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1. Titulo

“Estudio de la calidad espermatica de muestras de la cola del epididimo de

cobayos y evaluacion de tres diluyentes a base de leche descremada”



2. Resumen

El cuy es una especie que requiere de estudios para mejorar su eficiencia reproductiva. El
objetivo del presente trabajo fue determinar la calidad espermatica en cuyes, verificar la influencia
de la dieta y evaluar tres diluyentes a base de leche descremada. Se realizaron tres experimentos.
En el experimento 1, se evaluo la concentracion y morfologia espermatica de cuyes de 8 y mayores
a 10 semanas de edad (n=35). En el experimento 2, se evalud la influencia de dos dietas con 32 y
40% de fibra detergente neutra (FDN) sobre la calidad espermatica y desarrollo del parénquima
testicular en cuyes (n=20). En el experimento 3, se analiz6 la motilidad y vigor de células
espermaticas de 0 a 240 minutos comparando 3 diluyentes a base de leche descremada. Se empled
estadistica descriptiva, ANOVA y un andlisis de medidas repetidas. Para comparar las medias se
utilizé un t-test protegido. En el experimento 1, la edad influy6 en la calidad espermaética, cuyes
de 8 semanas presentaron mayor (p <0,05) porcentaje de defectos morfologicos. En el experimento
2, se encontrd mayor porcentaje de defectos morfologicos espermaticos y mayor (p < 0,05) area y
perimetro de la luz de los tdbulos seminiferos en cuyes alimentados con 32% de FDN. En el
experimento 3, se observo que la motilidad y el vigor decaen a lo largo del tiempo (p < 0,001),
pero no hubo efecto del diluyente (p=0,20). Sin embargo, al utilizar BotuGold® en muestras de
cuyes alimentados con 32% FDN (p=0,01) presentaron mayor motilidad y vigor de las células
espermaticas. En conclusion, la calidad espermatica del cuy es influenciada por la edad y el peso,
los niveles de fibra no afectaron la calidad espermatica. Sin embargo, el alto porcentaje de almidon
influyé negativamente en la morfologia espermatica y desarrollo del epitelio testicular. El
diluyente BotuGold® mejora la motilidad y vigor en muestras seminales de baja calidad

espermatica.

Palabras clave: Espermiograma, cuy, tubulo seminifero, Botugold, FDN.



2.1.Abstract

The guinea pig is a species that requires studies to improve its reproductive efficiency. The
aim of the present study was to determine sperm quality in guinea pigs, verify the influence of diet
and evaluate three skim milk-based extenders. We carried out three experiments. In experiment 1,
we evaluated sperm concentration and morphology in guinea pigs of eight and older than ten weeks
of age (n=35). In experiment 2, the influence of two diets with 32 and 40% neutral detergent fiber
(NDF) was evaluated over sperm quality and testicular parenchyma development in guinea pigs
(n=20). In experiment 3, we analyzed sperm cell motility and vigor from 0 to 240 minutes,
comparing three skim milk-based extenders. Descriptive statistics, ANOVA, and repeated
measures analysis were used. Also a protected t-test to compare means was used. In experiment 1,
age influenced sperm quality, 8-week-old guinea pigs presented a higher (p < 0.05) percentage of
morphological defects. In experiment 2, we found higher percentage of sperm cells with
morphological defects, and higher (p < 0.05) seminiferous tubule lumen area and perimeter in
guinea pigs fed with 32% NDF. In experiment 3, motility and vigor reduced over time (p < 0.001),
but there was no effect of extender (p = 0.20). However, when we used BotuGold® in samples of
guinea pigs fed with 32% NDF (p = 0.01), they presented higher sperm cell motility and vigor. In
conclusion, age and weight affect guinea pig sperm quality, fiber levels did not affect sperm
quality. However, high percentage of starch negatively influenced sperm morphology and
testicular epithelium development. BotuGold® extender improves motility and vigor in seminal

samples of low sperm quality.

Keywords: Spermiogram, guinea pig, seminiferous tubule, Botugold, NDF



3. Introduccion

El cuy es una especie de produccion de alto nivel nutricional, en la cual se requieren mas
estudios para incrementar la eficiencia reproductiva y establecer mejoras genéticas (Chauca, 1997;
Benavides et al., 2020). La nutricion también juega un papel importante en cuanto al desempefio
del animal, aquellos que alcanzan un peso y edad adecuada son seleccionados para el empadre, lo
que se traduce en un rendimiento con mejores indices productivos (Vivas & Carballo, 2013).

La morfologia espermatica es un pardmetro fundamental para la evaluacion de las
caracteristicas seminales. Existen anomalias primarias y secundarias que permiten determinar la
calidad espermatica, funcionalidad testicular, epididimos y glandulas accesorias de un reproductor
(Ibafez, F, et al. 2016). Mediante un estudio histopatologico se puede evaluar los tabulos
seminiferos en donde se revelan varias alteraciones como inflamacion, fibrosis o atrofia testicular
con vacuolizacién del citoplasma, y degeneracion celular (Cunha et., al 2019).

Los diluyentes de semen, sustancias que aumentan el volumen del eyaculado y
proporcionan un medio éptimo para la sobrevivencia de los espermatozoides con la finalidad de
que estos sean viables para una fecundacion, tienen la capacidad de nutrir, amortiguar, y proteger
las células espermaticas (Carpio, 2015). La caseina evita la pérdida del colesterol y de los
fosfolipidos manteniendo asi la motilidad y viabilidad de los espermatozoides durante su
almacenamiento (Bergeron et al., 2007).

Por tal motivo, el propoésito de este estudio fue: Determinar la calidad espermatica de
muestras obtenidas de la cola del epididimo de cobayos (Cavia porcellus) y evaluar tres diluyentes

a base de leche descremada. Los objetivos especificos fueron:

e Observar la calidad espermatica del material colectado de la cola del epididimo del cuy

(Cavia porcellus).

e Determinar si la nutricion influye en la calidad espermatica del material colectado de la

cola del epididimo del cuy (Cavia porcellus).

e Evaluar histolégicamente si la nutricién influye en el desarrollo del parénquima testicular

del cuy (Cavia porcellus).



e Establecer cual diluyente a base de leche descremada preserva una mayor viabilidad y
tiempo de sobrevivencia de los espermatozoides de la cola del epididimo del cuy (Cavia

porcellus).



