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RESUMEN

La criopreservacion de semen de cuy es una técnica que estd en investigacion con la
finalidad de conservar y almacenar el esperma de cuyes para asegurar su disponibilidad
en el futuro, mantener las caracteristicas genéticas deseables de los animales y evitar la
consanguinidad. En este trabajo se evalud la influencia de la criopreservacion sobre la
calidad espermatica de 12 cuyes post- descongelamiento con diferentes rangos de
temperatura y diferentes intervalos de tiempo al momento de la criopreservacion. Se
evalud las caracteristicas microscopicas, post- refrigerado a 4°C por 3 horas en promedio
y post- criopreservado a fin identificar el rango de temperatura y tiempo que logre las
mejores caracteristicas espermaticas. Se observé que la motilidad, vitalidad, integridad
acrosomal, funcionalidad de la membrana fuerte y cromatina condensada fue de 40%,
67%, 51%, 10% y 85%; luego de la refrigeracion; respectivamente, sin embargo, estos
valores disminuyeron 3%, 17%, 14%, 3% y 83% luego de la criopreservacion,
respectivamente. Asimismo, con relacion a la morfometria espermatica, las caracteristicas
dentro de los espermatozoides refrigerados, criopreservados y entre ambos grupos se
encontraron altamente correlacionados. Mas aun, al estandarizar un protocolo de
espermatozoides epididimarios de cuy, los mejores valores de caracteristicas
microscopicas se hallaron cuando la temperatura desciende de 4 a -140°C en promedio
en 11.5 minutos. Esta investigacion demuestra la factibilidad de desarrollar un protocolo
plausible para la crioconservacion de cuy; sin embargo, se requieren ain mayores
investigaciones.

Palabras claves: Cavias porcellus, epididimarios, refrigeracidn, criopreservacion,

correlacion, protocolo de estandarizacion.

Xvii



ABSTRACT

The cryopreservation of guinea pig semen is a technique that is under investigation to
conserve and store guinea pig sperm to ensure its availability in the future, maintain the
desirable genetic characteristics of the animals, and avoid inbreeding. In this work, the
influence of cryopreservation on the sperm quality of 12 post-thawed guinea pigs with
different temperature ranges and different time intervals at the time of cryopreservation
was evaluated. Microscopic characteristics were evaluated, post-refrigerated at 4°C for 3
hours on average and post-cryopreserved to identify the range of temperature and time
that achieves the best sperm characteristics. It was observed that motility, vitality,
acrosomal integrity, robust membrane functionality, and condensed chromatin were 40%,
67%, 51%, 10%, and 85% after refrigeration, respectively; however, these values
decreased 3%, 17%, 14%, 3% and 83% after cryopreservation, respectively. Likewise,
concerning sperm morphometry, the characteristics within refrigerated and cryopreserved
spermatozoa and between groups were highly correlated. Furthermore, when
standardizing a protocol for guinea pig epididymal spermatozoa, the best values for
microscopic characteristics were found when the temperature was lowered from 4 to -
140°C on average in 11.5 minutes. This research demonstrates the feasibility of
developing a plausible protocol for guinea pig cryopreservation; however, further
research is still required.

Keywords: Cavias porcellus, epididymides, refrigeration, cryopreservation, correlation,

standardization protocol.

Xviii



. INTRODUCCION

El cuy, conejillo de indias o cobayo (Cavia porcellus L.) es una especie doméstica de
gran importancia para la produccion de carne en el Per( y otros paises pertenecientes a
Sudamérica (Chauca, 2022). La industria del cuy depende de la seleccion de animales con
caracteres por encima de la produccion promedio y rendimientos reproductivos
superiores; ademas, mejorar la genética de estos animales estara condicionada por la
utilizacion de machos no analizados reproductivamente debido a la dificultad para
recolectar semen y la predisposicion genéticamente natural del animal (Benavides et al.,
2020).

En el Perd, el mejoramiento genético de los cuyes se desarrolld en tres etapas: en la
primera etapa (1965 - 1970) se evaluaron los ecotipos nativos con el propdsito de conocer
las caracteristicas de las especies para identificar sus parametros productivos y
conductuales, la segunda etapa (1970-2005) consisti6 en la determinacion del progreso
genético de los parametros productivos luego del proceso de seleccién teniendo en
consideracidn caracteristicas productivas con implicancia monetaria, y la tercera etapa
(2005 — 2021) continuod con el cruzamiento de las razas para la formacion de lineas
paternas y maternas (Chauca, 2022).Actualmente, se vienen realizando investigaciones
que evaltan el germoplasma de los diferentes ecotipos a nivel nacional, llegando a
reemplazar a los cuyes criollos por lineas especificas para incrementar la produccion de
los mismos (Garcia, 2020).

El cuy se caracteriza por poseer una amplia adaptabilidad a los cambios climéticos y
ecosistemas, y debido a su precocidad, prolificidad y ciclo reproductivo corto, en laregion
andina es criado como un producto alimenticio (Ferrian, 2017). Ademas, la reproduccién
del cuy es poliéstrica; es decir, que se realiza todo el afio, de esta manera los cuyes
muestran un comportamiento sexual a los 30 dias de su nacimiento con un celo promedio
de 16 dias; es asi como la actividad sexual de esos animales inicia a los 50 dias de edad
(pubertad); y en el caso de los machos, a los 70 dias suelen producir espermatozoides con
un mayor porcentaje de fertilidad, de tal modo que los machos primerizos de empadre
debe iniciarse a los cuatro meses, puesto que es la edad donde desarrollan su madurez
sexual y fisiologica, alcanzando pesos superiores a 1 kilogramo (Almeida, 2016). Esta
diversidad ha dado lugar a la formacion de distintos tipos que pudieran tener parametros

productivos con relacién a las caracteristicas microscépicas del semen.
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La criopreservacion de semen de cuyes es una técnica que esta en investigacion con la
finalidad de conservar y almacenar el esperma de cuyes con el fin de asegurar su
disponibilidad en el futuro. Esta técnica se ha utilizado con éxito en la industria de cria'y
reproduccion animal en otras especies, permitiendo mantener las caracteristicas genéticas
deseables de los cuyes y evitar la consanguinidad (Chauca, 2022). La criopreservacion es
una técnica que consiste en congelar muestras de semen a muy bajas temperaturas, lo que
permite su almacenamiento a largo plazo sin perder sus caracteristicas reproductivas; por
ello, las evaluaciones de las caracteristicas microscopicas del semen son de vital
importancia en este proceso. El analisis seminal mediante microscopia nos permite
evaluar parametros como la concentracion espermatica, motilidad, vitalidad, morfologia,
funcionalidad de la membrana espermatica, integridad acrosomal y descondensacion de
cromatina (Argon, 2019).

La concentracion espermatica es la cantidad de espermatozoides en una cierta cantidad
de volumen de semen (mill/ml) y esta depende de varios factores como: la edad, nutricion,
enfermedades, temperatura del ambiente y el periodo de extraccion, y un analisis que
permitiran dar a conocer de adecuados pardmetros para un semen de calidad en cuyes
(Quispe, 2022). Siguiendo la misma linea, la concentracién de espermatozoides post
descongelamiento es un factor crucial en la reproduccion asistida en cada especie; ya que
permite determinar la calidad y el potencial fecundante de las muestras analizadas. VVarios
estudios han abordado este tema y han encontrado resultados variables en cuanto a la
concentracion de semen de conejos después del descongelamiento (Vivanco, 2018). Por
ejemplo, Smith et al. (2010) realizaron un estudio donde descongelaron muestras de
semen de conejo y encontraron una concentracion media de 300 millones de
espermatozoides por mililitro.

Sin embargo, en un estudio posterior realizado por Johnson (2015) encontraron una
concentracion media de solo 200 millones de espermatozoides por mililitro después de la
descongelacion. Estos resultados indican que la concentracidn de semen de conejos puede
variar considerablemente entre individuos y que factores como la técnica de
criopreservacion pueden influir en el éxito del proceso de descongelacion. Por otro lado,
Quishpe (2021) en su investigacion en semen extraido del epididimo de cuy con 2
tratamientos obtuvo valores de 125 millones/ml y 149 millones/ml de espermatozoides
post- descongelamiento.

Otra caracteristica del espermatozoide es el movimiento; que en el cuy es curvilineo con

progresion irregular hacia adelante y que pueden dificultar la clasificacion de la motilidad
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espermatica de los cobayos (Quispe, 2018). Asimismo, Quishpe (2021), en su trabajo de
investigacion realizé la extraccion de espermatozoides del epididimo en cuyes, el cual
reporta datos de motilidad de 15,08% y 14,42% en dos tratamientos siendo menor a los
datos reportados por Ferrian (2017) en su estudio en semen de conejos, donde obtuvo una
motilidad de 9,36% post- descongelamiento.

Por otro lado, la vitalidad de los espermatozoides se basa en su capacidad de movimiento,
la integridad de su membrana y su capacidad de fecundacién. Con el sistema CASA
(Computer Asisted Sperm Analisis System) podemos obtener este parametro, pero el
método mas comunmente utilizado, es la tincidn con eosina/nigrosina que consiste en
que, si la membrana plasmatica esta intacta, el nacleo del espermatozoide no se tefiir,
pero si estd dafiada, permitira el ingreso de eosina al interior del espermatozoide tifiéndolo
de color rojo o rosado (Montenegro, 2022). Los valores de vitalidad son variables segin
especie: Ponce de Ledn (2014) obtuvo una vitalidad de espermatozoides en ratones de
32% posterior a su descongelamiento, superior a los que obtuvo Quishpe (2021) en su
estudio con semen de cuyes donde obtuvo una vitalidad en un rango de 3,4 — 3,6%.

El acrosoma, una estructura que se encuentra en la parte superior de la cabeza del
espermatozoide, desempefia un papel crucial en la fecundacion luego de la fase de
capacitacion espermatica; debido a la existencia de una estrecha relacion entre membrana
acrosomal y la zona peltcida del ovocito, para lograr la penetracion del espermatozoide,
la posterior recombinacion genética de los gametos y formacion del embrién (Pérez,
2019). La verdadera reaccién acrosomal consiste en la fusion de la membrana acrosomal
residual con la membrana plasmatica en la zona ecuatorial de la cabeza del
espermatozoide, manteniendo la continuidad de las membranas espermaticas. También
existe la falsa reaccion acrosomal, que se observa en espermatozoides degenerados o
muertos (Hito, 2018). Ferrian (2017) y Gema (2022) en sus investigaciones realizadas en
espermatozoides de conejos criopreservados y descongelados obtuvieron valores del
23,28% y 23% de acrosomas intactos, respectivamente.

El correcto estado y funcionamiento de la membrana espermatica esta vinculado a la
transferencia de moléculas y a la adaptacion metabdlica. Para evaluar esto, se utilizan
pruebas como la resistencia osmotica (ORT), resistencia a la hiperosmosis (HRT) y el test
de enddsmosis o hiposmético (HOST) (Quintero, 2009). El test hiposmotico se basa en
la evaluacion de la funcionalidad de la membrana espermaética; que permite el paso de
liquido al espacio citoplasmatico y el choque hipoosmotico provocando un enrollamiento

de la cola (Benavides et al., 2020). Por su lado, Gomez (2021) muestra que la
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funcionalidad de la membrana plasmatica en conejos es de 20 y 10% con dos tratamientos
post - descongelado y Ferrian (2017) muestra datos de 40% de funcionalidad de la
membrana en conejos post descongelamiento. Sumado a ello, Garcia et al. (2018)
reportaron un 78% de funcionalidad de la membrana plasmética en semen de ratones
descongelado. Estos resultados demuestran la importancia de la integridad de la
membrana plasmatica en la conservacion y viabilidad espermatica post
descongelamiento.

La cromatina de los espermatozoides es la forma altamente condensada del material
genético presente en los nucleos de estas células. Esta estructura compacta permite
proteger y transmitir de manera eficiente la informacion genetica durante la fertilizacion.
La descondensacion y condensacion de la cromatina en espermatozoides post
descongelamiento de conejos ha sido objeto de diversas investigaciones. Segun un estudio
realizado por Pérez et al. (2018) se encontr6 que el porcentaje de espermatozoides con
cromatina condensada fue del 85% antes del proceso de congelacion. Sin embargo,
después del descongelamiento, este porcentaje se redujo significativamente a un 45%.
Por otro lado, en una investigacion llevada a cabo por Gomez et al. (2019), se determino
que la descondensacion de la cromatina en los espermatozoides de conejos post
descongelamiento fue del 25%. Esto significa que solo una cuarta parte de los
espermatozoides recuperados después del proceso de congelacién presentaban una
cromatina descondensada. Estos resultados muestran la importancia de evaluar la
condensacién y descondensacion de la cromatina en los espermatozoides post
descongelamiento de conejos, ya que estos cambios podrian afectar la capacidad de los
espermatozoides para fertilizar correctamente.

