido a su capacidad de
inducir a ovulacién a las hembras sin ser apareadas y con solo
depositar plasma seminal en la vagina (revisado por Huanca
et al,, 2018). Asimismo, Adams et al., (2005) demostraron el
potente efecto Iuteotrépico del OIF, indicando que la
aplicacién intramuscular (IM) determina la liberacién de LH en
concentraciones mds elevadas y perdurables en el tiempo,
debido que el cuerpo liteo formado pos inyecciéon IM del
plasma seminal es de mayor didmetro. Con base a estos
antecedentes, el objetivo del presente estudio fue evaluar el
efecto de dos métodos de congelacién sobre la calidad seminal
y el efecto del plasma seminal como inductor de la ovulacién
en los porcentajes de prefiez en alpacas inseminadas.
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MATERIALES Y METODOS

Lugar de Estudio y Animales

El estudio se realizd en el fundo La Raya del Centro de
Investigaciéon IVITA-Marangani de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos, situado en el distrito de Marangani,
Cusco, Per, a una altitud de 4314 msnm. Se utilizaron 5
alpacas macho de 4 a 8 afios de edad y peso promedio de
68 * 3.5 kg, asi como 40 alpacas hembra de 3 a 7 afios de
edad, condicién corporal = 2.5 con peso promedio de 56 +
7.2 kg. Los animales se mantuvieron en pasturas naturales
durante todo el estudio. Los machos pertenecieron al grupo
elite de reproductores del centro.

Preparacion del diluyente de congelacion.

Se utilizé el método descrito para congelacién de
espermatozoides alpacas (Baca, 1998). La fraccién A fue en
base a 3.03 g de Tris, 1.70 g de dcido citrico, 1.25 g de
fructosa, 10 mg de tilosina, 50 mg de gentamicina, 180 mg de
lincomicina y 20 ml de yema de huevo de codorniz, y se
completé hasta 100 ml con agua bidestilada. La fraccién B se
prepard con 10 ml de glicerol completando hasta 100 ml con
la fraccién A.

Para la obtencién de la yema de huevo, se utilizaron huevos
de codorniz frescos, los cuales fueron rotos manualmente,
descartando la mayor cantidad de clara y obteniendo las
yemas. A continuacién, se procedié a rodar la yema de huevo
sobre un papel de filtro para eliminar las chalazas y restos de
albumina adheridos a la membrana vitelina, a la cual se le
practicé un corte para extraer una fraccién de la yema con
ayuda de una jeringa.

El plasma seminal fue obtenido siguiendo la metodologia de
(Turin et al, 2015) a partir del semen colectado de cinco
alpacas macho, de 4 a 8 afios de edad. La coleccién se realizé
una o dos veces por semana durante el mes previo al inicio del
experimento, con el uso de vagina artificial adaptada en un
maniqui de alpaca. El eyaculado fue diluido 1:1 (v/v) con
fosfato salino bufferado (PBS, Gibco, Grand Island, NY, EEUU)
y centrifugado a 1500 g por 30 min, para separar la fraccidn
celular del plasma seminal. Luego fue decantado en tubos
falcén de 10 ml, se agregé sulfato de gentamicina (10 mg por
cada 10 ml de solucién) y guardado en congelacién a -20 °C.

Coleccién de semen y protocolo de crioconservacién

La coleccién se realizé en los meses de enero a marzo, las
muestras de semen fueron obtenidas pos cépula, de acuerdo
con la técnica descrita por (Alarcén et al., 2012), para lo cual,
se utilizaron alpacas hembras adultas vacias y sexualmente
receptivas al macho. Cada hembra fue empadrada con un
macho, con una frecuencia de coleccién de semen dos veces por
semana, luego al terminar la copula, se inserté un espéculo
vaginal y todo el semen que se encontraba en la vecindad
externa de la cérvix fue colectado y depositado en un tubo de
vidrio graduado y mantenido a 37 °C. Se evalué la calidad
de la muestra de semen fresco mds secreciones de la hembra,
aceptando las muestras que cumplieron los siguientes requisitos:
volumen > 1 ml y motilidad total > 60 %. Se trabajé con 30
muestras (6 eyaculados por macho). A continuacién, las
muestras fueron mezcladas en un solo tubo (pool), en el 80 %
se utilizdé (3 muestras/pool) y en el 20 % (2 muestras/pool)
durante el experimento.
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Para el proceso de crioconservacion de la mezcla las muestras,
se diluyeron (1:1) con la fraccién A del dilutor a 35 °C.
Seguidamente, las muestras fueron enfriadas hasta 5 °C en un
tiempo de 90 min, descendiendo a un promedio de 3 grados
por min. A esa temperatura los espermatozoides enfriados se
diluyeron 1:1(muestra: dilutor) con la fraccién B del dilutor,
obteniéndose una concentracién final de 5% de glicerol y se
dejé estabilizar por 30 min para seguidamente envasar las
muestras en pajuelas de 0.5 ml.