4. Marco Teodrico

4.1.Generalidades reproductivas del cobayo

4.1.1. Pubertad
Se refiere a la edad o época del afio en la que un conejillo de Indias puede reproducirse. La
pubertad es de 25 a 40 dias en las hembras y de 40 a 70 dias en los machos (Barrera, 2010). Sin
embargo, alcanzan su madurez sexual a las 8 semanas en las hembras y en los machos a las 12
semanas, no se recomienda el empadre a esta edad, debido a que ain no poseen una capacidad
fecundante (Pinduisaca, 2018; Solis Campafia 2014 & Chavez Viteri, 2015). La edad dptima para
realizar el empadre es a los 3 meses en hembras y a los 4 meses en machos, edad donde ya han

alcanzado un peso adecuado (Tapia Pesantez & Tello Larriva, 2016).

4.1.2. Edad de Empadre
La edad de apareamiento tiene relacion con el peso del cuy y con el indice de mejoramiento,
en hembras se de 759 g de peso y una media de 2 1/2 meses, y en machos de 900 g a los 3 meses

de edad. A diferencia de los cuyes criollos, que se registran a los 5 meses. (Vergara, 2008).

4.1.3. Manejo de Machos
Los machos alcanzan la madurez sexual a la edad de seis meses y su peso minimo debe
estar entre 800 y 1000 gramos. Los machos demasiado jovenes o con bajo peso tienen baja

fertilidad. Estos se descartan a los 2 afios de edad o cuando su fertilidad es baja (Castro, 2002).
4.2.Anatomia del aparato reproductor del cobayo macho

El sistema reproductor masculino incluye: testiculos, epididimo, conductos deferentes,
préstata, glandulas bulbo-uretrales de Cowper, glandulas coaguladoras, vesiculas seminales, el

pene y uretra masculina (Rosales, 2021).



4.2.1. Testiculos

Estos son érganos ovoideos de 22 mm de largo por 18 de ancho, poseen una localizacion
intraabdominal cerca de la vejiga careciendo de escroto, permaneciendo en las bolsas inguinales
(Harkness et al., 2002). Al momento del apareamiento cuando el macho es excitado los testiculos

descienden hasta el &rea de la ingle regresando a su region abdominal (Quillahuaman, 2015).

Hay tres secciones en los testiculos, la primera o extratubérica (tunica albuginea) contiene
células de Leydig productoras de testosterona, la segunda seccion peritubular que consta de células
mioides, fibroblastos y fibras de coldgeno que en conjunto con la parte intratubarica forman el
liguido sanguineo testicular. Finalmente, estd la parte intratubular (tabulos seminiferos), que
contiene células de Sertoli que brindan nutrientes y soporte estructural a las respectivas células

durante la espermatogénesis (Aliaga et al., 2009).

Luego se encuentra la red testes o mediastino del que salen los conductos eferentes que

avanza hasta la cabeza del epididimo.

4.2.2. Epididimo

El epididimo es un tubo largo y flexible que se adhiere al borde de la entrada del testiculo,
este se divide en cabeza, cuerpo y cola, la cabeza se comunica con los conductos eferentes y la
cola contintia con el conducto deferente. El epididimo juega un papel fundamental entre sus
principales funciones transporte, maduracion y almacenamiento de los espermatozoides (Trujillo,
1994).

Su volumen de almacenamiento contiene 15-20 espermatozoides en cabeza y cuerpo y 80-
85% en la cola (Vicente y Viudes, 2000).

4.2.3. Conducto Deferente
Los conductos deferentes contintian el canal del epididimo como un tubo enrollado paralelo
al cuerpo del epididimo que desemboca en la uretra, en un gran arco situado caudalmente con

respecto al esfinter vesical (Lavara et al., 2001).

Los vasos sanguineos son tubos musculares que transportan los espermatozoides desde el

epididimo hasta la uretra prostatica en el momento de la eyaculacion. También son un poco mas



gruesos que las partes terminales, estos miden unos 4 cm de largo. Esta estructura esta involucrada

en el almacenamiento de esperma para la eyaculacion (Calamera, 1977).

4.2.4. Corddn Espermético

Es aquella que se encuentra por encima de los testiculos conteniendo varios elementos,
incluidas las fibras y los musculos lisos del plexo pampiniforme, que se expande para distribuir el
calor, la arteria y la vena testicular, el nervio, el conducto linfatico y conducto deferente. (Almeda,
2001).

4.2.5. Glandulas Vesiculares
Los conejillos de indias tienen vesiculas seminales que proporcionan la parte liquida del
semen. Son alargadas, de 12 cm de largo y 0,6 cm de diametro (Quillahuaman, 2015). Hay cuatro
fracciones en las vesiculas seminales, una es soluble, la otra es muy béasica y probablemente
representa la proteina de coagulacion del esperma de cobayo. El resto no son coagulantes, se
detectan en el suero y probablemente se encuentren dentro del epitelio de las vesiculas seminales
(Alba, 1990).

Estas vesiculas contienen prostaglandinas, especialmente las series E y F, que son
importantes para la fertilidad. La mayor parte del contenido liquido de los espermatozoides se

obtiene de las vesiculas seminales y se vuelve relativamente grande en el cobayo (Holting, 1995).

4.2.6. Prostata
El conejillo de indias posee una forma tubular ubicada caudalmente, esta dividido por
I6bulos y compuesto por tubulos contorneados (Matamoros, 1981). La funcion de la prostata es
contribuir con fluidos e iones inorganicos a los espermatozoides. La secrecién prostatica contiene

acidos, proteinas, lipidos y hexosas fosfatasas (Aliaga et al., 2009).

4.2.7. Glandulas Coaguladoras
Las glandulas accesorias también incluyen las glandulas de coagulacion, estas producen
secreciones que permiten que las sustancias secretadas por las vesiculas seminales se coagulen,
dando como resultado una formacion de tampdn vaginal después de la cubricién, mismo que
permite que el semen no regrese. Tienen glandulas sebaceas por encima del ano, que utilizan para

atraer a las hembras y marcar territorio (Gonzalo, 2012).