Por ello, es necesario profundizar en este tema para entender mejor los mecanismos
involucrados y buscar estrategias que mejoren la calidad de los espermatozoides después
del proceso de criopreservacion; es asi, que se evalud las caracteristicas microscopicas en
refrigeracion y criopreservacion de semen del epididimo. Para ello, este estudio se dividio
en tres fases; la primera consistié en caracterizar la calidad espermatica del semen
refrigerado de cuy, la segunda en correlacionar los descensos de temperatura durante la
congelacion con la calidad espermatica post - descongelamiento en cuyes y la tercera en
identificar los estandares 6ptimos de congelacion de semen de cuy que permitan la mayor

supervivencia espermatica.
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II. MATERIAL Y METODOS
2.1. Ubicacién

Los analisis de motilidad, vitalidad, integridad acrosomal y funcionalidad de la
membrana se realizaron en el Laboratorio de Andrologia Animal y el andlisis de
morfologia se llevd acabo en el Laboratorio de Enfermedades Infecciosas y
Parasitarias de Animales Domésticos de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez
de Mendoza de Amazonas (UNTRM), ubicada en el distrito de Chachapoyas,

provincia de Chachapoyas, region Amazonas.
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Figura 1. Ubicacion de los Laboratorios de la Facultad de Ingenieria Zootecnista,

Agronegocios y Biotecnologia.

2.2. Crianza de los cuyes

Los cuyes de la raza Peru fueron adquiridos de una granja comercial ubicado en el
distrito de Jazan, provincia de Bongara, region Amazonas, trasladados e instalados en
el galpon de cuyes de la Estacion Experimental Chachapoyas de la UNTRM,
alimentados con forraje verde (alfalfa) y con suministro de agua ad libitum, para ser

sacrificados 2 dias después de su llegada.
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2.3. Sacrificio y colecta de muestras

Los cuyes fueron sacrificados en la Estacion Experimental Chachapoyas de la
UNTRM, teniendo en cuenta las normas establecidas de bienestar animal, con la
finalidad de que el animal no se estrese. Para ello, primero, se aturdi6 manualmente al
animal para proceder al desangrado, posteriormente se realizaron dos cortes en el
escroto para la extraccion de los testiculos en posicion decubito supino para colocarlos
inmediatamente en un tubo con tapa de 15ml (Eppendorf, Alemania) y fueron
transportados en un termo con agua temperada a 37°C hasta el Laboratorio de
Andrologia Animal para su evaluacién (Mise, 2020).

Los testiculos fueron colocados en una placa Petri sobre la platina térmica a 37°C
(Minitube, Alemania) y se retir0 las adherencias lipidicas y cualquier particula ajena a
la muestra. Luego se agregé 0.4ml de medio base tris (3.028 g de Base Tris molecular,
1.7 g de &cido citrico, 1.25 g de D-fructosa, y 100 ml de agua bidestilada) atemperado
a 37°C, en seguida, se secciono la porcion caudal del epididimo realizando ligeros
cortes (slicing) con hoja de bisturi para accionar la salida de los espermatozoides y
finalmente, se agregd 0.6mIl méas de medio tris base para realizar el lavado. Finalmente,
se extrajo el lavado con una micropipeta de 1ml (Eppendorf, Alemania) y se depositd
en un tubo con tapa de 1.5 ml (minitube, Alemania) para luego ser llevados

inmediatamente a 37°C en Bafio Maria (Gemmy, Alemania) (Quispe, 2022).

2.4. Refrigeracion de semen

Se preparo el dilutor OptiXcell® segun las recomendaciones del fabricante, se agregd
yema de huevo al 25%, y se mantuvo en refrigeracion (4°C) hasta su uso. Para la
dilucion del semen, primero se obtuvo la cantidad exacta por el célculo de la muestra
segun el anexo 26. La muestra se coloc6 en un tubo Falcon de 15ml y se llevo a
incubacion 37°C (Bafio Maria, Gemmy, Alemania). Luego, se agrego el dilutor a la
muestra del semen lentamente por las paredes del tubo de 15ml (Eppendorf, Alemania)
con la finalidad de evitar el golpe térmico. Seguidamente, se llevo a refrigeracion por
3 horas aproximadamente, registrando rangos de temperatura (T°) cada 30 min, hasta
su descenso de 37°C a 4°C. Finalmente, transcurrido las 3 horas de refrigeracion, se
realizo las pruebas microscopicas (motilidad, vitalidad, HOST, integridad acrosomal,

morfologia y cromatina) a 37°C.
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2.5. Criopreservacion de semen

La criopreservacion se realizo por el método de congelacidn lenta en nitrégeno liquido.
Para ello, las muestras se equilibraron por 6 horas mas en refrigeracion con la finalidad
de que el dilutor penetre en el citoplasma de las células espermaticas. Después las
muestras de semen diluido se congelaron por criopreservacion lenta en pajillas de 0.25
0 0.5 ml. Para ello, primero, se deposito las pajillas en una gradilla dentro de una caja
de tecnopor conteniendo nitrogeno liquido en donde se realizé la congelacién, con una
termocupla (Tipo K, Omega, Estados Unidos), se registro la caida de temperatura cada
30 segundos durante 12 minutos hasta llegar a -140°C. Segundo, las pajillas fueron
sumergidas en nitrégeno liquido (-196°C), para ser depositadas en goblets ya rotulados
y ser trasferidas de inmediato a las canastillas del tanque criogénico (-196°C) done se
las dejo por 3 dias hasta su evaluacion. Para el descongelamiento se sumergieron las
pajillas de semen directamente en agua temperada a 37°C por 30 segundos.
Seguidamente, se cortd un extremo de la pajilla y se volvié a realizar todos los
procedimientos de analisis microscopica (motilidad, vitalidad, HOST, integridad del
acrosoma, cromatina y morfologia) (Quispe, 2022).

2.6. Evaluaciones microscopicas

Las evaluaciones microscopicas se realizaron en las muestras luego de la refrigeracion
y congelacion con nitrégeno liquido siguiendo los procedimientos descritos a
continuacion:
a. Motilidad

En una lamina porta objetos temperada en una platina térmica a 37°C se deposito 5 ul
de muestra y se cubri6 con una ldmina cubre objetos. La evaluacion de la motilidad se
realiz6 con el sistema CASA acoplado a un microscopio de contraste de fases con un
lente de 10X (CX31, OLYMPUS, JAPON). Se determind los porcentajes de motilidad
progresiva (MP) Motilidad no Progresiva (MNP) y Motilidad Total (MT) (Aragon,
2019).

b. Vitalidad

Para determinar vitalidad se utilizo las tinciones nigrosina-eosina en proporcion (1:1).
En la platina térmica de mesa (Minitube, Alemania) temperada a 37°C. Se colocé una
lamina portaobjetos y sobre ella 5 ul de semen (a una concentracion de 50 x 106 /ml),

5 ul de reactivo A (eosina) y 5 ul de reactivo B (nigrosina), se homogeniz0 y se realizo
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un frotis con el borde de otra lamina para luego dejarlo secar. Una vez seco los frotis,
se procedio a la evaluacion en el microscopio contabilizando 200 celulas
(espermatozoides) con el objetivo 40x. Los espermatozoides rojos se clasificaron
como muertos y los claros brillantes como vivos (Aragon, 2019) (Anexo 14 y13).

c. Funcionalidad de la membrana espermatica (HOST)

Para la evaluacién de la funcionalidad de la membrana espermatica empleamos el test
hipoosmotico 0 HOST (hipoosmotic swelling test) a una concentracion de 50 mOsm/I
(Anexo 20,21,22,23 y 24) (Aragén, 2019) preparado con 0.0245 g/ml de citrato de
sodio y 0.9 g/ml de d-fructuosa. Para ello, se incubd a 37°C por 5 min en bafio Maria,
100 pl la solucién hipoosmatica, conteniendo 25 pl de la muestra (semen) en un tubo
eppendorf de 2ml. Pasado este tiempo, se agrego6 31 ul de solucion formulada (1ml de
solucion hipoosmotica mas 3 pl de formaldehido al 40%) con la finalidad de detener
la reaccion del test hipoosmotico.

Para su correcta evaluacion, se aplicd 5 ul de la mezcla ya preparada en una lamina
porta objetos, y se cubrid con una lamina cubreobjetos. Luego, la lamina se trasladé al
microscopio para contabilizar no menos de 200 células (espermatozoides) con el
objetivo de 40x. La clasificacion como reaccion de endosmosis (HOST +) se dio al
observar algun grado de enrollamiento fuerte, torcida o en forma helicoidal de la cola
y la clasificacién de endosmosis (HOST-) se dio a aquellas células espermaticas
danadas y flagelo sin reaccion o recto (Quispe, 2022).

d. Integridad acrosomal

Para el analisis de integridad acrosomal se utilizé la tincion Coomassie Blue preparada
segun Fumus et al. (2014) con Brillant blue para coomassie G250 (Merck, Alemania)
(0.11g), metanol (25ml), acido acético glacial (5ml), agua destilada (20ml) (Anexo16,
17 y 18). La solucidn se aplico a 5 ul de la muestra en una lamina portaobjetos, se
realizé un frotis con el borde de otra lamina portaobjetos y se dejo secar a temperatura
ambiente. Luego, se procedio a fijar horizontalmente con formaldehido al 4% en PBS
(10 ml de formaldehido al 10% y 90 ml de PBS) por 15 minutos. Una vez fijados se
procedid a realizar el lavado con PBS haciendo 5 inmersiones de 1 min cada una y se
sumergio horizontalmente en la placa petri conteniendo la tincion de Coomassie Blue
(0.22%) por 5 minutos. Seguidamente, la placa se lavé en agua destilada con 5
inmersiones de 1 segundo cada una, luego del cual se dejé secar. Finalmente, se llevd

al microscopio para realizar el conteo con el objetivo 40x no menos de 250 células
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espermaticas. La clasificacion se realizo en 3 categorias; acrosoma integro (acrosoma
azul intenso o CB ++), acrosoma a medio tefiir (azul débil o CB +), sin acrosoma (zona
acrosomal sin tefiir o CB -) y total de reaccién (CB total = CB fuerte + y CB -) (Quispe,
2022).

e. Descondensacion de la cromatina

La evaluacion de la cromatina consistio en colocar 5 ul de la muestra en una lamina
portaobjetos y realizar un frotis para dejarlo secar a temperatura ambiente; una vez
seco son sumergidos en placas petri con etanol al 96° en forma horizontal, por 2
minutos. Luego, se sumergieron en solucién de azul de toluidina (Iml de azul de
toluidina en 9 ml de buffer pH4) por 5 minutos mas, y se lavaron con agua destilada,
dejandose secar en un ambiente oscuro y seco. Por altimo, se llevo al microscopio con
el objetivo 40x y se contabilizo 300 células espermaticas (Anexo 25y 26).

f. Morfologia

Para morfologia se realizaron frotis en ldminas portaobjetos y se dejaron secar a
temperatura ambiente; para esta evaluacion se utiliz6 el kit para diferenciacién celular
Hemacolor®, el cual estd conformado de 4 reactivos: solucion | (fijador alcohol),
solucion 11 (eosina), solucion 111 (azul de metileno) y la solucién IV (tampdn). Una
vez secada las muestras en las laminas se realizaron cinco inmersiones cada segundo
en el reactivo I, tres inmersiones de 1 segundo en el reactivo I, seis inmersiones de 1
segundo en el reactivo Il y dos inmersiones de 10 segundos cada una en el reactivo
IV, de acuerdo a Kim et al. (2001). Luego de dejar escurrir y secar a temperatura
ambiente, las placas fueron trasladadas al laboratorio de de Enfermedades Infecciosas
y Parasitarias de Animales Domésticos. EI andlisis se realiz6 usando aceite de
inmersion y con objetivo 100x, unida a una camara y el software CellSens de
OLYMPUS; se fijaron los campos, tomaron capturas con el software y se clasifican
morfolégicamente no menos de 300 células. Las variables medidas fueron largo del
nacleo (L), ancho del nudcleo (W), area (A) y perimetro (P) del nlcleo, area de
acrosoma, perimetro de acrosoma, largo de cabeza, largo de pieza intermedia, ancho

de pieza intermedia, y largo de cola (Anexo 19).
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2.7. Andlisis estadistico

Se trabajo siguiendo un disefio preexperimental que solo considero una sola medicion.