A continuacién, la mitad de las pajuelas fueron congeladas por
el método horizontal y la otra mitad por el método vertical con
la misma concentracion de espermatozoides por pajuela. En el
método horizontal las pajuelas fueron acomodadas en una
canastilla de metal y transferidas a una caja de poliestireno,
conteniendo nitrégeno liquido (NL) y acomodadas 5 cm por
encima de la superficie liquida, durante 20 min (- 6.8 °C/min).
Finalmente, las pajuelas fueron inmersas en NL vy,
posteriormente, almacenadas en un tanque de NL.

Para el método vertical, descrita por (Hanzen et al., 2014). Las
pajuelas fueron colocadas en los globlets respectivos y
acomodadas en portagloblets dentro de un tanque de NL, a
una altura de 5 cm de la boca del tanque, de manera la parte
inferior del globets se encuentre a 15 cm sobre el nivel del NL;
en esta posicion se dejé a exposicion de los vapores por 20
min (-8.7 °C/min) y luego se sumergié en NL para su
conservacion.

Evaluacién de la Calidad Espermdtica

Se hizo una primera evaluacién (volumen y motilidad) luego de
su coleccidn en semen fresco; todas las muestras que tenian >
60 % de motilidad y volumen > Tml se juntaron en tubo (pool),
donde se evalué (motilidad, concentracién, viablilidad, HOST e
integridad acrosomal), una segunda después del refrigerado
y una tercera posterior a la descongelacién. Para la
descongelaciéon, cada pajuela se retiré del tanque y se
sumergié en agua a 37 °C durante 1 min y su contenido se
recuperd en un vial que se llevé a bafio maria a 37 °C por 5
min.

Concentraciéon espermdtica. Se determiné en una cdmara de
Newbauer. Una muestra de semen se diluyé 1:50 o 1:100, de
acuerdo a la evaluacién previa de la motilidad, en solucién de
NaCl al 3%. La concentracién espermdtica se expresd en
millones de espermatozoides por mililitro.

Motilidad. Se evalué en forma subjetiva. Se tomé 10 pl de
semen en una ldmina portaobjetos precalentada, cubriéndola
con una laminilla y observada a 40X en un microscopio de
contraste de fase. La motilidad se calificé como porcentaje de
espermatozoides con movimientos oscilatorios y progresivos en
un campo microscépico como lo describe Garnica et al., (1993).
La motilidad se expresé en porcentaje.

Viabilidad. Se evalué por medio de la tincién de eosina-
nigrosina (Hancok, 1957), en portaobjetos atemperados a 37
°C y con la ayuda de un microscopio éptico a 40X.
Inmediatamente después del frotis de cada laming, se procedié
a realizar el conteo de 200 espermatozoides en varios campos
del microscopio. Se consideraron como espermatozoides vivos
aquellos donde el colorante no penetré en la cabeza. La
viabilidad se expresé en porcentaje.
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Integridad de membrana plasmdtica. Se utilizé el test de
endosmosis (Hypoos-motic- Swelling test, HOST). Para esto, se
incubaron 25 pL de la muestra en 500 pL de solucién
hipoosmética (100 mOsm: citrato de sodio 0.490 gr + fructosa
0.900 gr + 2H20O c.s.p. 100 mL) durante 60 min a 37 °C y
luego se observé 10 plL de la muestra al microscopio. Un total
de 200 espermatozoides fueron contados en varios campos del
microscopio, donde los espermatozoides vivos con colas
dobladas e hinchadas fueron registrados como células positivas
a HOST (Aisen, 2004). Los resultados se expresaron en
porcentaje.