4.2.8. Glandulas Bulbouretrales
Son de forma redondeada con 8 mm de largo y 5 mm de ancho. Permiten que una sustancia
mucilaginosa lave la uretra de los residuos de orina (Gonzalo 2012).
Posee una secrecion de glandulas bulbo uretrales, de naturaleza muy viscosa vitreo

albuminoidea secretada en la uretra en la eyaculacion.

4.2.9. Uretra
La uretra del cobayo tiene dos funciones elementales: la primera es eliminar la orina del

aparato excretor y la segunda excretar el esperma del sistema reproductor (Aliaga et al., 2009).

4.2.10. Pene
Es un drgano copulador de 45 mm de largo y 5 mm de didmetro con hueso y glande. El
glande en forma de cono truncado tiene una abertura llamada abertura u orificio uretral
(Quillahuaman, 2015). Tiene doble funcion: expulsar la orina y depositar el semen eyaculado
dentro del aparato genital de la hembra. Anatomicamente se divide en tres partes: el glande o
extremo libre del pene, el cuerpo intermedio y la raiz, la cual se localiza en la region del musculo

bulbocavernoso, en el arco isquiatico de la pelvis (Almeda, 2001).
4.3.Morfologia espermatica del cuy

4.3.1. Espermatozoides

La cabeza del espermatozoide del cuy (Cavia porcellus), es ancha, simétrica y tiene forma

de disco, con la parte final truncada. EI acrosoma cubre alrededor del 50% de la longitud total de
la cabeza (Gallardo et al., 2002).

Figura 1. Espermatozoide normal del cuy (Cavia porcellus) C: cabeza; Pl: pieza intermedia; T: cola

Fuente: (Cabeza et al., 2020)



4.3.2. Morfologia
El esperma se origina en los tubulos seminiferos de los testiculos. Estos tabulos contienen

una serie compleja de gametos en desarrollo que forman los gametos masculinos.
e Cabeza

La cabeza del espermatozoide del cobayo se puede apreciar la cromatina muy compacta y
homogénea que es equivalente a la mitad de lo que contiene una célula somatica. Tiene vacuolas
nucleares, que son cavidades dispersas en el material nuclear. La membrana nuclear esta
fuertemente unida al ADN Yy tiene poros s6lo en las regiones laterales, detras del acrosoma. Se
encuentra en la parte membranosa anterior del ndcleo, también contiene material acrosémico cubre

dos tercios de la parte anterior y el otro ecuatorial (Alba, 1990).
e Pieza intermedia

Es aquella regién que se implanta al flagelo procedente del centriolo distal. EI centriolo
proximal estd orientado oblicuamente al eje caudal. El rango esta relacionado con la envoltura
mitocondrial, se dice que hay aproximadamente 80-85 mitocondrias por espermatozoide (Alba,
1990).

e Cola

Esta ubicada entre el cuello y el anillo, es la pieza media y el nucleo central de este cuerpo
medio forma el axonema en toda su longitud. Consta de nueve pares de microtibulos dispuestos
radialmente alrededor de dos filamentos centrales. EI axonema de la pieza intermedia y las fibras
densas asociadas consisten en muchas mitocondrias. Este centro esta rodeado por un manto fibroso
resistente. La vaina cilindrica presenta dos engrosamientos longitudinales prominentes o columnas

que corren a lo largo de lo que se piensa que son superficies dorsal y ventral de la pieza principal.

La Gltima parte de la cola contiene solo un axonema central cubierto por una membrana
citoplasmatica (Hafez, 1989). En resumen, como lo menciona (Loor 2015, citado en Fertygen,
2013), la cola proporciona movilidad a la célula para que pueda desplazarse y llegar al 6vulo para

fecundarlo
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4.4. Nutricion

El cuy es un herbivoro monogastrico que posee un estomago donde realiza la digestion
enzimatica y un ciego funcional en donde se produce la fermentacion bacteriana. Por su anatomia
es considerado como fermentador post gastrico por los microorganismos presentes en el ciego
(Chauca, 1997).

44.1. Requerimientos Nutricionales del Cuy
La nutricion, al ser una base fundamental en toda explotacion pecuaria, se requieren
nutrientes de acuerdo a su esta productiva y reproductiva el cual nos permitira mejorar su crianza,
aprovechando su precocidad, prolificidad y habilidad reproductiva (Chauca, 1997). El aporte de
nutrientes es de tres tipos: forraje, forraje mas concentrado y concentrado méas agua y vitamina C
(Castro, 2002).

Tabla 1.

Necesidades nutricionales en gramos (g) de forraje y concentrado, segun la edad

Edad Forraje (9) Concentrado (g)
Lactante 100 a 120 10
Destetado 200 a 300 20
Crecimiento 80 a 100 (cuarta semana) 30

120 a 160 (octava semana)
Adulto 300 a 400 (doceava semana) 30

Fuente: (NRC, Mineral Tolerance of Animals, 1978).

Los nutrientes que necesitan los cobayos son: agua, proteina (aminoacidos), fibra, energia,

acidos grasos esenciales, minerales y vitaminas, esto dependeréa de las distintas etapas que se

Tabla 2.

Requerimientos nutricionales en cuyes en diferente etapa fisiologica.

Nutrientes  Unidad Etapa de vida
Gestacion Lactancia Crecimiento Engorde
Proteina % 18 18-22 13-17 15-17
Energia Kcal/kg 2800 3000 2800 2800
Fibra % 8-17 8-17 10 4-8
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Calcio % 1,4 1,4 0,8-1,0 0,8-1,0

Fosforo % 0,8 0,8 0,4-0,7 0,4-07
Magnesio % 0,1-0,3 0,1-0,3 0,1-0,3 0,1-0,3
Potasio % 0,5-1,4 0,5-1,4 0,5-1,4 0,5-1,4
Vitamina C mg 200 200 200 200

Fuente: Nutrient requirements of laboratory animals 1990. Universidad de Narifio, Pasto

(Colombia). citado por Caycedo, 1992.

