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RESUMEN

Los objetivos del presente trabajo fueron
evaluar el efecto de la criopreservacion sobre la
motilidad y viabilidad de espermatozoides de
llama y obtener gestaciones por medio de la
inseminacién artificial (IA) con semen congelado
en hembras nacidas y adaptadas a la region de
la Puna argentina. El trabajo se llevd a cabo en el
Campo Experimental de Altura (CEA) del INTAde
Abra Pampa (Provincia de Jujuy, Argentina) ubi-
cado a una altitud de 3484 metros sobre el nivel
del mar. Los parametros espermaticos evalua-
dos en el semen fresco y congelado/desconge-
lado fueron la motilidad, viabilidad y fertilidad
mediante un test de IA a campo. El porcentaje
promedio (+ d.e.) de espermatozoides métiles y
viables disminuy® significativamente (p<0,05) de
54,3+10,5y68,5+12,3 p.100 en muestras de
semen fresco a 20,4 + 7,5y 32,4 + 10,5 p.100,
respectivamente, en muestras congeladas/des-
congeladas. Un total de 38 hembras fueron tra-
tadas con GnRH para inducir ovulacién, sin
previa observacion ecografica de la presencia
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de un foliculo ovarico. La IA con semen conge-
lado se realizé 24 horas después de la induccion
de la ovulacion. Las hembras de un grupo control
(n=23) fueron inseminadas con semen fresco
diluido. La tasa de gestacion obtenida por |A con
semen fresco (21,7 p.100) fue significativamen-
te mas alta (p<0,14) que la obtenida con semen
congelado (7,9 p.100). Tres hembras resultaron
prefiadas por IA con semen congelado y esta es
la primera comunicacién en la Argentina. Se
concluye que la criopreservacion disminuye la
calidad seminal llevando a una baja tasa de
prefiez.

SUMMARY

The objectives of the present work were to
evaluate the effect of cryopreservation on the
motility and viability llama spermatozoa and to
obtain gestations by means of artificial
insemination (Al) with frozen semen in females
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born and adapted at the argentinean Puna. This
work was carried out at the Experimental Field of
Altitude (INTA Abra Pampa, Argentina), wich is
located at 3484 m above sea level. Motility,
viability and fertility by means of Al field test were
evaluated on fresh and frozen/thawed semen.
The average percentage (+ s.d.) of motile and
viable spermatozoa declined significantly (p<0.05)
from 54.3 + 10.5 y 68.5 + 12.3 p.100 in fresh
samples to 204 + 7.5 y 32.4 + 10.5 p.100,
respectively, in frozen-thawed samples. A total
of 38 females were treated with GnRH to induce
ovulation, without previous ovarian ultrasono-
graphy. The Al with frozen semen was carried
out 24 h after ovulation induction. Twenty three
females (control group) were artificially
inseminated with diluted fresh semen. The
pregnancy rate obtained by means Al with fresh
semen (21.7 p.100) was significantly higher
(p<0.14) than the pregnancy rate with frozen
semen (7.9 p.100). Three females inseminated
with frozen semen became pregnant and this is
the first communication in Argentina. It is
concluded that the cryopreservation decrease
the seminal quality and therefore decrease the
pregnancy rate.

INTRODUCCION

La inseminacion artificial (IA) es

sido utilizados para la recoleccion de
semen en camélidos sudamericanos,
tales como fundas vaginales (Mogrovejo,
1952), electroeyaculacidfrernandez-
Baca y Calderon, 1966) y vagina arti-
ficial con un maniqui (Sumar, 1991).
De todas las metodologias, la vagina
artificial es la técnica mas utilizada en
el presente (Garnia al., 1993) favo-
recida por la utilizacién de hembras
naturalmente receptivas (Allet al.,
1997a). A pesar que los primeros in-
formes de |IA provienen de la década
del 60 (Fernandez-Baca y Novoa,
1968), latécnica no ha sido suficiente-
mente desarrollada hasta el presente
como para ser utilizada a mayor esca-
la, pero algunos ensayos con semen
fresco han demostrado obtener una
aceptable tasa de gestacién (De la
Vegay Pérez, 1996; Allet al., 1997b;
Bravoetal., 1997; 1999).