L J

Estimulo x » A

Grupo experimental

Figura 2. Disefio preexperimental.

— Grupo experimental: Son las muestras de semen obtenidos de 12 cuyes

— Estimulo X: OptiXcell® con yema de huevo al 25%.

— A: Evaluaciones microscopicas post- refrigeracion y post- criopreservacion.

Para el objetivo especifico 1, donde se observaron los dos métodos de conservacion
(refrigerado y crioconservado) en espermatozoides de 12 cuyes (24 observaciones);
el andlisis se hizo mediante estadistica descriptiva definidas mediante promedio,
desviacion estandar (DS), varianza (Var), coeficiente de variacion (CV), valores
méaximos (max.) y valores minimos (min.) con ayuda del software SPSS v.25 (Corp
,2020), igualmente se obtuvieron las frecuencias en las variables de estudio, donde se
mostraron en porcentajes segin parametros a evaluar.

Para el objetivo especifico 2, el analisis de correlacion se realizé de las maltiples
variables evaluadas en 300 espermatozoides obtenidos de 12 muestras de cuyes, estos
fueron analizados en su normalidad mediante la prueba de normalidad de
Kolmogorov Smirnov con un margen de error del 0.05, segin los resultados de
normalidad se realizé la prueba de correlacion Spearman con un grado de confianza
de 95% mediante el software R en Rstudio, (RStudio Team, 2020) y representados en
una matriz de correlaciones.

Para el andlisis del objetivo especifico 3, se uso el software Minitab, (Minitab, 2020)
y Rstudio; se evaluaron las conductas de la velocidad de descenso de temperatura ante
la calidad espermatica mediante regresion lineal y no lineal. Asimismo, la prediccién
del movimiento de datos fue expresada en un ANOVA con un grado de confianza del

95% entre la relacion de variables.
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I11. RESULTADOS
3.1. Caracterizacion de la calidad espermatica de espermatozoides epididimarios
3.1.1. Motilidad

a. Répidos progresivos

Las caracteristicas de espermatozoides “rapidos progresivos” (motilidad),
presenta un promedio y una desviacion estandar (DS) 120 + 20,32; (Tabla 1). Asi
mismo, la Figura 3, muestra los valores promedios de este pardmetro; observamos
que los espermatozoides refrigerados obtuvieron valores de motilidad superior a
los espermatozoides criopreservados con nitrogeno liquido. Se observa, ademas,
que los valores mas altos los presentaron los cuyes 7 (46%) y 10 (52%). De igual
forma, los estadisticos de las caracteristicas de la motilidad de espermatozoides
epididimarios criopreservados de cuy (Tabla 2), se encontrdé un promedio y una
DS de 9 £ 5,68; evidenciandose que la velocidad rapida progresiva se ve afectada
por la criopreservacion, del cual, los cuyes, 8 al 12 muestran mayores porcentajes
(4,3%; 4%; 4,7%, 5,3% y 5,3%; respectivamente) (Figura 3).

b. Medios progresivos

Las caracteristicas de espermatozoides “medios progresivos” (motilidad),
presenta un promedio y una DS de 95 * 24,38 (Tabla 1). Se puede observar en la
Figura 4 que los cuyes 1, 9y 12, poseen los valores mas altos para esta evaluacion
(42,6%, 48,3% y 37,7%, respectivamente). Mas adn, en la Tabla 2 se aprecia
motilidad media progresiva de espermatozoides epididimarios criopreservados de
cuy, con un promedio y una DS de 20 + 53,82; de los cuales, los cuyes 2, 5, 7y
11 muestran mayores porcentajes (7%, 9%, 17% y 8,3% respectivamente) (Figura
4).

c. No progresivos

La caracteristica de motilidad no progresiva de espermatozoides epididimarios
refrigerados de cuy se observaen la Tabla 1, un promedio y una DS de 44 + 15,04;
de los cuales, los cuyes 4 y 6 tienen los porcentajes mas altos (24% y 20%,
respectivamente) para espermatozoides epididimarios refrigerados (Figura 5). La
Tabla 2 muestran la motilidad no progresiva de espermatozoides epididimarios
criopreservados, encontrandose un promedio y una DS de 67 * 24,87,

evidenciandose en la Figura 5 que el nimero de espermatozoides no progresivos
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3.1.2.

se incrementaron por efecto de la criopreservacion, siendo los cuyes 6, 8 y 10, los
que arrojaron los valores mas altos (28%, 43,7% y 26,7%; respectivamente).

d. Espermatozoides inmoviles

La caracteristica de motilidad “inmdvil” (Tabla 1), de espermatozoides
epididimarios refrigerados, reporta un promedio y una DS de 41 + 21,76; de los
cuales, los cuyes 2, 5 y 8 poseen los mayores valores (25%, 23% y 20%,
respectivamente). Con relacion a la motilidad “inmoéviles” de espermatozoides
epididimarios criopreservados (Tabla 2), se encontr6 un promedio y una DS de
202 + 26,97; de los cuales, los cuyes 4, 7 y 12, arrojaron los porcentajes mas altos
(75%, 76% y 77%, respectivamente) (Figura 6).

Vitalidad

Para el parametro de vitalidad (Tablal) de espermatozoides epididimarios
refrigerados se muestra un promedio y una DS de 134 + 14,16, se puede observar
en los cuyes 1y 2, los que mostraron los porcentajes méas altos (78,5% y 77%;
respectivamente). con relacién a la vitalidad espermatozoides vivos epididimarios
criopreservados (Tabla 2), se encontrd un promedio y una DS de 35 * 16,79; de
los cuales, los cuyes 6, 9, 11 y 12 obtienen mayores porcentajes de vitalidad para

criopreservacion (34%, 20%, 28% y 25%, respectivamente) (Figura 7).
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Tabla 1.

Medidas de dispersion de las caracteristicas microscopicas de espermatozoides epididimarios de 12 cuyes en refrigeracion.

Refrigerado
. R Vitalidad Integridad acrosomal Funcionalidad de la membrana . R
) Motilidad (N° 300) (N°200) (N°250) (N°200) Cromatina (N° 300)
Parametros
No

Répido Medio progre. inmévil Vivos Muertos CB++ CB+ CB- a b c d e Condensada Descondensada

120 95 44 41 134,25 65,75 126 76 47 69 40 38 33 20 256 44

Promedio (40%) (32%) (15%) (14%) (67%) (33%) (50%) (30%) (19%) (35%) (20%) (19%) (17%) (10%) (85%) (15%)

DS 20,32 24,38 15,04 21,76 14,16 14,16 2544 2593 16,79 13,17 1148 889 883 8,27 16,54 16,54

Var 412,81 594,27 226,08 473,45 200,39 200,39 647,09 672,45 281,88 173,48 131,90 78,99 78,02 68,33 273,64 273,64

cv 0,17 0,26 0,34 053 011 022 020 034 036 019 029 023 027 041 0,06 0,38

Max. 156 145 72 75 157 91 161 127 77 8500 57,00 56,00 54,00 35,00 279,00 86,00

Min. 80 62 20 5 109 43 69 51 22 49,00 24,00 26,00 20,00 13,00 214,00 21,00

Para integridad acrosomal (CB++, CB+ y CB- que representa azul intenso, azul débil y sin capuchdn; respectivamente), funcionalidad de
membrana: sin reaccion (a), reaccion débil (b), reaccion débil (c), reaccidn regular (d) y reaccion fuerte (e). Finalmente, la cromatina
condensada y descondensada; para ello, se identificaron las medidas de dispersion para cada variable siendo asi: promedio, desviacién
estandar (DS), varianza (Var), coeficiente de variacion (CV), valores maximos (méax.) y valores minimos (min.). N°; representa el nimero

de espermatozoides evaluados por cada variable por cuy.

31



Tabla 2.

Medidas de dispersion de las caracteristicas microscopicas de espermatozoides epididimarios de 12 cuyes criopreservados.

Criopreservado

- R Vitalidad Integridad acrosomal A o . o
Motilidad (N° 300) (N°200) (N°250) Funcionalidad de la membrana (N°200) Cromatina (N° 300)
Parametros
No

Rapido Medio prog. inmdvil Vivos Muertos CB++ CB+ CB- a b c d e  Condensada Descondensada
9 20 67 202 345 1655 34,33 114,08 100,75 129 26 24 16 6 248 52
Promedio (3%) (7%) (22%) (67%) (17%) (83%) (14%) (46%) (40%) (65%) (13%) (12%) (8%) (3%) (83%) (17%)
DS 568 3,82 2487 2697 16,79 16,79 15,04 2583 26,83 47,34 17,81 18,80 10,00 3,88 18,38 18,38
Var 32,27 14,63 618,63 727,36 281,91 281,91 226,24 667,36 719,66 2240,63 317,09 353,36 99,91 15,06 337,90 337,90
cv 0,63 0,19 0,37 0,13 0,49 0,10 0,44 0,23 0,27 0,37 0,68 0,80 0,64 0,67 0,07 0,35
max. 16,00 26,00 131,00 231,00 68,00 189,00 59,00 139,00 170,00 186,00 50,00 48,00 30,00 16,00 274,00 84,00
min. 2,00 1500 34,00 214,00 11,00 132,00 7,00 60,00 75,00 74,00 4,00 300 400 1,00 216,00 26,00

Para integridad acrosomal (CB++, CB+ y CB- que representa azul intenso, azul débil y sin capuchén, respectivamente); funcionalidad de
membrana: sin reaccion (a), reaccion débil (b), reaccion débil (c), reaccion regular (d) y reaccion fuerte (e). Finalmente, la cromatina
condensada y descondensada; para ello, se identificaron las medidas de dispersion para cada variable siendo asi: promedio, desviacion
estandar (DS), varianza (Var), coeficiente de variacion (CV), valores maximos (max.) y valores minimos (min.). N°; representa el nimero

de espermatozoides evaluados por cada variable por cuy.
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Figura 3. Motilidad de espermatozoides rapidos progresivos segiin modo de conservacion.

Espermatozoides epididimarios refrigerados y criopreservados para la caracteristica rapidos progresivos representados en porcentaje, de un

total de 300 espermatozoides por cuy, utilizando el software CASA con un objetivo 20x.
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Figura 4. Valores promedios de los medios progresivos segin modo de conservacion.

Espermatozoides epididimarios refrigerado y criopreservado para la caracteristica medios progresivos representados en porcentaje, de un

total de 300 espermatozoides por cuy, utilizando el software CASA con un objetivo 20x.
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Figura 5. Valores promedios de los no progresivos segin modo de conservacion.

Espermatozoides epididimarios refrigerado y criopreservado para la caracteristica de no progresivos representados en porcentaje, de un total

de 300 espermatozoides por cuy, utilizando el software CASA con un objetivo 20x.
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Figura 6. Valores promedios de los inmdviles segiin modo de conservacion.