4.4.2. Proteina y Energia

La proteina es un componente esencial para la formacion de los tejidos, pelos y visceras,
dependiendo de la calidad mas que de la cantidad consumida. Entre los alimentos que proveen
proteina estan las leguminosas y las que brindan una buena fuente de energia estan las gramineas
(Vivas & Carballo, 2013). La ingesta inadecuada de proteinas da como resultado un menor peso
al nacer, un crecimiento deficiente, una baja produccion de leche, una baja fertilidad y una menor
utilizacién de nutrientes (Chauca, 1997). La energia que proveen al animal proviene de los
carbohidratos y lipidos, utilizada para el mantenimiento, crecimiento, produccion y reproduccion
del animal, por ende, un suministro suficiente de energia es considerado uno de los factores del
éxito reproductivo (Rico, 2003). Un nivel de 3000 kcal/kg de dieta da como resultado una buena

ganancia de peso Yy eficiencia alimentaria NRC (1978).

4.4.3. Fibray Fibra Detergente Neutra (FDN)

La fibra es un nutriente importante ya que favorece la digestibilidad de otros nutrientes,
este retarda el paso de los alimentos a través del tubo digestivo (Aliaga et al., 2009). El porcentaje
optimo para la alimentacion balanceada en cuyes debe ser no menor al 18% de fibra (Chauca,
1997).

La FDN contiene todos los componentes de la pared celular (celulosa, hemicelulosa,
lignina y silice), mientras el forraje madura aumenta su contenido de FDN lo que determina una
tasa mas lenta en digestion y mayor tiempo de transito gastrointestinal. A mayor FDN menos
consumo voluntario. La importancia de la FDN es que contiene carbohidratos estructurales

solubles que son aprovechables por el cuy, por otro lado, la FDA (fibra detergente acida) contiene

12



carbohidratos no utilizables para el animal. Los requerimientos de FDN estan entre 19 a 25 %
(Jave, Z., 2014).

4.5.Alteraciones morfoldgicas del espermatozoide

Las alteraciones morfologicas pueden ser primarias si ocurre durante la espermatogénesis;
secundaria se produce despueés de que el esperma sale del testiculo y la terciaria es causada por el
método de evaluacion o almacenamiento de los espermatozoides (Torretta et al., 2010).

La mayor parte de los defectos de cola también se consideran anomalias primarias,
incluidos los defectos de pieza intermedia, la presencia de una gota citoplasmatica proximal, colas

enrolladas y colas accesorias (Barrios, 2002).

Las alteraciones secundarias de los espermatozoides se originan en el epididimo, que
incluyen: cabeza ancha, cabeza normal libre, membrana acrosoma separada y plegada,
implantacion axial de la cola, colas caidas citoplasmaticas distales con colas curvas suaves que

estan retorcidas en la punta.

Las anormalidades secundarias de los espermatozoides se originan en el epididimo, que
incluyen: cabeza ancha, cabeza normal, membrana acrosomal separada y plegada, implantacién
axial de la cola, colas caidas citoplasmaticas distales con colas curvas suaves que estan retorcidas
en la punta. La presencia de células epiteliales, eritrocitos, formacion de medusas y células
precursoras de espermatozoides en la muestra de semen también se consideran anomalias

secundarias (Barrios, 2002).

45.1. A nivel de la Cabeza

Alteraciones numeéricas:

a) Espermatozoides acefalicos, anucleados, en cabeza de alfiler o decapitados: son
aquellos espermatozoides acéfalos por lo cual no tienen material genético.

b) Espermatozoides bicéfalos: presenta dos cabezas y un solo flagelo, la pieza intermedia
presenta un aspecto grueso.

Alteraciones en la forma:

13



a) Espermatozoides con cabezas alargadas o estrechos: La cabeza de los espermatozoides
es elipsoide, el eje longitudinal (2 a 3 um).
b) Espermatozoides con cabezas redondas: A diferencia del caso anterior, aqui ambos ejes

longitudinales (5-6 um) domina al eje transversal (2-3 um).

45.2. A nivel de la Pieza de Conexion:
a) Espermatozoides con implantacion axial andémala del flagelo: En estos casos
observamos una estrangulacion a nivel de la pieza intermedia, que se une a la fosa de

implantacion formando un angulo de 45-90°.

45.3. A nivel de la Cola o Flagelo:

Alteraciones numeéricas:

a) Espermatozoides sin flagelo: Se observan cabezas de espermatozoides con ausencia total
de cola.

b) Espermatozoides con flagelos multiples: Se encuentran espermatozoides con dos 0 mas
flagelos (Gomez et al., 2005).

Alteraciones en la forma, a nivel de la pieza intermedias:

a) Espermatozoides con pieza intermedia marcadamente engrosada: En ocasiones se
observan espermatozoides cuya pieza intermedia puede incluso superar el tamafio cefalico.
b) Espermatozoides con persistencia de gota citoplasmatica: Este es un tipo de anomalia

dificil de diagnosticar debido a que se pueden confundir con piezas intermedias engrosadas.
Alteraciones de la forma a nivel del resto del flagelo:

a) Espermatozoides con enrollamiento total de la cola: Cuando se observan “in vitro”
presentan problemas de motilidad.

b) Espermatozoides con enrollamiento parcial de la cola: S observa que el enrollamiento
de la cola afecta la misma.

c) Espermatozoides con flagelos truncados: estos tienen en la parte principal angulaciones

de diferentes grados (Gomez et al., 2005).
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Figura 2. Alteraciones Morfologicas del Espermatozoide
Fuente: (Montoya, 2009)
4.6.Evaluacion de la calidad seminal
4.6.1. Evaluacién Macroscopica del Semen

e Color
El color del esperma del conejillo de indias es blanco cremoso (Loor, 2015), mientras que

para (Mise 2014) las caracteristicas macroscépicas en la coloracién seminal es un tipico blanco

lechoso.

e Volumen
En este parametro el volumen de colecta es de 0,20 ml y el maximo 0.70 ml extraido

mediante la técnica de electroeyaculacion (Aragon, 2019). EI método de colecta seminal, también

se ve influenciada la experticia de quien lo realiza y el estado del animal (Mise 2014).

e PH

El pH varia de 7 a 8, con un promedio de 7,3 acumulandose en el epididimo (Loor, 2015).
Por otro lado, el promedio de pH del semen colectado por el método de electroeyaculacion es 7,05

teniendo como pH méximo de 7.50 y pH minimo de 6.50 (Cabeza, 2020).
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4.6.2. Evaluacion Microscopica del Semen

e Motilidad individual
La observacion y evaluacion de las células con movimiento progresivo brinda informacion
valiosa sobre la integridad de la membrana celular de los espermatozoides, y su integridad
morfoldgica. Los espermatozoides que giran o0 se mueven con un movimiento oscilatorio

consideran que tienen movimientos anormales (Goémez et al., 2005).