Trabajos previos demostraron que
la motilidad espermética vario de 10 a
30p.100 después de ladescongelacién
(McEvoy et al.1992; Valdiviaet al.,
1999; Burgekt al., 1999). En cambio,
muy poca informacién se encuentra
disponible sobre inseminacion artificial
a campo con semen congelado (Bravo

unatécnicareproductiva ampliamente et al,, 1996). En este ensayo se obtuvo
utilizada en diversas especies domésti-un 26,3 p.100 de gestacion.

cas, por la cual el semen previamente  Por lo tanto, los objetivos de este
procesado es depositado por el hombretrabajo fueron evaluar los efectos de la
en el aparato reproductor de la hembra congelacion sobre la motilidad y viabi-
en el momento oportuno. Escasos tra- lidad espermatica y obtener gesta-
bajos de IA han sido publicados hasta ciones por medio de la inseminacién
el presente en camélidos sudamerica-artificial con semen congelado en lla-
nos, debido quizas a la falta de una mas nacidas y adaptadas a las condi-
metodologia fiable de recoleccion de ciones climéticas y nutricionales del
semeny alas caracteristicas seminalesaltiplano argentino, zona donde tradi-
de alta viscosidad, baja motilidad y cionalmente se cria esta especie que
baja concentracion espermética representa una de las fuentes de car-
(Fowler, 1989). Diversos métodos han ne, cueroy fibra paralaindustrialocal.
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MATERIAL Y METODOS con bolsa de polietileno en su interior
(Aller et al, 1997a) a una temperatura
LUGAR DE TRABAJO interna de 38°C y una hembra natural-

El ensayo se realiz6 en febrero y mente receptiva para la estimulacién
marzo de 2001 en el Campo Experi- del macho.
mental de Altura (CEA) del INTA de
Abra Pampa (Provincia de Jujuy, Ar- RECOLECCION Y EVALUACION MICROSCO-
gentina) ubicado en el departamento PiCADEL SEMEN (PERIODO EXPERIMENTAL)
de Cochinoca (22° 49' |atitud sury 65°  La recoleccion de semen se llevo a
47' longitud oeste) a una altitud de cabo con una frecuencia de 2 veces/
3484 metros sobre el nivel del mar. semana, en cada uno de los cuatro
Esta region presenta un régimen de machos, durante los dos meses del
lluvia de 300-350 mm anuales en la periodo experimental. De cada
temporada estival y el resto del afio no eyaculado se determiné el volumen,
se registran precipitaciones. Las tem- pH, motilidad individual y concentra-
peraturas varian entre —20°C y 14°C ci6n espermatica, dentro de los 15 mi-
en invierno y entre 5°C y 30°C en nutos posteriores a la recoleccion. El
verano. El pasto natural esta represen-volumen fue directamente medido al
tado principalmente por la chillahua pasar el eyaculado a un tubo graduado
(Festuca scirpifolig, totorilla @uncus y la motilidad individual fue estimada
balticug, pasto vicufia Qeyeuxia  subjetivamente (p.100) al colocar 10
nardifolia), grama punefiaD{stichlis microlitros de semen sin diluir entre
humilis) y achicoria Hipochoeris sp porta y cubreobjeto sobre una platina

entre otras. térmica precalentada a 37°C. La mues-
tra fue observada a 400x. El pH fue