Integridad acrosomal. Se evalué por medio de la tincién de
eosina-nigrosina (Bamba, 1988), en portaobjetos temperados
a 37°Cy con la ayuda de un microscopio de contraste de fases
a 100X se evaluaron 200 espermatozoides en varios campos
del microscopio. Se consideraron como espermatozoides con
acrosoma integro y normal, aquellos donde se observa una
especie de semiluna oscura con bordes muy nitidos, sin ninguna
irregularidad en la parte mds externa de la cabeza del
espermatozoide. Los resultados se expresaron en porcentaije.
Inseminacién Artificial

Para la |A se seleccionaron 40 alpacas adultas con historia de
partos anteriores y un descanso sexual = 20 dias pos-parto.
Los animales que presentaban conducta receptiva ante la
presencia del macho y un foliculo pre ovulatorio = 7 mm
detectado por ecografia transrectal, mediante un ecégrafo
Aloka 500 (Aloka Co., Led Tokio, Japén) equipado con un
transductor lineal de 7.5 MHz, fueron inducidas a ovular
aleatoriamente en dos grupos: T1 (n=20): se les administro 2
ml de solucién de plasma seminal diluida 1:1 (v/v) en PBS;
T2(n=20); se le aplico 1 ml de un andlogo de GnRH (0.0042
mg de acetato de buserelina) (Conceptal, Intevet International
GMBH; Alemania ); ambos via IM. La IA se realizé a las 26-30
horas de la induccién de la ovulacién. La regién perineal fue
limpiada con una toalla himeda y se introdujo el espéculo
vaginal para identificar la os externa de la cérvix. El semen
descongelado de dos pajuelas (26 x 104 espermatozoides/ml)
del método vertical fue cargado en un aplicador de vacunos
depositando dentro del cuerpo del Utero. El diagnéstico de
prefiez se hizo por ecografia a los 30 dias de la IA. La
presencia de la vesicula embrionaria dentro del dtero fue
considerada como prefiez.

Andlisis Estadistico

Se empleé la estadistica descriptiva para evaluar el tiempo de
cépula, volumen de la muestra de semen mds las secreciones
de la hembra y concentracién. Los porcentajes de motilidad,
viabilidad, HOST+ e integridad del acrosoma fueron
transformados a valores angulares (dngulo=arcoseno
\/porcemoie final) para acercar los datos a la distribucidn
normal. Para determinar la existencia de diferencias
estadisticas se utilizé la prueba de andlisis de varianza
(ANOVA), asi como la prueba de postest de Duncan para
determinar diferencias estadisticas entre grupos. Para evaluar
el porcentaje de prefiez, se empled una regresién logistica con
el procedimiento Genmod del SAS 9.1.
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RESULTADOS

El tiempo promedio de cépula, volumen y concentraciéon
espermdatica de las 30 muestras colectadas fue de 20.2 £ 6.1
min, 2.5 + 0.5 ml y 80.9 * 17.1 x 106/ml, respectivamente.

Los valores de motilidad, viabilidad, HOST e integridad
acrosomal (Tabla 1) de los espermatozoides tras el proceso de
congelacién/descongelacién, disminuyeron significativamente

(P<0.05) en comparacién con las muestras en fresco vy
refrigerados. En cambio, cuando se compara los métodos de
congelacién, los valores presentados por aquellos
espermatozoides congelados por el método vertical fueron
superiores a los obtenidos por el método horizontal, con
diferencias significativas (p<0.01) en motilidad y HOST vy sin
diferencias significativas en integridad acrosomal y viabilidad.

Tabla 1. Pardmetros de calidad espermdtica (media * de, n=6) en muestras colectadas de 5 alpacas antes y después de la

congelacién por los métodos vertical y horizontal.

Pardmetros Métodos de congelacién
Espermaticos Fresco Refrigerado Vertical Horizontal
Motilidad (%) 70.29 £ 3.45¢ 56.66 + 3.24b 46.25 £ 4.79¢ 34.25 + 1.714
Viabilidad (%) 80.48 + 4.81« 74.52 £ 3.30¢ 54.24 + 9.62b 43.47 £ 16.67°
HOST (%) 70.83 £ 1.53¢ 61.61 £ 2,100 48.26 t 6.36¢ 38.38 + 5.70¢
Integridad acrosomal (%) 85.78 + 5.44« 81.87 + 4.59« 76.25 £ 3.02¢b 75.10 £ 6.33b

a, b Superindices diferentes dentro de filas indican diferencia significativa (p<0.05).