Se dice que la motilidad total colectado por el método de electroeyaculacion es de 69.40%
siendo este similar al reporte de (Aragon 2019) que obtuvo 72.15 % colectado por el método de

electroeyaculacion.

e Morfologia
El espermatozoide del cuy presenta una cabeza ovalada con el extremo distal plano y se
visualiza claramente su acrosoma. Se observan muchas anormalidades como cabezas sin
acrosoma, por la falta de madurez en la espermatogénesis (Loor, 2015). Estos espermatozoides
suelen agruparse en paquetes de 5 a 7, acoplados cabeza con cabeza debido a que la membrana del

acrosoma es muy delgada (Caycedo, 2000).

e Concentracion

El analisis de concentracion espermatica se lo realiza por medio del conteo de la cdmara
de Neubauer, donde se toman 5 pl de la muestra espermatica a esta muestra se la mezcla con 990
ul de agua destilada, luego se la homogeniza por cinco segundos, y finalmente se coloca en la
camara de Neubauer para su analisis. El recuento espermatico se realiza con un microscopio de
400x. Todos los espermatozoides observables presentes dentro del cuadro central de la camara de
Neubauer se los cuenta, y el valor total obtenido se multiplica por 5 por 10 por 100 y por 10000 y
por el factor de dilucion 20. De esta forma se obtiene la concentracion espermatica por ml (Palma,
2001).

4.7.Dilucién espermética

La dilucion es un proceso mediante el cual los espermatozoides intentan mantener unas
condiciones fisioldgicas dptimas el mayor tiempo posible con la ayuda de sustancias que favorecen

su correcto metabolismo. Este proceso también permite diluir o ampliar la cantidad de medio en
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el que se diluyen los espermatozoides, lo que permite una correcta manipulacion de la
concentracion espermatica y facilita mayores dosis de espermatozoides por eyaculacion. Los
compuestos que facilitan este proceso se denominan diluyentes o “potenciadores” (Kandelousi et
al., 2013).

Los diluyentes deben tener elementos basicos, una sustancia idnica y no ionica para poder
sostener la osmolaridad, lipoproteinas de alto peso molecular protegiendo asi los espermatozoides
del shock térmico, crioprotectores, antioxidantes y antibioticos (Condoy & Cevallos, 2017). Los
diluyentes deben cumplir ciertos requerimientos como el suministro de nutrientes para el
metabolismo adecuado de los espermatozoides, la proteccion de durante el proceso de
enfriamiento, la prevencion en los cambios de pH durante la formacién de acido lactico, asi mismo
mantener la presion osmotica y el balance de electrolitico, la prevencion de la colonicen bacteriana

y la viabilidad de los espermatozoides cuando se necesitan (Kandelousi et al., 2013).
4.7.1. Requisitos de los Diluyentes

e Amortiguadores como citrato de sodio, amortiguador organico Tris (hidroximetil
aminometano).

e Yema de huevo o leche los cuales contienen macromoléculas que protegen la vida del
espermatozoide contra variaciones de temperatura, interviene en la motilidad y la
fertilidad espermatica.

e Fuentes de energia necesarias para la motilidad como fructosa, glucosa para preservar las
reservas intracelulares.

e Crioprotector intracelular que reduce la formacion de cristales y solutos que se producen
durante la congelacién como glicerol, DMSO (dimetil sulfoxido) y etilinglicol.

e Parainhibir la proliferacion de agentes microbianos se utilizan antibiéticos como tilosina,

gentamicina, penicilina, dihidroestreptomocina (Lucero, 2009).
4.7.2. Diluyentes a Base de Leche Descremada

A continuacion, se dara a conocer los diferentes diluyentes a base de leche descremada que

ayuda a mejorar la calidad espermatica. Botupharma USA (2008), menciona los siguientes:
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e Botusemen®: diluyente a base de leche descremada que se utiliza para diluir el eyaculado
y permite el transporte refrigerado de los espermatozoides hasta el momento de la
inseminacion. Estd compuesto por: leche desnatada en polvo esterilizada UHT, azUcares,
aminoacidos, antioxidantes y excipientes.

e Botusemen® Special: diluyente a base de leche descremada, desarrollado para proteger
los espermatozoides de las bajas temperaturas cuando ocurre un shock térmico. Su
composicién se basa en la adicion de lipidos esenciales para mantener la estabilidad de la
membrana plasmatica de los espermatozoides durante el proceso enfriamiento, ademas
posee: leche desnatada en polvo esterilizada UHT, azlcares, aminoacidos, antioxidantes,
colesterol y excipientes.

e Botusemen® Gold: diluyente a base de leche descremada con caseina, que en altas
concentraciones contribuye a retrasar el proceso de capacitacion espermatica mejorando
las tasas de prefiez, ademas posee azlcares, aminoacidos, antioxidantes, colesterol y

excipientes.
4.8. Degeneracion testicular

La degeneracion testicular se puede decir que es el deterioro de la estructura tubular que
resulta en disminucion de su funcionalidad. En ciertas ocasiones la degeneracion testicular ocurre
de forma aguda secundaria a una lesion conocida como por ejemplo el trauma testicular,
exposicion al calor, frio, radiacion, toxinas o isquemia, ciertas deficiencias nutricionales,
administracion de andrdgenos exogenos, infecciones, enfermedades, trastornos autoinmunes,
obstrucciones del flujo de esperma y tumores pueden resultar en degeneracion testicular (Turner
2007).

A nivel histolégico se observa una disminucion de la espermatogénesis en los tubulos
seminiferos por la muerte de las células de tipo germinativo. Las espermatogonias presentan
citoplasmas vacuolados y nucleo picnético (condensacion irreversible de la cromatina) los
espermatozoides se degeneran y aparecen como células gigantes multinucleadas resultantes de la
fusion de varias células. Las espermatidas se degeneran y aparecen células gigantes multinucleadas

resultantes de la fusion de varias espermatidas (Santos et al., 1989)
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5. Metodologia
5.1.Area de estudio

El presente trabajo de investigacion el experimento uno, se realiz6 en el Laboratorio de
Diagnadstico Integral Veterinario de la Universidad Nacional de Loja, de la Facultad Agropecuaria
y de Recursos Naturales Renovables, en la parte sur de la ciudad de Loja en las coordenadas
4°02'08.9"S 79°12'11.3"W. Ademas, cuenta con una temperatura minima de 15,9° y una
temperatura maxima de 22,6 °C, una precipitacion media anual de 906,9 mm y humedad relativa

mensual de 74,5%.