SELECCION DE MACHOS (PERIODO PRE- determinado utilizando tiras de papel

EXPERIMENTAL) con un rango de = 0,5. La concentra-

Diez machos adultos (5 a 8 afios de ci6on espermatica fue evaluada utili-
edad) fueron adiestrados para la reco- zando el hemocitémetro de Neubauer.
leccion de semen durante 15 dias. De Laviabilidad espermatica (vivos/tota-
estos, seis animales demostraron altales) fue medida por la técnica de colo-
libido y aceptaron la vagina artificial. racién de eosina-nigrosina (coloracion
Durante otro periodo de 15 dias, a vital). Una gota de 30 microlitros de
estos seis machos se les realiz6 reco-semen fue mezclada con 30 microlitros
leccion de semen con una frecuencia del colorante sobre un portaobjetos
de 3 veces/semana hasta seleccionamprecalentado a 37°C y luego de 45
los machos que presentaron caracte-segundos se realiz6 el frotis y se sec6
risticas seminales minimas (75 millo- rapidamente por calor. La muestra fue
nes de espermatozoides/mly 50 p.100fijada, etiquetada y almacenada hasta
de motilidad individual) en dos su posterior lectura. Entre 100 y 200
eyaculados consecutivos. Se seleccio-espermatozoides fueron contados en
naron un total de cuatro machos do- cada preparaciéon. Los espermato-
nantes de semen. Para la recoleccionzoides que absorbieron el colorante
de semen se utilizé una vagina artificial fueron considerados muertos al mo-
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mento de la coloracion y el resultado

fue expresado como porcentaje. Tabla I. Composicién del diluyente utiliza-

do para criopreservacion de semen de lla-
ma. (Composition of diluter used to cryopreser-

CRIOPRESERVACION DE SEMEN )
vation of llama semen).

Sdlolos eyaculados conteniendo una
concentracion minima de 75 millones
de espermatozoides/ml con al menos
50p.100 de motilidad individual fueron cixato sedico (2,92 p.100), ml 8,50 5,70

Fraccién A B

utilizados para la criopreservacion. El vema de huevo, ml 150 1,50
diluyente utilizado fue yema de huevo- (p.100) (15) (15)
citrato-glucosa-glicerol-DMSO y  Glucosa mg 75 75

antibioticos (tabla 1). La porcion Penicilina G sédica, Ul 10000 10000
tamponada contenia 2,92 g de citrato Sulfato de estreptomicina, mg 10 10

de sodio en 100 ml de agua bidestilada ©'icero! (99 p.100), mi - 1,20
estéril. El buffer y la yema de huevo (p.100) ) (12)
fresco fueron combinados para obte- z)Mfé%)(d'memS“”OX'do)’m' ) 1(’16;

ner una relacion 85:15. El diluyente
basico fue dividido en dos fracciones.
La fraccion A sin glicerol ni DMSO y
la fraccion B contenia dos veces la 120°C). Para el registro de |la tempera-
concentracion final deseada de glice- tura se utiliz6 un termémetro-termo-
rol (6 p.100) y DMSO (8 p.100). cupla (Barnant 600) con sonda para
La dilucion apropiada para cada aire colocada ala misma altura que las
muestra de semen fue calculada parapajuelas. Posteriormente las pajuelas
producir una concentracién de 50 mi- fueroninmersas en nitrégeno liquidoy
llones de espermatozoides/ml. Cada almacenadas hasta su utilizacion. La
muestra de semen fue diluida con la desconglacion se realizé a 35°C duran-
fraccion A (sin crioprotectores) a 35°C te 30 segundos y lamotilidad y viabili-
hasta la mitad del volumen final calcu- dad espermatica fueron evaluadas
lado y enfriada hasta 5°C a una tasa decomo se describié anteriormente, pre-
0,25-0,50°C/minutoy luego lafraccion viamente a la IA.
B fue adicionada en dos pasos con 15
minutos de intervalo. El semen diluido TESTDEFERTILIDAD ACAMPO (I1A)
fue equilibrado durante 45 minutos a  Treintay ocho hembras fueron uti-
5°C en unrefrigeradory posteriormen- lizadas para la IA con semen congela-
te fue aspirado en pajuelas francesasdo/descongelado. A cada una se in-
de 0,50 ml, conteniendo aproximada- yecto (im) 8ug de un analogo sintético
mente 25 millones de espermatozoides de la hormona liberadora de gonadotro-
totales por pajuela. Las pajuelas fue- finas (BuserelinaReceptal- Hoechjt
ron selladas con polvo PVCy congela- parainducirlaovulacion. No se realizé
das en vapores de nitrégeno liquido, a ecografia previa para detectar la pre-
unatasade 11°C/min (desde 5°C hastasencia de un foliculo preovulatorio y
-50°C), 6 °C/min (desde -50°C hasta - todas las hembras fueron inseminadas
80°C) y 8°C/min (desde -80°C hasta - 24 horas después de la inyeccion de
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GnRH con el contenido de semen de eyaculados parciales. Ambos tipos de
una pajuela (25 millones de espermato- muestras fueron eliminadas.