Espermatozoides epididimarios refrigerado y criopreservado para la caracteristica de no progresivos representados en porcentaje, de un total

de 300 espermatozoides por cuy, utilizando el software CASA con un objetivo 20x.
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Figura 7. Valores promedios del nimero de espermatozoides vivos segin modo de conservacion.
Valores promedios en porcentaje de espermatozoides epididimarios refrigerados y criopreservados vivos (A), vista en 40x de espermatozoide
vivo (B) y vista en 40x espermatozoides muertos (C).
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3.1.3. Integridad acrosomal
a. Acrosoma azul intenso (B++)

La caracteristica azul intenso (B++) de espermatozoides epididimarios
refrigerados tuvo un promedio y una DS de 126 + 25,4 (Tabla 1). En la Figura 8
se aprecia que los cuyes 9 y 12, obtuvieron los porcentajes mas altos (62,4% y
64,4%; respectivamente). Con relacion a espermatozoides epididimarios
criopreservados (Tabla 2) mostrd un promedio y una DS de 34 = 16,79 de
espermatozoides azul intenso (B++), asi mismo, los cuyes 2, 9 y 11 mostraron
porcentajes mas altos (21,2%, 20,8% y 23,6%; respectivamente).

b. Acrosoma azul débil (CB+)

La caracteristica azul débil (CB+) de espermatozoides epididimarios refrigerados
tuvo un promedio y una DS de 76 + 25,9 (Tabla 1). En la Figura 9 se aprecia que
los cuyes 1, 2 obtuvieron los porcentajes mas altos (58,8%, 47,6%;
respectivamente). Con relacion a espermatozoides epididimarios criopreservados
(Tabla 2) mostré un promedio y una DS de 114 + 25.8 de espermatozoides azul
débil (CB+); asi mismo, los cuyes 7, 10 mostraron los porcentajes més altos
(56,8%, 56%; respectivamente).

c. Acrosoma sin capuchon (CB-)

La caracteristica azul débil (CB-) de espermatozoides epididimarios refrigerados
tuvo un promedio y una DS de 47 + 16,7 (Tabla 1). En la Figura 10 se aprecia que
los cuyes 5y 7, obtuvieron los porcentajes mas altos (30,8% en ambos casos). Con
relacion a espermatozoides epididimarios criopreservados (Tabla 2) mostré un
promedio y una DS de 101 + 26,8 de espermatozoides sin capuchén (CB-), asi
mismo, los cuyes 1, 3 mostraron los porcentajes mas altos (68%, 75,6%;

respectivamente).
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Figura 8. Valores promedios de la integridad acrosémica (azul intenso (CB++) segun modo de conservacion.
El gréfico de barras representa la integridad acrosomal de espermatozoides epididimarios refrigerados y criopreservados representado en

porcentaje. Un total de 250 espermatozoides evaluados mediante la tincion Coomassie Blue 0.22% con un objetivo 40x.
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Figura 9. Valores promedios de la integridad acrosémica (azul débil (CB+) segiin modo de conservacion.
El grafico de barras representa la integridad acrosomal de espermatozoides epididimarios refrigerados y criopreservados representado en

porcentaje. Un total de 250 espermatozoides evaluados mediante la tincién Coomassie Blue 0.22% con un objetivo 40x.
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Figura 10. Valores promedios de la integridad acrosémica (sin capuchon (CB-) segun modo de conservacion.

El grafico de barras representa la integridad acrosomal de espermatozoides epididimarios refrigerados y criopreservados representado en
porcentaje. Un total de 250 espermatozoides evaluados mediante la tincion Coomassie Blue 0.22% con un objetivo 40x.
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Figura 11. Tinciones para integridad acrosomal.

Integridad acrosomal mediante la tincion Coomassie Blue 0.22% en espermatozoides

epididimarios refrigerados y criopreservados.
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3.1.4. Funcionalidad de la membrana
a. Membrana sin reaccion (a)

La funcionalidad de la membrana (Tabla 1) de espermatozoides epididimarios
refrigerados sin reaccion (a), obtuvo un promedio y una DS de 69 + 13. Se
encontrd que los cuyes 11 y 12 obtuvieron los mayores porcentajes de (42,5% y
39%; respectivamente) (Figura 12). Con relacion a espermatozoides epididimarios
criopreservados (Tabla 2), se observé un promedio y una DS de 129 + 47,34 de
los cuales, los cuyes 2, 3 y 5 reportaron mayores porcentajes (93%, 89,5% y
89,5%; respectivamente).

b. Membrana con reaccion débil (b)

La funcionalidad de la membrana (Tabla 1) de espermatozoides epididimarios
refrigerados de reaccion débil (b), obtuvo un promedio y una DS de 26 + 11. Se
encontrd que los cuyes 6, 9 y 11 obtuvieron los mayores porcentajes (28,5%,
26,5% y 27%; respectivamente, Figura 12). Con relacion a espermatozoides
epididimarios criopreservados (Tabla 2) se observé un promedio y una DS de 26
+ 17,8 de espermatozoides de reaccion débil (b); de los cuales, los cuyes 8, 10 y
11 muestran mayores porcentajes (22,5%, 20,5% y 20,5%; respectivamente)
(Figural3).

c. Reaccidn débil (c)

La funcionalidad de la membrana (Tabla 1), de espermatozoides epididimarios
refrigerados de reaccion débil (c), mostré un promedio y una DS de 38 + 8,89. Se
encontrd que los cuyes 1, 2 y 4 obtuvieron mayores porcentajes (24%, 23,5% y
19,5%; respectivamente, Figura 14). Con relacion a espermatozoides
epididimarios criopreservados (Tabla 2), se observo un promedio y una DS de 24
+ 18,8 de espermatozoides epididimarios de reaccion debil (c), de los cuales los
cuyes 8, 10 y 12 muestran mayores porcentajes (22,5%, 25% y 24%;

respectivamente).
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Figura 12. Valores promedios de la funcionalidad de la membrana sin reaccién (a) segin modo de conservacion.
El grafico de barras representa el parametro de la funcionalidad de membrana de espermatozoides epididimarios refrigerados y
criopreservados para la caracteristica de membrana sin reaccién (a) representado en porcentaje. Un total de 200 espermatozoides por cuy

fueron evaluados mediante el test hipoosmoético (HOST) con un objetivo 40x.
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Figura 13. Valores promedios de la funcionalidad de la membrana (débil b) segiin modo de conservacion.
El Grafico de barras representa el parametro de la funcionalidad de membrana de espermatozoides epididimarios refrigerados y
criopreservados para la caracteristica de membrana de reaccion débil (b) representado en porcentaje. Un total de 200 espermatozoides por

cuy fueron evaluados mediante el test hipoosmotico (HOST) con un objetivo 40x.
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Figura 14. Valores promedios de la funcionalidad de la membrana (Débil c) segin modo de conservacion.

El Gréafico de barras representa el parametro de la funcionalidad de membrana de espermatozoides epididimarios refrigerados y
criopreservados para la caracteristica de membrana de reaccion débil (c) representado en porcentaje. Un total de 200 espermatozoides por

cuy fueron evaluados mediante el test hipoosmotico (HOST) con un objetivo 40x.
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d. Reaccion regular (d)

La funcionalidad de la membrana (Tabla 1) de espermatozoides epididimarios
refrigerados con reaccion regular (d), mostro un promedio y una DS de 33 + 8,8.
Se encontro que los cuyes 1, 2 y 3 obtuvieron los mayores porcentajes con 19,5%,
20% y 27%; respectivamente (Figura 15). Con relacién a espermatozoides
epididimarios criopreservados (Tabla 2), se observo un promedio y una DS de 16
+ 10 de espermatozoides epididimarios de reaccion regular (d), de los cuales los
cuyes 10 y 12 muestran mayores porcentajes (14,5% y 15%; respectivamente).

e. Reaccion fuerte (e)

La funcionalidad de la membrana (Tabla 1) de espermatozoides epididimarios
refrigerados con reaccion fuerte (e), mostro un promedio y una DS de 20 + 8,27.
Se encontro que los cuyes 5y 7 obtuvieron los mayores porcentajes con 17,5% y
17,5%; respectivamente (Figura 16). Con relacion a espermatozoides
epididimarios criopreservados (Tabla 2), se observo un promedio y una DS de 6
+ 3,88 de espermatozoides epididimarios de reaccion fuerte (e). de cuales los
cuyes 6, 7, 11 y 12 muestran mayores porcentajes (4%, 8%, 3,5% y 4%;

respectivamente).
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Figura 15. Valores promedios de la funcionalidad de la membrana (regular d) segiin modo de conservacion.
El Gréfico de barras representa el parametro de la funcionalidad de membrana de espermatozoides epididimarios refrigerados y
criopreservados para la caracteristica de membrana de reaccion regular (d) representado en porcentaje. Un total de 200 espermatozoides por

cuy fueron evaluados mediante el test hipoosmético (HOST) con un objetivo 40x.
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Figura 16. Valores promedios de la funcionalidad de la membrana (fuerte (e)) segiin modo de conservacion.
El Gréafico de barras representa el parametro de la funcionalidad de membrana de espermatozoides epididimarios refrigerados y
criopreservados para la caracteristica de membrana de reaccidn fuerte (e) representado en porcentaje. Un total de 200 espermatozoides por

cuy fueron evaluados mediante el test hipoosmotico (HOST) con un objetivo 40x.
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Figura 17. Funcionalidad de la membrana.

Funcionalidad de la membrana mediante la evaluacion del test hipoosmatico (HOST) donde se muestran el grado de enrollamiento de la cola
en la primera fila a espermatozoides epididimarios refrigerados: sin reaccion (a), reaccion débil (b), reaccion débil (c), reaccion regular (d)
y reaccion fuerte (e ) y en la segunda fila a espermatozoides epididimarios criopreservados: sin reaccion (a), reaccion débil (b), reaccion débil

(c), reaccion regular (d) y reaccion fuerte (e ).
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3.1.5. Cromatina
a. Cromatina condensada

La Tabla 1 reporta el numero de espermatozoides epididimarios refrigerados con
cromatina condensada, se observa un promedio y una DS de 256 + 16. Los cuyes
8 y 12 mostraron los mayores valores en porcentaje con 93% y 90%,
respectivamente (Figura 19). La Tabla 2 la caracteristica de cromatina condensada
de espermatozoides epididimarios criopreservados observandose un promedio y
una DS de 248 + 18; en la figura 19 se puede observar los cuyes 8 y 10 mostraron
mayores porcentajes (89% y 91,3%, respectivamente).

b. Cromatina descondensada

La Tabla 1 reporta el numero de espermatozoides epididimarios refrigerados con
cromatina descondensada, se observa un promedio y una DS de 44 + 16,54. Los
cuyes 1; 6 y 9 mostraron los mayores valores en porcentaje con 29%, 17% y 18%;
respectivamente (Figura 20). La Tabla 2 muestra la caracteristica de cromatina
descondensada de espermatozoides epididimarios criopreservados con un
promedio y una DS de 52 + 18,38. La figura 20 se puede observar que los cuyes

5y 6 mostraron los mayores valores en porcentaje (28% y 22%, respectivamente).
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Figura 18. Cromatina condensada y descondensada.

A: cromatina condensada y B: cromatina descondensada mediante la tincion de azul de

toluidina en espermatozoides epididimarios tanto refrigerado y criopreservado.
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Figura 19. Valores promedios de la condensacién de cromatina segiin modo de conservacion.
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El gréfico de barras representa la caracteristica de cromatina condensada de espermatozoides epididimarios refrigerados y criopreservados.

Un total de 300 espermatozoides por cuy fueron evaluados mediante la tincion azul de toluidina y evaluados a 40x.
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Figura 20. Valores promedios de la descondensacion de cromatina segin modo de conservacion.
El grafico de barras representa la caracteristica de cromatina descondensada de espermatozoides epididimarios refrigerados y

criopreservados. Un total de 300 espermatozoides por cuy fueron evaluados mediante la tincion azul de toluidina y evaluados a 40x.
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3.2. Correlacion de la morfometria de los espermatozoides epididimarios

3.2.1.

3.2.2.

Correlacion entre los parametros morfométricos de espermatozoides
epididimarios refrigerados

En la Tabla 3 y en la Figura 21 muestran los grados de correlacion entre los
parametros morfométricos de espermatozoides epididimarios refrigerados
donde, el perimetro del acrosoma se correlaciona positivamente con el érea
(um?) del acrosoma (0,98****): asi mismo, el largo de la cabeza con el area
(um?) del acrosoma (0,53****). Por el contrario, el largo de la pieza intermedia
con ancho del nucleo (W) (-0,23****); por otro lado, ancho de la pieza
intermedia se correlaciona con el largo de la pieza intermedia (0,36****). Mas
aun, el largo de la cola se correlaciona con largo del nucleo(L), ancho del
nicleo(W), area (um?) del ndcleo y perimetro del nicleo (0,19%**, 0,15**,
0,27**** y 0,28**** respectivamente). Por el contrario, el largo de la cola se
correlaciona con la pieza intermedia y ancho de la pieza intermedia (-0,57****,
-0,29**** respectivamente).

Correlacion entre los parametros morfométricos de espermatozoides
epididimarios criopreservados

En la Tabla 4 se muestran los grados de correlacién en la morfometria de
espermatozoides ependimarios criopreservados en forma numérica y en la
Figura 22 de manera gréafica por intensidad de colores; donde el largo de la
cabeza se correlaciond significativamente con area (um?) del acrosoma
(0,98****) asi mismo, el largo de la pieza intermedia con ancho del ndcleo
(0,21***). También, el ancho de la pieza intermedia se correlaciona
positivamente con ancho del nucleo (W) (0,23****): el largo de la cola se
correlaciona significativamente con el area (um?) de acrosoma, perimetro del
acrosoma y largo de cabeza (0,24**** 0,24**** (,2*** respectivamente);
finalmente, el largo de la pieza intermedia con una correlacién negativa (-
0,52****),
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Tabla 3.