Para el experimento dos y tres, se llevo a cabo en el Centro de Biotecnologia de la
Reproduccién y el Centro de Investigacion, Desarrollo e Innovacion en Nutricion Animal
(CIDINA) pertenecientes a la Quinta Experimental Punzara de la Universidad Nacional de Loja, a
una altitud de 2 135 msnm, sus coordenadas son: Longitud 79° 12 40°* a 79° 12° 59°° O, Latitud
04° 02° 47°> a 04° 02’ 32°° S. Presenta una temperatura minima de 15,9 °C y una temperatura

maxima de 22,6 °C, la humedad mensual es de 74,5 %.

. » s : CIDINA — Area de experimentacion
Laboratorio de Diagnostico Integral 5

b .Hospi(!l Docente
Sane "9"Veterin§rio César...
-

= (®)XQ7ZW+GPP “JT“; '

Quinta Experimental Punzara (UNL)

Figura 3. Ubicacion geogréfica del Laboratorio Integral Veterinario, Centro de Biotecnologia de la
Reproduccidon y el Centro de Investigacién, Desarrollo e Innovacion en Nutricion Animal (CIDINA)

Fuente: Google
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5.2.Procedimiento

5.2.1. Enfoque Metodoldgico
Se desarrollaron tres experimentos con enfoque cuantitativo.

5.2.2. Disefio de la Investigacion

5.2.2.1. Experimento 1.

Se trat6 de un estudio de tipo observacional, en el que se adquirieron cobayos machos con
pesos y edades variables, utilizando un muestreo no probabilistico por conveniencia. El
experimento consistio en evaluar la calidad espermatica de cada unidad experimental post mortem,
centrandose en las variables dependientes: concentracion espermatica y morfologia espermatica

en gota humeda.

5.2.2.2. Experimento 2.

El estudio fue de tipo experimental utilizando un disefio completamente aleatorizado
(DCA). Se evaluaron 2 dietas con diferente porcentaje de fibra detergente neutra (FDN), sobre la
calidad espermaética. Las dietas fueron formuladas y elaboradas por el Centro de Investigacion,
Desarrollo e Innovacion en Nutricion Animal (CIDINA/CUYES) en donde:

- Dieta 1: Consistio en una alimentacion a base de Maralfalfa (Penissetum spp). Esta dieta
tuvo un nivel de energia digestible de 2800 kcal, proteina del 15%, fibra detergente neutra

del 32% y un contenido de almidén del 13%.

Tabla 3.

Ingredientes y composicion quimica de la dieta 1

Nivel de inclusion de Maralfalfa

item 2%
Ingredientes, % en base fresca del pienso

Afrecho de trigo 37,9
Trigo 12,2
Paja de arroz 19,9
Maralfalfa 1,74
Harina de soja 13,7
Aceite de palma 6,66
Melaza de cafa 3,98
Sal 0,398
L-Lisina-HCL 0,318
DL-Metionina 0,131
Treonina 0,217
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Bicarbonato de sodio
Premezcla vitaminica-mineral®
Vitamina C

Carbonato de calcio

Fosfato mono calcico
Celmanax?

Bentonita

0,136
0,199
0,040
2,030

0,100
0,398

Composicion quimica estimada (% en tal como ofrecido)

Energia digestible, kcal/kg
FND
Almidon
Lisina
Metionina
Treonina
Calcio
Fosforo total
Na

K

Cl

2800
32,0
13,0
0,800
0,300
0,600
1,00
0,500
0,200
0,500
1,00

Fuente: Ganazhapa (2023).

Tabla 4.

Ingredientes y composicion quimica de la dieta 2.

- Dieta 2: Consistio en una alimentacion a base de Maralfalfa (Penissetum spp). Esta dieta

tuvo un nivel de energia digestible de 2800 kcal, proteina del 15%, fibra detergente neutra

del 40% y un contenido de almidon del 2%.

Nivel de inclusion de Maralfalfa

item 31%
Ingredientes, % en base fresca del pienso

Afrecho de trigo 12,6
Trigo -

Paja de arroz 19,9
Maralfalfa 31,4
Harina de soja 22,2
Aceite de palma 6,66
Melaza de cafia 3,982
Sal 0,398
L-Lisina-HCL 0,211
DL-Metionina 0,141
Treonina 0,204
Bicarbonato de sodio -

Premezcla vitaminica-mineral* 0,199
Vitamina C 0,040
Carbonato de calcio 1,12
Fosfato mono calcico 0,429
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Celmanax2 0,100

Bentonita 0,398
Composicion quimica estimada (% en tal como ofrecido)
Energia digestible, kcal/kg 2800
FND 40,0
Almidén 2,00
Lisina 0,800
Metionina 0,300
Treonina 0,600
Calcio 0,800
Fosforo total 0,400
Na 0,200
K 0,600
Cl 1,00

Fuente: Ganazhapa (2023).
5.2.2.3. Experimento 3.

Este estudio fue de tipo experimental, utilizando un disefio completamente aleatorizado. El
objetivo fue evaluar la motilidad y el vigor de las celulas espermaticas, utilizando tres tipos de
diluyentes a base de leche descremada (BotuGold ®, BotuSemen ®, BotuSpecial ®). Se
establecieron dos grupos experimentales que correspondian a las 2 dietas con diferentes
porcentajes de fibra detergente neutra (FDN), distribuidas en un arreglo factorial 3x2. La
evaluacion de la motilidad y el vigor se realizo en diferentes momentos a los 0, 30, 60, 120, 180,

240 minutos.