zoides totales), con aproximadamente  Los parametros seminales medidos
20-25p.100 de espermatozoides moétilesen el semen fresco y después de la
estimado después de la descongela-descongelacion se muestran enda
cion. Las hembras de un grupo control bla 1. El proceso de congelacion/
(n=23) fueroninseminadas con semen descongelacién redujo significativa-
fresco, diluido con la fraccién A, con mente (p<0,05) los porcentajes de via-
unadosis de 25 millones de espermato-bilidad y motilidad espermética com-
zoides totales. Latécnicade IA utiliza- parados con el semen fresco y por lo
da fue larecto-vaginal con deposicion tanto el numero de espermatozoides
seminal intrauterina profunda, con je- viables y métiles contenidos en una
ringay vaina de Cassou. El diagndstico pajuela. La tasa de supervivencia
de gestacion se realizd por medio de laespermatica posdescongelacion fue
palpacion transrectal 60 dias despuésestimada subjetivamente en un 20-25

de la IA. p.100, por lo tanto, el numero de
espermatozoides moétiles por dosis de
ANALISIS ESTADISTICOS IA vario de 4 a 7 millones.

Para la comparacion de medias se  En el test de fertilidad, cinco hem-
utilizo el testt (Student). La transfor- bras (5/23=21,7 p.100) del grupo con-
macion arcsenx (x = porcentaje) fue trol se diagnosticaron prefiadas por
aplicada a las variables que no presen-
taron distribucién normal y luego se
realiz6 un ANOVA (analisis de va-
rianza). Para determinar sila diferen-
cia obtenida entre las tasas de gesta-
cion fue estadisticamente diferente de
lo que se obtendria por azar, se utilizo

Tabla Il. Evaluaciéon microscépica de se-
men fresco y criopreservado descongelado
a 35°C(Microscopic evaluation of fresh sperm
samples and cryopreserved samples thawed at

el test exacto de Fischer. 35°C).
Variables Semen
fresco congelado
RESULTADOS
pH 7,440,3 -
Eltiempo promedio de recoleccion volumen (mi) 22413 .
de semen fue de 18,5 + 5,2 minutos. El motilidadindividual* 54, 3+10,58  20,4+7,5°
aspecto fisico del eyaculado fue siem- viabilidad* 68,5+12,3*  32,4+10,5
pre espumoso. Se intentd la recolec- espermatozoides
cién de semen de los cuatro machos en -millones/ml 75,2420,4 -

un total de 90 ocasiones. En 14 ocasio- - Wf"i'les’pai“e'la:i 12,55,4¢ 6’5’&1;2
- + a +

nes (15,5 p.100) los machos fallaronen - Vidblespajuela™  16,5:3,4* 8,413,
demostrar interés sexual en la hembra. .
En 9 intentos (10 p.100) se obtuvo p-100; ™ millones.