Los resultados de la tasa de prefiez de las alpacas inseminadas
con espermatozoides congelado por el método vertical (Tabla
2), indican que no existe diferencia significativa (p>0.05),
entre las hembras inducidas a ovular con plasma seminal (20%)
y las hembras inducidas a ovular con un andlogo de GnRH
(15%).

Tabla 2. Tasa de prefiez en alpacas posterior a la aplicacién
de plasma seminal y GnRH, e inseminadas con semen
descongelado por via cervical.

. Inseminadas Gestantes!
Tratamiento
(n) n %
T1-Plasma
seminal 20 4 20.0¢
T2-GnRH 20 3 15.0¢
Total: 40 7 17.5

! Determinado por ecografia en el dia 30 post servicio
ab |Letras iguales indican que no existen diferencias estadisticas
significativas.

DISCUSION

Las caracteristicas seminales encontradas en este estudio por
el método de coleccién pos cdpula son similares a reportes en
alpacas (Alarcén et al.,, 2012; Garcia, 2015), sin embargo,
fueron mejores al semen colectado con vagina artificial (Bravo
et al., 2000; Davalos y Olazabal, 2002; Huanca et al., 2012),
en motilidad, porcentaje de espermatozoides vivos y menor
porcentaje de espermatozoides muertos.

En el presente estudio, los valores de motilidad post-
descongelacion obtenida del 46.25 % son superiores a los
reportados de espermatozoides post-descongelaciéon de 6-
20% (alpaca: Vaughan et al., 2003, Santiani et al., 2005,
Canorio, 2008, Morton et al.,, 2010; llama: Carretero et al.,
2014), o 21-40% (alpaca: Terreros et al., 2015, Canorio et
al., 2015, Choez et al., 2017; llama: Burgel et al., 2000; Aller
et al.,, 2003), en espermatozoides con y sin plasma seminal, en
diferentes diluyentes, crioprotectores (tipo y concentracién),
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duracién de la exposicidon y temperatura del esperma al
crioprotector, empaque, tasa de congelacién y descongelacion.
Sin embargo, cabe destacar casi todos estos autores, utilizaron
el método de congelacién horizontal en vapores de nitrégeno,
donde las pajuelas para su congelacién de (5 °C a -140 °C)
fueron colocadas horizontalmente por encima de la superficie
del NL de 10 a 20 min, luego fueron sumergidas en NL (desde
-140 °C a -196 °C), hasta su descongelacién.

Por otra parte, la viabilidad de los espermatozoides puede
disminuir de 40 a 50 % durante el proceso de crioconservacién
segun la especie (Watson, 2000), e incluso los mejores
protocolos de crioconservacién no garantizan una alta
supervivencia de los espermatozoides (Medeiros et al., 2002).
Es el valor de 54.24 % de viabilidad de los
espermatozoides post-descongelados obtenido en el presente
estudio, es cercano a lo teéricamente esperado considerando
que la viabilidad inicial fue 80 %, este resultado puede
considerarse como aceptable, en comparacién con el estudio
de Santiani et al., (2005) quienes obtuvieron una taza de 33
% en espermatozoides eyaculado, también Choez et al,
(2017) reportan 38 % usando espermatozoides epididimarios.
Sin embargo, Canorio et al., (2015) reportan 60.9 % de
viabilidad en espermatozoides epididimario de alpaca,
usando como diluyente Tes-Tris-yema de huevo, suplementado
con el agente crioprotector la dimetilacetamida a 0.375 M, en
un sistema de congelamiento controlado, a velocidades de
3°C/min (4 a -2 °C), de 5 °C/min (-2 a -30 °C) y 8 °C/min (-
30 a -80 °C). Finalmente, las pajuelas se sumergieron en NL (-
196 °Q).

asi,

El porcentaje de HOST del presente estudio de 48.3 %, fue
superior a 24% reportado por Banda et al., (2010) quienes
utilizaron un sistema de congelamiento controlado con el
software Cryogenesis 4.0. Asimismo, Terreros et al., (2015)
reportaron porcentaje de 29% post-descongelado, donde las
pajillas fueron colocadas horizontalmente por encima de la
superficie del NL contenido en una caja de poliestireno para
lograr su exposicién a los vapores, primero a una distancia de
8 cm por 10 min y luego a 4 cm por 10 min, para luego ser
sumergidas en el NL. Por ofra parte, segiun los resultados
obtenidos, tras la refrigeracién y crioconservacién, los valores
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de la integridad acrosomal de 76.25 % fueron iguales a los

reportados por Morton et al, (2007, 2010) en
espermatozoides de alpaca; aunque utilizaron distintos
protocolos de evaluacién, criopreservaciéon y distintos

materiales biolégicos.