Correlacion de la morfometria de espermatozoides ependimarios refrigerados.

REFRIGERADO (L) (W)  A-N (um?) P-N A-A(Um?)  P-A L-C L-P A-P L-R Angulo
L)

(W) 0,14*

A-N (um?) 0,63**** () 4gx**

P_N 0,65**** 0’43**** 0,97****

A-A (Um?) 0,048  -0,0061 -0,05 -0,033

P-A 0,05 -0,0067 -0,039 -0,017  0,98%***

L-C 0,27%*** 0,049 0,16** 0,21%**  (,53%**x () 7wk

L-P -0,048 -0,23%x** -0,11 -0,12* 0,028 0,024 -0,078

A-P 0,031 -0,14* -0,12* -0,001 -0,038  -0,037 0,035  0,36****

L-R 0,19%**  (,15%*  ,27*%** (), 28*kx** 0,054  -0,023 0,099  -057**** _0,29%**x
Angulo 0,051  0,16** 0,071 0,061 0,17** 0,19***  0,12* -0,18** -0,067 0,081

* Correlacion significativa al nivel de p< 0.05 (bilateral); ** correlacion significativa al nivel de p< 0.01 (bilateral); *** correlacion

significativa al nivel de p<0.001 (bilateral); **** correlacidn significativa al nivel de p<0.0001(bilateral). L: largo del nucleo, W: ancho del

nucleo, A-N: area del nacleo , P-N: perimetro del nacleo, A-A: area del acrosoma, P-A: perimetro del acrosoma, L-C: largo de la cabeza,

L-P: largo de la pieza intermedia, A-P: ancho de la pieza intermediay L-R: largo de la cola.
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Figura 21. Matriz de correlacion entre el refrigerado sobre la calidad del espermatozoide.
El tamafio y la intensidad del circulo de color azul determina el grado de correlacién
positiva; el tamafio y la intensidad del circulo de color rojo determina el grado de
correlacion negativa y la X representa que no existe correlacion entre las variables. L:
largo del nacleo, W: ancho del nucleo, A-N: area del nucleo, P-N: perimetro del nicleo,
A-A: area del acrosoma, P-A: perimetro del acrosoma, L-C: largo de la cabeza, L-P:

largo de la pieza intermedia, A-P: ancho de la pieza intermediay L-R: largo de la cola.
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Tabla 4.

Correlacion de la morfometria de espermatozoides ependimarios criopreservados.

CRIOPRESERVADOS (L) (W) (ﬁr'n'\i) P-N A-A (um?)  P-A L-C L-P A-P L-R  Angulo
L)

(W) 0127****

A-N (Um?) 0,64%*** () p5*rw*

P-N 0,65**** 0,61**** 0,96****

A-A (um?) 0,026  -0,096 -0,14* -0,063

P-A 0,023 -0,09 -0,14* -0,067 R

L-C 0,036 01  -0,17** 0,09 0,98%*** (,9Q*r*

L-P 0,12*  0,21*** 0,13* 0,1 0,076 0,083 0,098

A-P 0,068 0,23**** 0,11 0,1 0,17**  0,17** 0,18**  (41****

L-R -0,0011  -0,075 0,076 0,089  0,24%%** () 4kwx () pkxk () Gk 0,1
Angulo -0,19%* 0,049  -0,15** -0,14* 0,044  -0,051 -0,097 -0,16%* 0,12*  0,13*

* Correlacion significativa al nivel de p< 0.05 (bilateral); ** correlacion significativa al nivel de p< 0.01 (bilateral); *** correlacion
significativa al nivel de p<0.001 (bilateral); **** correlacion significativa al nivel de p<0.0001(bilateral). L: largo del nacleo, W: ancho del
nucleo, A-N: area del nucleo, P-N: perimetro del nucleo, A-A: area del acrosoma, P-A: perimetro del acrosoma, L-C: largo de la cabeza,
L-P: largo de la pieza intermedia, A-P: ancho de la pieza intermedia y L-R: largo de la cola.
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Figura 22. Matriz de correlacion entre el criopreservado sobre la calidad del

espermatozoide.

El tamafio y la intensidad del circulo de color azul determina el grado de correlacion

positiva; el tamafio y la intensidad del circulo de color rojo determina el grado de

correlacion negativa y la X representa que no existe correlacion entre las variables. L:

largo del nucleo, W: ancho del nucleo, A-N: area del ndcleo , P-N: perimetro del nlcleo,

A-A: &rea del acrosoma, P-A: perimetro del acrosoma, L-C: largo de la cabeza, L-P: largo

de la pieza intermedia, A-P: ancho de la pieza intermedia y L-R: largo de la cola
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3.2.3. Correlacion entre los pardmetros morfométricos de espermatozoides
epididimarios refrigerados y criopreservados

La Tabla 5 y la Figura 23 muestran la correlacion entre la morfometria de
espermatozoides epididimarios refrigerados y criopreservados en forma
numeérica y gréafica, respectivamente. Se observo que el largo del nicleo (L) de
espermatozoides refrigerados se correlaciona positivamente con largo del nucleo
(L) (0,21***) de espermatozoides criopreservados; encontrandose también, el
ancho del nucleo (w) de espermatozoides refrigerados con una correlacion
positiva con ancho del ndcleo (w) de espermatozoides criopreservados (0,18**);
del mismo modo, area (um?) del nlcleo de espermatozoides refrigerados se
correlaciona con largo del nicleo (L) de espermatozoides criopreservados
(0,13%); asimismo, el area (um?) del acrosoma de espermatozoides refrigerados
se correlaciona con el perimetro del acrosoma y largo de cabeza de
espermatozoides criopreservados (0,11* y 0,13*;respectivamente). Por el
contrario, el perimetro del acrosoma de espermatozoides refrigerados se
correlaciona negativamente con el ancho del ntcleo (w) y area (um?) del nucleo
de espermatozoides criopreservados (-0,13* y -0,11*, respectivamente). Sumado
a ello, el largo de cabeza de espermatozoides refrigerados se correlaciond
negativamente con el largo de la cola de espermatozoides criopreservados (-
0,14*); el largo de pieza intermedia de espermatozoides refrigerados se
correlaciona con el largo del nucleo (L) y largo de pieza intermedia de
espermatozoides criopreservados (0,17** y 0,19***, respectivamente). El largo
de la pieza intermedia de espermatozoides refrigerados se correlaciona de
manera negativa con el area (um?) de acrosoma, perimetro del acrosoma y largo
de cabeza de espermatozoides criopreservados ( -0,12*, -0,12* y -0,13%*,
respectivamente). Asi también, el ancho de la pieza intermedia de
espermatozoides refrigerados se correlaciona positivamente con el ancho del
nucleo (w), largo de la pieza intermedia y ancho de la pieza intermedia de
espermatozoides criopreservados (0,15**,0,27****y 0,18**; respectivamente),
pero, se correlaciona negativamente con el area (um?) de acrosoma, perimetro
del acrosoma, largo de cabeza y largo de la cola de espermatozoides

criopreservados ( -0,12*, -0,12*, -0,13* y -0,19*** respectivamente).

60



Tabla 5.

Correlacion de la morfometria de espermatozoides ependimarios refrigerados y criopreservados.

REGRIGERADO

L W AN@EM?) PN  AA@EM) P-A L-C L-P A-P L-R  Angulo
CRIOPRESERVADO
(L) 021%%* .0079 0,15*  0,13* 0,008 00044 011  017** 0064 0092 0,058
(W) 0,0089 0,18** 0,056 0,04 -0,1 -0,13*  -0,099 00094  0,15%* 0,085 -0,017
A-N (pm2) 0,044 0057 0,06 0,036 -0,1 -0,11*  -0,0045 0,1 0074 0051 0,016
P-N 0,069 0052 0,067 0,045 -0,055 0,07 0035 0056 0024 0076 0,013
A-A (Um2) 0,042 -0058 0,074 0,064 0,11 0089 0028  -012*  -012*  -0,0041 0,12*
P-A 004 -0,058 0,074 0,064 0,11* 0089 0027 -012*  -012*  -0,0075 0,12*
L-C 0,066 -0072 0,079 0,072 0,13* 0,11 0063  -0,13*  -0,13* 0017  0,13*
L-P 0,0054 -0,006 0,024 0,04 0,058 0051 0076  0,19%%* 027%** .016** 0,076
A-P 0029 0055 0,072 0,055 0,048 0037 0079 0094 018  -0,066 0,046
L-R 0,059 -002 -0035  -0061  -0,091 0,1 -0,14* 0,088  -0,19%**  -0,036  0,0051
Angulo -0,053 0,082 0,037 0,043 0,1 -0,11 01 0094  012*  -0,12* -0,092

* Correlacion significativa al nivel de p< 0.05 (bilateral); ** correlacion significativa al nivel de p< 0.01 (bilateral); *** correlacion
significativa al nivel de p<0.001 (bilateral); **** correlacidn significativa al nivel de p<0.0001(bilateral). L: largo del nucleo, W: ancho del
nucleo, A-N: area del nucleo , P-N: perimetro del nlcleo , A-A: area del acrosoma, P-A: perimetro del acrosoma, L-C: largo de la cabeza,

L-P: largo de la pieza intermedia , A-P: ancho de la pieza intermedia y L-R: largo de la cola.
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Figura 23. Matriz de correlacion entre el refrigerado y la criopreservacién sobre calidad
del espermatozoide.

El tamafio y la intensidad del circulo de color azul determina el grado de correlacién
positiva; el tamafio y la intensidad del circulo de color rojo determina el grado de
correlacion negativa y la X representa que no existe correlacion entre las variables. L:
largo del nacleo, W: ancho del nucleo, A-N: area del nucleo , P-N: perimetro del ndcleo,
A-A: area del acrosoma, P-A: perimetro del acrosoma, L-C: largo de la cabeza, L-P:
largo de la pieza intermedia, A-P: ancho de la pieza intermedia y L-R: largo de la cola.
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3.3. Estandarizacion de la criopreservacion de semen epididimario de cuy

En la Figura 24, se muestra la caida de temperatura de 0 a -140°C en 10 minutos
siguiendo una tendencia lineal. Con una confianza de 98,9% se puede observar que
con este descenso de temperatura se tuvo una pérdida de 84,32% (Figura 25) de
espermatozoides muertos en criopreservados comparado a los espermatozoides
refrigerados.

Temperatura= 4.038 - 13.21 x Tiempo + 0.6769 x Tiempo*2 - 0.03941 x Tiempo*3

S 378534
R-cuadrado 98.9%
R-cuadradofajustado) 98.7%

-20

=401

-601

Temperatura (C°)

-80

-100

0 2 4 6 8 10

Tiempo (min)

Figura 24. Grafica lineal para determinar el nivel de regresion entre la Temperatura y el
tiempo en la muestra 1.

S: error de los datos que estadn dispersos para predecir la grafica, R- cuadrado es la
representacion de como se ajusta los datos a la grafica; es decir, que tanto la grafica puede
predecir el movimiento de los datos. R-cuadrado (ajustado) es el ajuste del modelo
utilizado para determinar el nivel de regresion entre la temperatura y el tiempo con la
finalidad de reducir el error.
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Figura 25. Gréfico de dispersion para determinar la relacion de la temperatura de
criopreservacion y el niUmero de espermatozoides vivos entre el R1y C1.

Gréafico de dispersion entre espermatozoides epididimarios vivos tanto refrigerado (R1)
como criopreservados (C1) del cuy 1 con un numero total de 200 espermatozoides
evaluados para ambas formas de conservacion espermatica, R2 representa como los datos

se ajustan a la gréfica.
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En la Figura 26, muestra la caida de temperatura de 0 a -140°C en 3.5 minutos
siguiendo una tendencia lineal. Con una confianza de 99,9% se puede observar que
con este descenso de temperatura se tuvo una pérdida de 81,72 (Figura27) de
espermatozoides muertos criopreservados comparado a los espermatozoides

refrigerados.

A B =

Temperatura = 4.638 - 211.1 x Tiempo + 98.75 x Tiempo*2 - 14.61 x Tiempo*3

S 3.25035
R-cuadrado 99.8%
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Figura 26. Grafica lineal para determinar el nivel de regresion entre la Temperaturay el
tiempo en la muestra 2.