. ’ . a\Valores con letras diferentes en la misma fila
semgn contaminado con orina y_en 5 difieren significativamente (p<0,05).
ocasiones (5,5 p.100) se obtuvieron
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palpacion rectal 60 dias después de lavamente disminuido por todo el proce-
IA. En cambio, 3 hembras (3/38= 7,9 so de congelacién/descongelacion.
p.100) inseminadas con semen conge-Valdivia et al. (1999) obtuvieron se-
lado resultaron prefiadas (p<0,14). men fresco de llama con motilidad
progresiva de 60 a 90 p.100 y 15a 20
) p.100 posdescongelacion. Otros auto-
DISCUSION res, utilizando dos diluyentes diferen-
_ tes, uno con proteina animal y otro con
La importancia de criopreservar proteina de soja, obtuvieron un mayor
gametas (ovocitos y espermatozoides) porcentaje de métiles posdesconge-
de las especies animales es amplia-|acién (25 p.100) con el primer diluyente
mente reconocida, pero en particular, (Burgelet al, 1999). En el informe de
la criopreservacion del semen presen- McEvoy et al. (1992), el semen reco-
ta una mayor contribucion potencial, gido por electroeyaculacién fue con-
como, favorecer el comercio interna- ge|ad0 en pajue|as después de una
cional de razas o lineas genéticas, for- dilucién enun pasq1:2) con diluyente
macién de bancos de germoplasma, a base de TRIS-yema de huevo-glice-
reserva genética, conservacm')n_ de es-roly sélo el 10 p.100 de los espermato-
pecies amenazadas o en peligro dezoides mostraron motilidad posdescon-
extincion, etc. gelacion. Por otro lado, Grahanal.
Uno de los objetivos de este ensayo (1978) observaron un 50, 45y 30 p.100
fue obtener gestaciones por medio de de espermatozoides métiles en semen
la IA con semen congelado, sin tener fresco, descongelado inmediatamente
en cuenta la magnitud del resultado. y después de 8 dias de almacenamien-
Las mediciones de las caracteristicas to, respectivamente.
seminales antes y después de la con- En general, los resultados anterio-
gelacion presentaron gran diferencia res son similares a los obtenidos en
en sus resultados. nuestro trabajo, donde la motilidad
La motilidad es quizas el parametro espermaética fue reducida de 54,3 p.100
mas cercano para medir la viabilidad en semen fresco a 20,4 p.100 en semen
de los espermatozoides. Basados endescongelado. Por lo tanto, podria es-
este supuesto, la observacion visual detablecerse que son requeridos mas
la motilidad es el criterio mas comun- espermatozoides por dosis de insemi-
mente utilizado para estimar laviabili- nacién para asegurar una 6ptima ferti-
dad espermatica, pero es un métodolidad si el semen ha sido congelado.
inexacto, puesto que es subjetivo y  Otro problema adicional para el
depende del observador. Coulter y semen congelado/descongelado es la
Foote (1973) informaron en bovinos reducida viabilidad espermatica en el
que la motilidad fue reducida desde tracto reproductivo de la hembra, ca-
41,5 p.100 previo a la congelacion en racterizado por la mitad de la vida
pajuelas al 28,2 p.100 después de lamedia que los espermatozoides no con-
descongelacion y el porcentaje de gelados (Lopyrin, 1971; citado por
espermatozoides con acrosomas nor-Salamon and Maxwell, 1995; Maxwell
males intactos fue también significati- and Watson, 1996). Esto coincide con
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lo informado por Mattneet al.(1969) alpaca con semen congelado y 6 (33
quienes observaron en ovejas, que losp.100) resultaron prefiadas. La tasa de
espermatozoides congelados/descon-fertilidad en nuestro trabajo fue menor
gelados sobrevivieron menor tiempo para las hembras inseminadas con se-
en el tracto reproductivo de la hembra men congelado (7,9 p.100) con respec-
que los espermatozoides no congelados.to a semen fresco (21,7 p.100). Ade-
Muy poca informacion se encuen- mas, hay que tener en cuenta que no se
tra disponible sobre IA en camélidos utilizé ultrasonografia para determinar
sudamericanos. Ferndndez-Baca ylas hembras que presentaban un foli-
Novoa (1968) realizaron uno de los culo preovulatorio al momento de la
primeros trabajos en alpaca utilizando inyeccién de GnRH. Por lo tanto, la
semen de vicufia y pacovicufia obte- tasa de gestacion sobre hembras
niendo un 2,4 p.100 de gestaciones. Enfisiolégicamente aptas para ovular,
un segundo ensayo de IA interes- seguramente fue bastante mas alta.
pecifica, se obtuvo 30,8 p.100 de nata- Pero uno de los objetivos secundarios
lidad en alpacas y llamas (Leyegal, de este ensayo fue realizar la 1A a
1977). Recientes investigaciones en tiempo fijo de todas las hembras dispo-
alpacas han llevado a obtener un 45 nibles, que seguramente sera la forma
p.100 de gestacion después de la IA de aplicacién futura en esta especie.
con semen fresco no diluido (Braso Parte de la explicacién para la me-
al., 1997). Estos autores no informa- nor fertilidad del semen congelado con
ron ni el volumen ni la concentracion respecto al semen fresco, es que la
espermatica utilizada para la IA y el proporcionde células espermaticas con
diagndstico de gestacion fue realizado motilidad progresiva es reducida por
por medio de ultrasonografia 15 dias todo el proceso de enfriamiento, con-
después de la IA. Por lo tanto, este gelaciony descongelacion. La criopre-
deberia ser considerado un trabajo deservacion selecciona los espermato-
bajarepetibilidad experimental. zoides viables y destruye al resto, lle-
En el trabajo de IA realizado por vando a una menor pero fértil pobla-
Bravoet al.(1996), el semen fue reco- cion. Sin embargo, esta no es toda la
gido por vagina artificial y se le agregd explicacién, ya que a pesar que un gran
colagenasa para favorecer su proce-nimero de espermatozoides motiles
samiento. Estos autores utilizaron un fueron ubicados en el cervix de oveja,
criodiluyente a base de citrato de sodio- la fertilidad fue menor para congela-
yema de huevo (10 p.100)-glicerol (7 dos que para frescos (Maxwell and
p.100) erdos pasoy observaron que Hewitt, 1986).
la motilidad oscilatoria de las células Debido a que el momento de la
esperméticas disminuy6 de 80 p.100 ovulacidon es muy variable en relacion
en semen recién obtenido a 30-40 p.100al momento de aplicacion de la GnRH,
posdescongelacion. El porcentaje de este factor se transforma en un incon-
gestacion obtenido en alpacas insemi- veniente en condiciones extensivas de
nadas con este semen fue de 26,3lA acampo, cuando la ultrasonografia
p.100 (5 prefiadas de 19 inseminadas).no puede ser utilizada. Allest al.
Pérez (1996) insemin6é 18 hembras (1997b) obtuvieron un 40 p.100 de
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prefiez con semen fresco cuando la IA técnicas o procedimientos en progra-
se realiz6 24 horas después de la in-mas de IA. Ademas, factores ambien-
yeccion de GnRH. En cambio, De la talesy fisiolégicos, como estacion del
Vega y Peéerez (1996) obtuvieron la afio, edad de los animales, raza, nivel
mayor tasa de prefiez cuando insemina-nutricional, pueden también alterar las
ron a las 30 horas posinduccion, pero caracteristicas seminales, como se ha
en este caso, utilizaron un macho observado en otras especies (Soder-
vasectomizado para inducir la ovula- quistet al.,1996).