5.2.3. Tamafno de la muestra y tipo de muestreo

5.2.3.1. Experimento 1.

En este experimento se utilizaron 55 cuyes machos de entre 8 y mayores a 10 semanas de
edad con pesos variables, procedentes de un sistema de explotacion familiar. De los 55 cobayos se
pudieron obtener 35 muestras seminales, ya que no todos estaban sexualmente aptos para realizar
la colecta debido al peso y edad insuficientes. Las carcasas de los animales fueron destinas al

comercio.
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5.2.3.2. Experimentos 2y 3.

En el experimento 2 se utilizaron 20 cobayos desde los 14 dias de edad y durante ocho
semanas fueron alimentados con dietas de diferente porcentaje de fibra detergente neura (FDN)
hasta las 12 semanas. En el experimento 3 se evalud la motilidad y el vigor de las células
espermaticas, utilizando 3 tipos de diluyentes a base de leche descremada (BotuGold ®,
BotuSemen ®, BotuSpecial ®).

5.2.4. Técnicas

En esta investigacion, utilizando una balanza se tomd los pesos de cada unidad
experimental. Ademas, se evalu0 la calidad seminal de cada muestra, tomando en cuenta factores
como: la edad, peso, factor nutricional, el uso de diluyentes a base de leche descremada y tiempo
de sobrevivencia espermatica obtenidos de la cola del epididimo.

5.2.4.1. Colecta de la muestra espermatica.

Una vez diseccionado el aparato reproductor del cuy, se procedio a realizar un lavado
retrogrado desde los conductos deferentes que conecta con la cola del epididimo mediante el uso

del respectivo diluyente utilizando 0,7 ml y colocandolo en un microtubo.

5.24.2. Motilidad

Para determinar la motilidad y el vigor se coloc6 10 pL de la muestra espermatica sobre un
portaobjetos, y con uso de cubreobjetos se observé en el microscopio (Labomed ®, labo América,
inc, USA) con aumento de 100x, a los 0, 30, 60, 120, 180, y 240 minutos. Las muestras se

mantuvieron sobre la platina térmica (Minitube ®) a una temperatura de 37,5°C.

5.2.4.3. Concentracion

Se utiliz6 una dilucion 1:100 (990 pL de agua destilada + 10 uLL de la muestra seminal) en
microtubos de 1,5 ml, y se realizo el conteo en la cdmara de Neubauer en el microscopio con

aumento de 400x, obteniendo el nimero de espermatozoides por ml (sptz/ml).
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5.2.4.4. Morfologia

Para el analisis de morfologia espermatica en gota himeda se utilizo 500 pL de formol
salino + 40 pL de muestra seminal. Se coloc6 8 puL sobre un portaobjetos, y con uso de

cubreobjetos se observd en el microscopio con aumento de 1000x.

5.2.4.5. Histopatologia

Una vez extraidos los testiculos, se colocaron en formol bufferado y se envié a un
laboratorio particular para realizar los cortes histopatolégicos. Se midieron el rea, el perimetro,
la luz, el diametro vertical y horizontal, la altura del epitelio de los tubulos seminiferos. La
evaluacion de los cortes de ambos testiculos se hizo mediante el programa Motic Images plus 2.0.

5.2.5. Variables de Estudio

5.25.1. Experimento 1: Espermiograma de muestras de la cola del epididimo:

e Concentracion espermatica

e Morfologia espermatica en gota hiUmeda

5.2.5.2. Experimento 2: Espermiograma e histopatologia:

- Variables independientes:

e Dieta 1: Consistio en una alimentacién a base de Maralfalfa (Penissetum spp). Esta dieta
tuvo un nivel de energia digestible de 2800 kcal, proteina del 15%, fibra detergente neutra
del 32% y un contenido de almidon del 13%.

e Dieta 2: Consistio en una alimentacion a base de Maralfalfa (Penissetum spp). Esta dieta
tuvo un nivel de energia digestible de 2800 kcal, proteina del 15%, fibra detergente neutra
del 40% y un contenido de almidon del 2%.

- Variables dependientes:

e Concentracion espermatica

e Morfologia espermatica en gota hiUmeda

e Altura epitelial de los tibulos seminiferos
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5.2.5.3. Experimento 3: Diluyentes a base de leche descremada y uso de 2 dietas con
diferentes niveles de fibra detergente neutra (FDN) y almidon (disefio 3 x 2).

- Variables independientes:
e Diluyentes (BotuGold, BotuSemen y BotuSpecial)
e Dietas (tabla3y 4)

- Variables dependientes:

e Motilidad
e Vigor
5.2.6. Procesamiento y Analisis de la Informacion

5.2.6.1. Experimento 1.

En este estudio se emple0 la estadistica descriptiva para analizar las variables dependientes
de concentracion y morfologia espermatica en gota humeda. Se aplico un analisis de varianza
(ANOVA), La edad se identificé como fuente principal de variacion (8 y > 10 semanas).

5.2.6.2. Experimento 2.

En este estudio se empled un analisis de tipo experimental, en donde se evaluaron 2 dietas
distintas. Se aplico un analisis de varianza (ANOVA) para las variables dependientes,
concentracion, morfologia espermatica en gota himeda, altura epitelial de los tubulos seminiferos.

Las dietas se identificaron como fuente principal de variacion (variable independiente).
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5.2.6.3. Experimento 3.
Se realiz6 un analisis de medidas repetidas, con las variables dependientes: motilidad y
vigor, donde las principales fuentes de variacion fueron los diluyentes, el tiempo, la dieta, y la
interaccion de estos factores y se incluyé en el modelo una matriz de varianza covarianza de tipo

Simétrica Compuesta (SC). Para comparar las medias se utilizo un t-test protegido.

5.2.7. Consideraciones éticas

e Dentro de las consideraciones éticas, respecto al manejo de los animales se adecuaron los
espacios pertinentes para que estos puedan desarrollarse, con comederos y bebederos
automaticos, en donde se reduzca lo maximo posible el factor de estrés.

e También se llevd a cabo todas las medidas de bioseguridad, al momento de realizar el
sacrificio los animales teniendo un periodo de ayuno de 12 horas. Las carcasas de los

animales fueron utilizadas con fines comerciales.
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6. Resultados

A continuacidn, se presentan los resultados del espermiograma de muestras de la cola del
epididimo de cuyes de diferentes edades (Experimento 1), espermiograma e histopatologia
testicular de cuyes alimentados con diferente % de fibra detergente neutra (FDN) (Experimento
2) y el efecto de tres diluyentes a base de leche descremada sobre estas muestras espermaticas

(Experimento 3).
Experimento #1

En el andlisis de calidad seminal se observd mayor cantidad de defectos morfoldgicos
espermaticos en cuyes de 8 semanas de edad, principalmente defectos menores y totales (p < 0,05)
(Tabla 5). Sin embargo, en los cuyes de 10 semanas hubo mas defectos mayores.