En el presente estudio, la mayor supervivencia espermdtica
obtenida va a depender de muchos factores, entre los cuales
se encuentran la calidad seminal inicial (Choez et al., 2013),
composicion de los diluyentes y método de congelacién, es asi,
la velocidad de congelamiento es de considerable importancia
para la calidad espermdtica durante el rango critico de
temperatura (Kumar et al., 2003). Este rango es definido como
el periodo donde ocurre la formacién de cristales de hielo y la
consecuente deshidratacién celular (Kumar et al.,, 2003) que
comprende entre =5 a —50°C. En ovinos la velocidad de
congelamiento de 5°C/min entre 5 a -25°C; 50°C/min entre —
25°C a -130°C y posterior inmersién en NL produce la mejor
viabilidad, actividad mitocondrial, integridad del acrosoma y
fertilidad in vitro e in vivo (Byrne et al.,, 2000). Por lo tanto,
para ovinos la reduccién de la temperatura a 5°C/min durante
el rango critico de congelamiento parece ser la mds cercana a
la velocidad éptima de congelamiento. No obstante, la
velocidad 6ptima de congelamiento varia en otras especies, en
espermatozoides  bovinos la  velocidad é6ptima de
congelamiento es 50-100°C/minuto (Medeiros et al., 2002), en
llamas el descenso de temperatura a velocidad de 10-12
°C/min hasta -15 °C y 25-40 °C/min hasta -120 °C dan los
mejores resultados en calidad espermdtica al descongelado
(Carretero et al., 2014). En alpacas no se conoce la velocidad
éptima de congelacién, en el método horizontal empleado en
este estudio como en la mayoria de los autores citados en
general, reportan los valores mds bajos al descongelado.
Donde las pajuelas fueron colocadas a una altura de 5 cm por
encima del NL, los vapores enfrian las dosis seminales
bruscamente de 5 °C a -25°C en pocos segundos por lo que la
oscilacion de la temperatura resultante es bastante
considerable, habiendo en este punto un evidente riesgo de
induccién intracelular de nucleacién de hielo, hasta que éstas
alcancen temperaturas cercanas a los -140 °C en un tiempo de
20 min (Salomén y Maxwell, 2000). Sin embargo, la utilizaciéon
del método vertical puede proporcionar una caida mds suave
en la temperatura, desde los 5 a -25°C con una notable menor
oscilacién de la temperatura (Hanzen et al, 2014),
obteniéndose los valores mds altos en calidad espermatica al
descongelado.

Respecto a la tasa de prefiez, los resultados obtenidos en el
presente estudio, en alpacas inseminadas con espermatozoides
descongelados, indican que no existe diferencia significativa
(p>0.05), entre las hembras inducidas a ovular con plasma
seminal y las hembras inducidas a ovular con el andlogo de
GnRH. Estos resultados son similares a los reportados por
(revisado por Huanca et al., 2018), quienes indujeron ovulacién
a un grupo de alpacas utilizando plasma seminal o un andlogo
de GnRH antes del empadre natural, la prefiez de las alpacas
inducidas ovulaciéon con GnRH, plasma seminal y control no
mostraron diferencias significativas, a pesar al efecto
luteotrofico del factor inductor de ovulacién presente en el
plasma seminal, que produce la liberacion de LH en
concentraciones séricas mds altas y persistentes en el tiempo
cuando se aplica por via intramuscular en comparacion a la
aplicacién de un andlogo de la GnRH (Adams et al., 2005;
Ulloa-Leal et al., 2014). Asi mismo, induce a la formacién de
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un cuerpo liteo de mayor tamaiio y duplica la secrecién de
progesterona producida por el cuerpo liteo formado por la
induccién de ovulacién con el andlogo de la GnRH (Turin et al.,
2015).

CONCLUSIONES

El método de congelacién vertical del semen puede sustituir al
método horizontal convencional para obtener prefiez.

El protocolo utilizado en este estudio permitié obtener prefieces
en alpacas.
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