S: representa el error de los datos dispersos para predecir la grafica, R- cuadrado es la
representacion del ajusta los datos a la grafica; es decir, que tanto la grafica puede predecir
el movimiento de los datos. R-cuadrado (ajustado) es el ajuste del modelo utilizado para

determinar el nivel de regresion entre la temperatura y tiempo y reducir el error.
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Figura 27. Grafico de dispersion para determinar la relacién de la temperatura de
criopreservacion y el nimero de espermatozoides vivos entre el C2 y R2,

Grafico de dispersion entre espermatozoides epididimarios vivos tanto refrigerado (R2)
como criopreservados (C2) del cuy 2 con un nimero total de 200 espermatozoides
evaluados para ambas formas de conservacion espermatica, R2 representa como los datos

se ajustan a la grafica.
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En la Figura 28, muestra la caida de temperatura de 0 a -140°C en 3.5 minutos
siguiendo una tendencia lineal. Con una confianza de 99,2% se puede observar que
con este descenso de temperatura se tuvo una pérdida de 90,40% (Figura 29) de
espermatozoides muertos en criopreservados comparado a los espermatozoides

refrigerados.

Temperatura = 0.276 - 79.14 x Tiempo + 11.90 x Tiempo*2

® 5 £.38054
07 R-cuadrado 99.2%
R-cuadrado(ajustado) 98.8%
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Figura 28. Grafica lineal para determinar el nivel de regresion entre la Temperatura y el
tiempo en la muestra 3.

S: representa el error de los datos dispersos para predecir la grafica, R- cuadrado: es la
representacion del ajuste de los datos a la gréfica; es decir, que tanto la grafica puede
predecir el movimiento de los datos. R-cuadrado (ajustado) es el ajuste del modelo
utilizado para determinar el nivel de regresion entre la temperatura y tiempo y reducir el

error.
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Figura 29. Grafico de dispersion para determinar la relacion de la temperatura de
criopreservacion y el nimero de espermatozoides vivos entre el C3 y R3.

Grafico de dispersion entre espermatozoides epididimarios vivos tanto refrigerado (R3)
como criopreservados (C3) del cuy 3 con un nimero total de 200 espermatozoides
evaluados para ambas formas de conservacion espermatica, R2 representa como los datos

se ajustan a la grafica.
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En la Figura 30, muestra la caida de temperatura de 0 a -140°C en 2 minutos siguiendo
una tendencia lineal. Con una confianza de 95,5% se puede observar que con este
descenso de temperatura se tuvo una peérdida de 78,62% (Figura 31) de
espermatozoides muertos criopreservados comparado a los espermatozoides

refrigerados.

-

Temperatura = 0.54 - 313.1 x Tiempo + 280.8 x Tiempo*2 - 79.82 X Tiempo*3

] 5 23.5145
R-cuadrado 95.5%

R-cuadrado(ajustado) 82.2%
-20

-401
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.80 2
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Temperatura (C°)
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Figura 30. Grafica lineal para determinar el nivel de regresion entre la Temperatura y el
tiempo en la muestra 4.

S: representa el error de los datos que estan dispersos para predecir la grafica, R- cuadrado
es la representacion de cdmo se ajusta los datos a la gréafica; es decir, que tanto la gréafica
puede predecir el movimiento de los datos. R-cuadrado (ajustado) es el ajuste del modelo
utilizado para determinar el nivel de regresion entre la temperatura y tiempo, con la

finalidad de reducir el error.
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Figura 31. Gréfico de dispersion para determinar la relacion de la temperatura de
criopreservacion y el nimero de espermatozoides vivos entre el C4 y R4,

Gréafico de dispersion entre espermatozoides epididimarios vivos tanto refrigerado (R4)
como criopreservados (C4) del cuy 4 con un numero total de 200 espermatozoides
evaluados para ambas formas de conservacion espermatica, R2 representa como los datos

se ajustan a la gréfica.
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En la Figura 32, muestra la caida de temperatura de 0 a -140°C en 3.5 minutos
siguiendo una tendencia lineal. Con una confianza de 94,3% se puede observar que
con este descenso de temperatura se tuvo una pérdida de 88,70% (Figura 33) de
espermatozoides muertos criopreservados comparado a los espermatozoides

refrigerados.

Temperatura = - 5.08 - 143.0 x Tiempo + 82.34 x Tiempo®2 - 15.32 x Tiempo*3

& 5 125841
01 R-cuadrada 94.3%
R-cuadradofajustada) 20.0%

-804

Temperatura (C")

-100

-120

-1401

0o 0L 10 15 20 25 0 it

Tiempo (min)

Figura 32. Grafica lineal para determinar el nivel de regresion entre la Temperatura y el
tiempo en la muestra 5.

S: representa el error de los datos que estan dispersos para predecir la grafica, R- cuadrado
es la representacion de cdmo se ajusta los datos a la gréafica; es decir, que tanto la gréafica
puede predecir el movimiento de los datos. R-cuadrado (ajustado) es el ajuste del modelo
utilizado para determinar el nivel de regresion entre la temperatura y tiempo, con la

finalidad de reducir el error.
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Figura 33. Grafico de dispersion para determinar la relacion de la temperatura de
criopreservacion y el nimero de espermatozoides vivos entre el C5y R5.

Grafico de dispersion entre espermatozoides epididimarios vivos tanto refrigerado (R5)
como criopreservados (C5) del cuy 5 con un ndmero total de 200 espermatozoides
evaluados para ambas formas de conservacion espermatica, R2 representa como los datos

se ajustan a la grafica.
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En la Figura 34, muestra la caida de temperatura de 0 a -140°C en 4 minutos siguiendo
una tendencia lineal. Con una confianza de 78,3% se puede observar que con este
descenso de temperatura se tuvo una pérdida de 39,82% (Figura 35) de
espermatozoides muertos criopreservados comparado a los espermatozoides

refrigerados.

Temperatura = - 25.25 - 1461 x Tiempo + 62.02  Tiempo™2 - 8.201 x Tiempo™* 3
* 5 26.2687
01 R-cuadrada 78.3%
R-cuadradojajustada) 65.3%
-20
-401

Temperatura (C")
s

1001
1201
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1601 , ,
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Tiempo (min)

Figura 34. Grafica lineal para determinar el nivel de regresion entre la Temperatura y el
tiempo en la muestra 6.

S: representa el error de los datos que estan dispersos para predecir la gréfica, R- cuadrado
es la representacion de cdmo se ajusta los datos a la grafica; es decir, que tanto la grafica
puede predecir el movimiento de los datos. R-cuadrado (ajustado) es el ajuste del modelo
utilizado para determinar el nivel de regresion entre la temperatura y tiempo, con la

finalidad de reducir el error.
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Figura 35. Grafico de dispersion para determinar la relacion de la temperatura de
criopreservacion y el nimero de espermatozoides vivos entre el C6 y R6.

Grafico de dispersion entre espermatozoides epididimarios vivos tanto refrigerado (R6)
como criopreservados (C6) del cuy 6 con un nimero total de 200 espermatozoides
evaluados para ambas formas de conservacion espermatica, R2 representa como los datos

se ajustan a la grafica.
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En la Figura 36, muestra la caida de temperatura de 0 a -140°C en 9 minutos siguiendo
una tendencia lineal. Con una confianza de 97,5% se puede observar que con este
descenso de temperatura se tuvo una peérdida de 78,19% (Figura 37) de
espermatozoides muertos criopreservados comparado a los espermatozoides

refrigerados.

Temperatura = - 12.21 - 41.06 x Tiempo + 6,825 ¥ Tiempo*2 - 0.4088 x Tiempo~3

& 5 552441
R-cuadrado 97.5%
R-cuadradofajustada) aT1%

Temperatura (C")
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-140 L
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Figura 36. Grafica lineal para determinar el nivel de regresién entre la Temperatura y el
tiempo en la muestra 7.

S representa el error de los datos que estan dispersos para predecir la grafica, R- cuadrado
es la representacion de como se ajusta los datos a la grafica; es decir, que tanto la grafica
puede predecir el movimiento de los datos. R-cuadrado (ajustado) es el ajuste del modelo
utilizado para determinar el nivel de regresion entre la temperatura y tiempo, con la

finalidad de reducir el error.
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Figura 37. Grafico de dispersion para determinar la relacion de la temperatura de
criopreservacion y el nimero de espermatozoides vivos entre el C7 y R7.

Gréfico de dispersion entre espermatozoides epididimarios vivos tanto refrigerado (R7)
como criopreservados (C7) del cuy 7 con un namero total de 200 espermatozoides
evaluados para ambas formas de conservacion espermatica, R2 representa como los datos

se ajustan a la gréfica.
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En la Figura 38, muestra la caida de temperatura de 0 a -140°C en 9,5 minutos
siguiendo una tendencia lineal. Con una confianza de 90,2% se puede observar que
con este descenso de temperatura se tuvo una pérdida de 85,23% (Figura 39) de
espermatozoides muertos criopreservados comparado a los espermatozoides

refrigerados.

- -

Temperatura = - 23,62 - 62.74 x Tiempo + 12.09 Tiempo*2 - 0.7295 x Tiempo* 3

& 5 1349
0 R-cuadrada 90.2%
R-cuadradofajustado)  8B.3%

-1001

Temperatura (C7)
g

-1204
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-1601
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Figura 38. Grafica lineal para determinar el nivel de regresién entre la Temperatura y el
tiempo en la muestra 8.

S: representa el error de los datos que estan dispersos para predecir la gréafica, R- cuadrado
es la representacion de cdmo se ajusta los datos a la grafica; es decir, que tanto la grafica
puede predecir el movimiento de los datos. R-cuadrado (ajustado) es el ajuste del modelo
utilizado para determinar el nivel de regresion entre la temperatura y tiempo, con la

finalidad de reducir el error.
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Figura 39. Gréfico de dispersion para determinar la relacion de la temperatura de
criopreservacion y el nimero de espermatozoides vivos entre el C8 y R8.

Gréafico de dispersion entre espermatozoides epididimarios vivos tanto refrigerado (R8)
como criopreservados (C8) del cuy 8 con un namero total de 200 espermatozoides
evaluados para ambas formas de conservacion espermatica, R2 representa como los datos

se ajustan a la gréfica.
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En la Figura 40, muestra la caida de temperatura de 0 a -140°C en 10 minutos
siguiendo una tendencia lineal. Con una confianza de 98,4% se puede observar que
con este descenso de temperatura se tuvo una pérdida de 70,37% (Figura 41) de
espermatozoides muertos en criopreservados comparado a los espermatozoides

refrigerados.

Temperatura = - 2,665 - 40.29 x Tiempo + 5.666 x Tiempo®2 - 0.3076 ¥ Tiempo ™3
Py 5 542792
0 R-cuadrado 98.4%
R-cuadradolajustada) 98.1%
-201
-40 1

Temperatura (C")
g
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1601 : :
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Figura 40. Grafica lineal para determinar el nivel de regresion entre la Temperaturay el
tiempo en la muestra 8.

S: representa el error de los datos que estan dispersos para predecir la grafica, R- cuadrado
es la representacion de como se ajusta los datos a la grafica; es decir, que tanto la grafica
puede predecir el movimiento de los datos. R-cuadrado (ajustado) es el ajuste del modelo
utilizado para determinar el nivel de regresion entre la temperatura y tiempo, con la

finalidad de reducir el error
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Figura 41. Gréafico de dispersion para determinar la relacién de la temperatura de
criopreservacion y el nimero de espermatozoides vivos entre el R9. y C9.

Grafico de dispersion entre espermatozoides epididimarios vivos tanto refrigerado (R9)
como criopreservados (C9) del cuy 9 con un nimero total de 200 espermatozoides
evaluados para ambas formas de conservacion espermatica, R2 representa como los datos

se ajustan a la grafica.
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En la Figura 42, muestra la caida de temperatura de 0 a -140°C en 11,5 minutos
siguiendo una tendencia lineal. Con una confianza de 99,0% se puede observar que
con este descenso de temperatura se tuvo una pérdida de 76,33% (Figura 43) de
espermatozoides muertos en criopreservados comparado a los espermatozoides

refrigerados.