cion. Tedéricamente, una forma de sal-  El semen congelado parece ofrecer
var esta situacion es incluir un mayor distintas posibilidades para el avance
nimero de espermatozoides en la dosistecnolégico en la explotacion de los
de semen congelado, sobre el supuestacamélidos sudamericanos, como ha
de que esto aumentara el numero deocurrido con otras especies domésti-
espermatozoides que sobreviviran en cas. Esta es la primera comunicacion
el tracto reproductivo de la hembra de gestaciones obtenidas por medio de
para producir una alta tasa de concep-la IA con semen congelado en llamas
cion. Ademas, el mejoramiento de los en Argentina, y por lo tanto, una mayor
diluyentes y procedimientos de conge- cantidad de ensayos seran necesarios
lacion posiblemente disminuiraeldafio para ajustar los procedimientos y me-

espermatico, de manera tal que unajorar los indices de eficiencia de la
mayor proporcion de espermatozmdes técnica en esta especie_

mantenga por mas tiempo su capaci-
dad fertilizante después de la descon-
gelacion. AGRADECIMIENTOS

En resumen, el efecto de la
criopreservacion sobre la motilidad y Al Agr. René H. Cabrera (CEA
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un factor que debe ser considerado enen los trabajos de campo.
protocolos de tecnologias de repro- Este trabajo se realiz6 gracias al
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