Temperatura = - 6,324 - 16,99 x Tiempo + 0.9930 x Tiempo*2 - 0.04840 x Tiempo* 3
* 5 443869
01 R-cuadrado 99.0%

R-cuadrado{ajustada) 98.8%

Temperatura {(C°)
g

100
1201
-140 1
-1'5|:| L T T T T
0 z 4 3 B 10 12
Tiempo (min)

Figura 42. Grafica lineal para determinar el nivel de regresion entre la Temperaturay el
tiempo en la muestra 10.

S: representa el error de los datos que estan dispersos para predecir la grafica, R- cuadrado
es la representacion de cdmo se ajusta los datos a la gréfica; es decir, que tanto la grafica
puede predecir el movimiento de los datos. R-cuadrado (ajustado) es el ajuste del modelo
utilizado para determinar el nivel de regresion entre la temperatura y tiempo, con la

finalidad de reducir el error.
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Figura 43. Grafico de dispersion para determinar la relacion de la temperatura de
criopreservacion y el niumero de espermatozoides vivos entre el C10 y R10.

Gréfico de dispersion entre espermatozoides epididimarios vivos tanto refrigerado (R10)
como criopreservados (C10) del cuy 10 con un nimero total de 200 espermatozoides
evaluados para ambas formas de conservacion espermatica, R2 representa como los datos

se ajustan a la gréfica.
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En la Figura 44, muestra la caida de temperatura de 0 a -140°C en 12 minutos
siguiendo una tendencia lineal. Con una confianza de 99,0% se puede observar que
con este descenso de temperatura se tuvo una pérdida de 40,57% (Figura 45) de
espermatozoides muertos en criopreservados comparado a los espermatozoides

refrigerados.

Temperatura= - 6,324 - 16.99 x Tiempo + 0,9930 x Tiempo ™2 - 0.04840 x Tiempo™ 3
. 5 443859
01 R-cuadrada 99.0%

R-cuadradofajustada) 9B.8%

Temperatura (C°)
3

-100+
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Figura 44. Grafica lineal para determinar el nivel de regresién entre la Temperatura y el
tiempo en la muestra 11.

S: representa el error de los datos que estan dispersos para predecir la gréafica, R- cuadrado
es la representacion de cdmo se ajusta los datos a la grafica; es decir, que tanto la grafica
puede predecir el movimiento de los datos. R-cuadrado (ajustado) es el ajuste del modelo
utilizado para determinar el nivel de regresion entre la temperatura y tiempo, con la

finalidad de reducir el error.
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Figura 45. Gréfico de dispersion para determinar la relacion de la temperatura de
criopreservacion y el nimero de espermatozoides vivos entre el C11y R11.

Gréfico de dispersion entre espermatozoides epididimarios vivos tanto refrigerado (R11)
como criopreservados (C11) del cuy 11 con un numero total de 200 espermatozoides
evaluados para ambas formas de conservacién espermatica, R2 representa como los datos

se ajustan a la gréfica.
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En la Figura 46, muestra la caida de temperatura de 0 a -140°C en 12 minutos
siguiendo una tendencia lineal. Con una confianza de 99,0% se puede observar que
con este descenso de temperatura se tuvo una pérdida de 62,40% (Figura 47) de
espermatozoides muertos en criopreservados comparado a los espermatozoides

refrigerados.

Temperatura = - 6,324 - 16,99 x Tiempo + 0.9930 x Tiempo®2 - 0.04840 x Tiempo™ 3
. 5 443869
01 R-cuadrada 99.0%
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Figura 46. Grafica lineal para determinar el nivel de regresion entre la temperatura y el
tiempo en la muestra 12.

S: representa el error de los datos que estan dispersos para predecir la grafica, R- cuadrado
es la representacion de cdmo se ajusta los datos a la gréfica; es decir, que tanto la gréfica
puede predecir el movimiento de los datos. R-cuadrado (ajustado) es el ajuste del modelo
utilizado para determinar el nivel de regresion entre la temperatura y tiempo, con la

finalidad de reducir el error.
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Figura 47. Grafico de dispersion para determinar la relacion de la temperatura de
criopreservacion y el nimero de espermatozoides vivos entre el C12 y R12.

Grafico de dispersion entre espermatozoides epididimarios vivos tanto refrigerado (R12)
como criopreservados (C12) del cuy 12 con un nimero total de 200 espermatozoides
evaluados para ambas formas de conservacion espermatica, R2 representa como los datos

se ajustan a la grafica.
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IV. DISCUSION

4.1. Caracterizacion de la calidad espermatica de espermatozoides epididimarios

La motilidad espermaética es un indicador de vitalidad y ésta a su vez es un reflejo de

la integridad de las membranas y el correcto funcionamiento del metabolismo celular,

por lo que la motilidad progresiva es de mayor importancia (Quispe 2018). En esta

investigacion se refrigerd semen de cuy (4°C) por 3h, obteniendo valores de motilidad

del 40% en promedio de espermatozoides evaluados, resultado similar a lo reportado

por Quishpe (2021) quien encontrd una motilidad progresiva de 43,48%. Asi mismo,

Tapiay Tello (2016), quienes obtuvieron una motilidad progresiva de 46% posterior a

2 horas de refrigeracion a una temperatura de 5°C; superiores a lo descrito por Valdivia

(2022) en su estudio quien obtuvo 21,68% con motilidad progresiva en semen

refrigerado a 5°C por 3 horas; siendo todas las muestras evaluadas procedentes de

epididimo de cuy. Por otro lado, Benavides et al. (2020) y Argén (2019) en sus

investigaciones obtuvieron motilidades progresivas de 91% y 72,15%

espermatozoides evaluados en semen fresco colectado con el método de

electroeyaculacion, respectivamente. La diferencia de estos resultados quizas se deba

al método de colecta de semen que puede tener un efecto determinante en la

supervivencia posterior a la refrigeracion y criopreservacion de los espermatozoides

(Vivanco, 2018).

La criopreservacion es un proceso gue consiste en la conservacion de material genético

a -196°C en nitrogeno liquido (Fumus et al., 2014). En este estudio se almaceno

muestras durante 3 dias, obteniendo valores de 3% de espermatozoides con motilidad

progresiva post descongelamiento. Valdivia (2022) en su estudio no encuentra

espermatozoides con motilidad progresiva, reportando que el 0,64% de los

espermatozoides evaluados presentaron motilidad no progresiva. Estos resultados

quizas se deban al tiempo de exposicion en el medio equilibrante el cual, tiene un papel

fundamental en la criopreservacion de semen, ya que penetra a la célula, protege al

citoesqueleto, detiene la actividad mitocondrial y protege al espermatozoide del dafio

estructural ocasionado por los descensos de temperatura (Gomez 2021).

La vitalidad es un parametro determinante del exito en el proceso de criopreservacion

(Argon 2019). En la presente investigacion, se obtuvieron valores de vitalidad post-

refrigerado a 4°C por 3h del 67% de los espermatozoides evaluados, valor similar al

estudio de Valdivia (2022) el cual reporta un 64,24% de espermatozoides post-
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refrigeracion por 3h. Por el contrario, Loor (2015) y Cabeza (2019) reportan valores
superiores de 86,7% y 72,65%, respectivamente; para espermatozoides post-
refrigerados a 5°C por 3h. Tapiay Tello (2016) reportaron valores inferiores a 35,90%
para espermatozoides refrigerados a 5°C por 2h. La vitalidad de espermatozoides
epididimarios post- descongelamiento en este estudio fue de 17,25% similar a lo
reportado por Quishpe (2021) quien hallo 15,08% y 14,42% de vitalidad bajo dos
curvas de congelacion; la reduccion considerable que se muestra es producto de la
criopreservacion relacionado con el tiempo de criopreservacion y los rangos de
temperatura (Ferrian, 2017).

En integridad acrosomal post- refrigeracion del total de espermatozoides evaluados el
50,4%; 30,4% y 18,8% lograron una tincion fuerte (CB++) debil (CB+) y sin capuchén
(CB-), respectivamente. Por el contrario, Valdivia (2022) reportd distintos valores para
tincion fuerte (CB++) (84,05%), tincién débil (CB+) (7,28%) y sin capuchén (CB-)
(8,67). Distinto a lo mencionado, Quispe (2022) reporta para tincion fuerte (CB++) y
debil (CB+) valores de 66,43% y 21,38%, respectivamente. Por otra parte, Argon
(2019) reportd para una tincion fuerte (CB++) de 90,24% para espermatozoides
obtenidos por el método de electroeyaculacion. En la presente investigacion, el
proceso de criopreservacion afecto la integridad acrosomal, observandose la tincién
fuerte (CB++), tincion débil (CB+) y sin capuchon (CB-) 13,8%, 45,6% y 40,3%,
respectivamente, de igual forma Valdivia (2022), reporta para CB++, fuerte CB+ débil
y sin capuchén (CB-) 5,25%, 6,07% y 88,66%, respectivamente; pues la integridad
acrosomal es un aspecto crucial en la funcionalidad del espermatozoide y su capacidad
para fecundar al évulo (Chauca, 2022).

En este estudio se observd los grados de funcionalidad de la membrana mediante el
test hipoosmético (HOST+) post- refrigerado, se observdé que el 34,5% no
reaccionaron al test hipoosmotico, el 20% reaccion débil (b), el 19% reaccion débil
(c), el 16,5% reaccion regular (d) y el 10% reaccion fuerte (e). Por su lado Valdivia
(2022), Tapia y Tello (2016) y Quispe (2022) reportan 74,97%, 18% y 60,49%;
respectivamente de reaccion fuerte al test hipoosmético en espermatozoides
epididimarios. Por su lado Argdn (2019) reporta 70,22% de reaccion fuerte y 26,81%
con reaccién moderada, valores superiores al nuestro debido al tipo de colecta
empleado (electroeyaculacion) y al tiempo de refrigeracion (5°C).

En este trabajo se obtuvo la funcionalidad de la membrana de espermatozoides post-

criopreservado de 64,5%, 13%, 12%, 8% Yy 3% de sin reaccion (a), reaccion débil (b),
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reaccion débil (c), reaccion regular (d) y reaccion fuerte (e); respectivamente.
Tambien, Valdivia (2022), en su trabajo reporto 6,01% de funcionalidad de la
membrana de reaccion fuerte (e). Los valores de HOST+ después de la
criopreservacion se redujo considerablemente con respecto a los valores refrigerado
debido al dafio de la integridad de la membrana espermaética por las bajas temperaturas
de la criopreservacion (-196 °C) (Almeida, 2016). Es por ello, que importancia de la
membrana espermatica es una capa que rodea al espermatozoide y desempefia un papel
crucial en la proteccién de su contenido, manteniendo la motilidad y reconocimiento
del évulo; por ello, la integridad funcional de la misma es de suma importancia para
permitir la correcta fecundacion del 6vulo (Lavara, 2017).

Valdivia (2022) sefiala que la cromatina en la calidad espermatica se refiere al estado
de la compactacion del ADN en el nucleo de los espermatozoides. En el presente
estudio post- refrigerado se obtuvo 85,3% de espermatozoides evaluados con
cromatina condensada o compacta y un 14,6% de espermatozoides de cromatina
descondensada post- refrigeracion. En la criopreservacion sorprendentemente, se
obtuvo 82,6 % de cromatina condensada y 17,3% de cromatina descondensada de
espermatozoides epididimarios evaluados, lo que indica que los rangos de temperatura
no afectan en gran medida a la cromatina que estd compuesta por el ADN vy las
proteinas asociadas Ilamadas histonas (Ferrian, 2017). La compactacion adecuada de
la cromatina es esencial para preservar la integridad del ADN y asegurar la fertilidad
del macho (cuy). Los espermatozoides con una condensacion adecuada de la cromatina
se consideran de mejor calidad, ya que esto indica una menor probabilidad de dafos
en el ADN y una mayor capacidad fecundante (Ferrian, 2017).

4.2. Correlacion de la morfometria de los espermatozoides epididimarios

En el presente estudio durante la refrigeracion observamos que ancho del nucleo
incrementa con el area y perimetro del nucleo en 0,48**** y (,43%***
respectivamente, por otro lado, también se observé que el area del nucleo incrementa
con el largo de la cola en 0,27**** perimetro del nlcleo incrementa con largo de la
cola en 0,28**** el largo de la pieza intermedia con ancho de la pieza intermedia en
0,36****_ Lo resaltante en la correlacion de espermatozoides refrigerados son las
correlaciones negativas entre el largo de la pieza intermedia incrementa en un
0,23**** y el ancho del nicleo se reduce en un -0,23****, Ademas, con el largo de la

cola incrementa y se reduce el largo y ancho de la pieza intermedia en -0,57**** y -
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0,29**** respectivamente. Las partes afectadas del espermatozoide quizas se deban
a muchos factores, siendo una de ellas la velocidad de refrigeracion, el tiempo de
refrigeracion y el modo de evaluacion, produciendo deshidratacion en la célula
espermatica.

En esta investigacion durante la criopreservacion observamos que el largo de la cabeza
incrementa con area (um?) del acrosoma (0,98****) asi mismo, el largo de la pieza
intermedia con ancho del nacleo con una correlacion (0,21***), sumado a ellos el
ancho de la pieza intermedia con ancho del nucleo (W) (0,23****); seguidamente el
largo de la cola con area (um?) de acrosoma, perimetro del acrosoma y largo de cabeza
0,24%*** (0 24**** () 2*** respectivamente, al mismo tiempo, con el largo de la
pieza intermedia con una correlacion negativa (-0,52**** ; significativamente). Lo
interesante en esta correlacion negativa de semen criopreservado es entre el largo de
la cola que incrementa en un 0,52**** y el largo de la pieza intermedia que se reduce
en -0,52**** afectando de manera significativa a al largo de la pieza intermedia.
Cuando se observé el comportamiento entre las variables evaluadas de los
espermatozoides refrigerados con los criopreservados observamos que existe una
fuerte asociacion positiva entre largo del nucleo con &rea del nucleo con largo del
nacleo en 0,15**, perimetro del ndcleo con largo del ndcleo en 0,13*, area del
acrosoma con perimetro del acrosoma y largo de la cabeza en 0,11* y 0,13%;
respectivamente. Largo de la pieza intermedia con largo del nGcleo y largo de la pieza
intermedia en 0,17** y 0,19*** respectivamente; ademas, el ancho de la pieza
intermedia con el ancho del nucleo, largo de la pieza intermedia en 0,15** y 0,27****
respectivamente. Asimismo, podemos observar que existe una correlacion negativa
entre espermatozoides refrigerados con espermatozoides criopreservados entre el
perimetro del acrosoma con ancho del ndcleo y area del nacleo en -0,13* y -0,11*,
respectivamente; largo de la cabeza con el largo de la cola en -0,14*, el largo de la
pieza intermedia con area de acrosoma, perimetro del acrosoma y largo de cabeza en
-0,12*, -0,12* y -0,13*, respectivamente. el ancho de la pieza intermedia con area y
perimetro del acrosoma, largo de cabeza y largo de cola en -0,12*, -0,12*, -0,13* y -
0,19***; respectivamente, largo de la cola con el largo de la pieza intermedia en -
0,16**. Sorprendentemente, podemos observar que ya sea de forma positiva o negativa
el efecto que ejerce sobre las caracteristicas morfométricas de espermatozoides
epididimarios refrigerados afectaran a las caracteristicas morfométricas de

espermatozoides criopreservados; no encontramos mayores reportes entre ellos, pero
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consideramos que la refrigeracién (equilibrado) es de suma importancia para la
crioconservacion.

4.3. Estandarizacion de la criopreservacion de semen epididimario de cuy

La estandarizacion de protocolos para la criopreservacion es esencial para la
conservacion de la diversidad genética, y facilita la investigacion y el intercambio de
material genético, permite la reproduccion asistida y asegurar la supervivencia de
especies en peligro de extincion (Chauca, 2022). En este estudio se evaluaron
diferentes rangos y tiempos de criopreservacion, lamentablemente no se pudieron
hacer repeticion ya que no se contaba con equipamiento para controlar las curvas de
temperatura (Ferrian, 2017). En el presente estudio, sobresalieron los cuyes 9, 10, 11
y 12 con las caracteristicas viables de espermatozoides epididimarios mejores al resto
de los animales evaluados en diferentes tiempos y rangos de temperatura. En el cuy 9
la temperatura llego a los -140°C en 10 minutos, en el cuy 10 la temperatura de -140°C
llego en 11,5 minutos y en el cuy 11y 12 se llegd a -140°C en 12 minutos.

Podemos observar que para estas muestras los mejores resultados se obtuvieron
cuando se alcanzé desde 5°C hasta -140°C en 11.4 minutos aproximadamente, estas
caracteristicas viables de espermatozoides se podrian mejorar quizas prolongando
unos minutos mas. Quishpe (2021) evalu6 dos curvas de criopreservacion en la curva
1 considerd que a partir de los 5 °C tenia llegar a -5 °C en 10 minutos, y en 5 minutos
mas llegar los -140 °C y en la segunda curva fue 5 °C tendria que bajar a -5 °C en 5
minutos y a -140°C 10 minutos obteniendo valores similares a los nuestros en
mortalidad espermatica post crioconservado fue (84.92% y 85.58%) y una vitalidad
(15% y 14.42%) para la curva 1 y 2, respectivamente. Los valores obtenidos en este
estudio se deben a que se trabajé con espermatozoides epididimarios y a que en la

actualidad no existe aiin un protocolo establecido para su crioconservacion.
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V. CONCLUSIONES

Se obtuvo mejores resultados de motilidad, vitalidad, integridad acrosomal,
funcionalidad de la membrana y cromatina cuando se realizé un equilibrio por 6h,
y un congelamiento no mayor en un intervalo de 11,4 minutos.

El tiempo de refrigeracion de muestras en medio equilibrante, y el intervalo de
tiempo hasta llegar a los -196°C tienen influencia directa en la motilidad,
vitalidad, integridad acrosomal, funcionalidad de la membrana y cromatina de los
espermatozoides criopreservados de cuy.

Existe correlacion entre las diferentes formas de conservacion de espermatozoides
refrigerados, criopreservados y ambas formas de conservacion, lo que indica
relacion entre las caracteristicas morfométricas distantes de los espermatozoides
antes y después de la criopreservacion. Estos hallazgos podrian ser Utiles para
evaluar la calidad y la viabilidad de los espermatozoides criopreservados, ya que
cambios en la morfologia pueden afectar su capacidad fecundante.

Para las caracteristicas de motilidad, vitalidad, integridad acrosomal,
funcionalidad de la membrana y cromatina en la muestra 11 se obtuvo mejores
resultados para las caracteristicas evaluadas con un tiempo de refrigeracion de
3horas, tiempo de equilibrado de 6h y una criopreservacion de -140°C en 11.5

minutos.
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V1. RECOMENDACIONES

— Esrecomendable determinar el tiempo 6ptimo de descongelamiento de pajillas de
semen de cuy criopreservado.

— La utilizacion de plasma seminal podria tener un efecto en la supervivencia de
espermatozoides epididimarios criopreservados.

— Es necesario realizar pruebas con diferentes métodos de criopreservacion con la
finalidad de determinar si existe diferencia significativa en los valores de
vitalidad, motilidad, integridad acrosomal, funcionalidad de la membrana y
cromatina.

— Ensayar otros medios equilibrantes y evaluar su efecto en la supervivencia de los
espermatozoides epididimarios.

— Desarrollar una técnica de colecta de semen por electroeyaculacion.

— Dado que la cromatina no sufrié ningn cambio se sugiere probar otras técnicas

de fecundacién como el ICSI para evaluar su capacidad fecundante.
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ANEXOS

Anexo 3. Técnica de Slicing. Anexo 4. Semen de cuy.

Anexo 7. Criopreservacion de pajillas de Anexo 8. Pajillas a -196°C.
semen de cuy.
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Anexo 10. Pajillas criopreservadas.

Anexo 11. PajI||aS en deSCOnge|aCIf)n Anexo 12. Muestras en incubacién

y

Wik et Cflones

Anexo 13. Tinciones de las Anexo 14. vitalidad (vivos).
caracteristicas microscopicas.

Anexo 15. Vitalidad (muertos). Anexo 16. Muestra de integridad
acrosomal (CB++).
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Anexo 17. Muestra de
acrosomal (CB+).

integridad

Anexo 18. Muestra de
acrosomal (CB-).

integridad

Anexo 19. Muestra de morfologia

Anexo 20. Muestra de funcionalidad de la

membrana sin reaccion (a)

Anexo 21. Muestra de funcionalidad de
la membrana reaccion débil (b)

Anexo 22. Muestra de funcionalidad de
la membrana reaccion débil (c)
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Anexo 23. Muestra de funcionalidad de
la membrana reaccion reaular (d)

[

Anexo 25. Muestra de cromatina Anexo 25. Muestra

condensada.

descondensada.

Férmula:

A: Volumen

B: Concentracion

C: Motilidad

D: N° de espermatozoides

D=AxB

E: N° de espermatozoides totales moéviles
E=DxC

F: N° de espermatozoides por pajuela.
F=15x 106 sptz

G: N° de pajuelas

G=E/F

H: Volumen total necesario (diluyente + semen)
H = G x vol. pajuela

I: volumen del diluyente

I=H-A

Anexo 26. Formula para el volumen del crioprotector.
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Anexo 24. Muestra de funcionalidad de la
membrana reaccion fuerte (e)

de cromatina



Anexo 27. Andlisis de varianza para determinar el nivel de regresion entre el tiempo (min)

y la temperatura (°C) en la muestra 1.

Fuente GL SC MC F P
Regresion 3 22411.1 7470.36 521.35 0.000
Error 18 257.9 14.33
Total 21 22669.0

Anexo 28. Analisis de varianza para determinar el nivel de regresion entre el tiempo (min)

y la temperatura (°C) en la muestra 2.

Fuente GL SC MC F P
Regresion 3 20541.8 6847.26 648.12 0.000
Error 4 42.3 10.56

Total 7 20584.0

Anexo 29. Andlisis de varianza para determinar el nivel de regresion entre el tiempo (min)

y la temperatura (°C) en la muestra 3.

Fuente GL SC MC F P
Regresion 2 17448.8 8724.40 301.36 0.000
Error 5 144.8 28.95

Total 7 17593.6

Anexo 30. Andlisis de varianza para determinar el nivel de regresion entre el tiempo (min)

y la temperatura (°C) en la muestra 4.

Fuente GL SC MC F P
Regresion 3 11863.3 3954.42 7.15 0.267
Error 1 552.9 552.93

Total 4 12416.2

Anexo 31. Andlisis de varianza para determinar el nivel de regresion entre el tiempo (min)

y la temperatura (°C) en la muestra 5.

Fuente GL SC MC F P
Regresion 3 10479.8 3493.25 22.06 0.006
Error 4 633.4 158.36

Total 7 11113.2
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Anexo 32. Andlisis de varianza para determinar el nivel de regresion entre el tiempo (min)

y la temperatura (°C) en la muestra 6.

Fuente GL SC MC F P
Regresion 3 12450.0 4150.00 6.01 0.041
Error 5 3450.2 690.04

Total 8 15900.2

Anexo 33. Analisis de varianza para determinar el nivel de regresion entre el tiempo (min)

y la temperatura (°C) en la muestra 7.

Fuente GL SC MC F P
Regresion 3 19397.1 6465.71 211.86 0.000
Error 16 488.3 30.52

Total 19 19885.4

Anexo 34. Anaélisis de varianza para determinar el nivel de regresion entre el tiempo

(min) y la temperatura (°C) en la muestra 8.

Fuente GL SC MC F P
Regresion 3 18918.3 6306.11 48.96 0.000
Error 16 2060.8 128.80

Total 19 20979.2

Anexo 35. Andlisis de varianza para determinar el nivel de regresion entre el tiempo (min)

y la temperatura (°C) en la muestra 9.

Fuente GL SC MC F P
Regresion 3 30157.5 10052.5 341.20 0.000
Error 17 500.9 29.5

Total 20 30658.3

Anexo 36. Andlisis de varianza para determinar el nivel de regresion entre el tiempo (min)

y la temperatura (°C) en la muestra 10.

Fuente GL SC MC F P
Regresion 3 37643.6 12547.9 636.88 0.000
Error 20 394.0 19.7

Total 23 38037.6
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Anexo 37. Andlisis de varianza para determinar el nivel de regresion entre el tiempo (min)

y la temperatura (°C) en la muestra 11.

Fuente GL SC MC F P
Regresion 3 37643.6 12547.9 636.88 0.000
Error 20 394.0 19.7
Total 23 38037.6

Anexo 38. Andlisis de varianza para determinar el nivel de regresion entre el tiempo (min)

y la temperatura (°C) en la muestra 12.
Fuente GL SC MC F P
Regresion 3 37643.6 12547.9 636.88 0.000
Error 20 394.0 19.7
Total 23 38037.6
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