Tabla 5.

Media + error estandar de concentracion y morfologia espermatica de muestras extraidas de la cola del
epididimo de cuyes de 8 y >10 semanas de edad

8s >10s

(n=17) (n=18)
Concentracién (10%sptz/ml) 111,3+229 128,8 £ 23,6
Defectos mayores (%) 32,17 £ 0,036" 34,41 £ 0,0362
Defectos menores (%) 8,86 + 0,0592 2,18 +0,118"
Defectos totales (%) 41,03 +0,0342 36,59 + 0,036

*a, b Letras sobrescritas minusculas diferentes en sus mismas lineas muestran diferencia estadistica (p <
0,05)

En la tabla 6, se resaltan los defectos morfol6gicos mayores y menores mas relevantes, en
donde los cuyes de 8 semanas de edad presentaron alteraciones principalmente defectos totales de
cabeza, acrosoma y gota citoplasmatica distal (p < 0,05) Se observd una tendencia a una mayor

cantidad de defectos totales de cola, en los cobayos de 8 semanas de edad.
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Tabla 6.

Media * error estandar de principales defectos morfolégicos espermaticos de muestras extraidas de la cola

del epididimo de cuyes de 8 y >10 semanas de edad

8s >10s

(n=17) (n=18)
Defectos totales cabeza (%) 14,53 + 0,047 9,21 + 0,059
Defectos totales cola (%) 3,85+ 0,1024 3,00+0,1118
Acrosoma (%) 31,3 +0,0362 28,7 + 0,038
Cabeza pequefia anormal (%) 3,12 £ 0,099 3,19+0,101
Cola doblada enrollada (%) 11,0 £ 0,053 9,97 + 0,057
Gota citoplasmatica distal (%) 2,47+0,118 1,05+ 0,219%

*a, b Letras sobrescritas minUsculas diferentes en sus mismas lineas muestran diferencia estadistica (p <

0,05)

*A, B Letras sobrescritas mayusculas diferentes en sus mismas lineas muestran tendencia estadistica (p <

0,1)

Experimento #2

Al evaluar el efecto de diferentes porcentajes de fibra detergente neutra en la dieta sobre

los valores del espermiograma, se observo que los cuyes alimentados con el 32% de FDN y 13 %

de almidén tuvieron mayor cantidad de defectos morfoldgicos espermaticos principalmente

mayores, (p < 0,05) (tabla 7). Hubo més defectos menores en aquellos cuyes alimentados con un

40% de FDN. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos de

las otras variables evaluadas.
Tabla 7.

Media + error estandar de valores de espermiograma de muestras extraidas de la cola del epididimo de
cuyes de 12 semanas de edad con un peso promedio de 1199 kg, alimentados con dietas de diferente

porcentaje de fibra detergente neutra FDN

FDN 32% FDN 40%
(n=10) (n=10)

Motilidad (%) 33,10+ 3,90 32,80 + 3,94
Vigor (1-5) 2,07 +0,15 2,15+ 0,16
Concentracion (10%sptz/ml) 152,5+ 25,6 124,54+ 25,6
Defectos mayores (%) 34,5+ 0,0478 28,7 +0,049°
Defectos menores (%) 15,0 + 0,063 19,0 £ 0,0572
Defectos totales (%) 49,6 + 0,045 47,8 + 0,045
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*a, b Letras sobrescritas minusculas diferentes en sus mismas lineas muestran diferencia estadistica (p <
0,05)

En la tabla 8, se resaltan los defectos morfoldgicos mayores y menores mas relevantes.
Evaluando el efecto de diferentes porcentajes de fibra detergente neutra en la dieta sobre los
valores del espermiograma, se observo que los cuyes alimentados con el 32% de FDN tuvieron
mayor cantidad de defectos morfoldgicos espermaticos principalmente, totales de cabeza, totales
de cola y de acrosoma (p < 0,05) Sin embargo, se observo una tendencia a una mayor cantidad de
defectos de cola doblada o enrollada en los cobayos alimentados con un 40% de FDN.

Tabla 8.

Media * error estandar de principales defectos morfolégicos espermaticos de muestras extraidas de la
cola del epididimo de cuyes de 12 semanas de edad alimentados con dietas de diferente porcentaje de
fibra detergente neutra FDN

FDN 32% FDN 40%
(n=10) (n=10)
Defectos totales cabeza (%) 26,0 + 0,0518 23,0 £ 0,053%
Defectos totales cola (%) 5,6 +0, 1022 2,6 + 0,149
Acrosoma (%) 22,0 + 0,054% 19,0 £ 0,057%
Cabeza pequefia anormal (%) 3,4+0,137 3,4+0,130
Cola doblada enrollada (%) 7,5+0,1904 50+ 0,1628

*a, b Letras sobrescritas mintsculas diferentes en sus mismas lineas muestran diferencia estadistica (p <
0,05)

*A, B Letras sobrescritas mayusculas diferentes en sus mismas lineas muestran tendencia estadistica (p <
0,1)

En el estudio histopatolégico de los tabulos seminiferos (TS), los cuyes alimentados con
el 32% de FDN, presentaron mayor area y perimetro de la luz tubular, asi también un mayor
diametro vertical del TS (p<0,05) (tabla 9) (fig.4). No fue encontrado efecto de lado (derecho e
izquierdo) en estas variables (p > 0,05), ni interaccidn entre tratamiento * lado (P > 0,05) (anexo
2). Por lo tanto, a mayor area y perimetro de la luz tubular se muestra una posible degeneracion
testicular, existiendo mayor cantidad de defectos morfoldgicos en cuyes con una dieta de 32% de
FDN y 13 de almidén.

Tabla 9.
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Media * error estandar de medidas morfol6gicas de tbulos seminiferos (TS) de cortes histologicos de
testiculos de cuyes de 12 semanas de edad, con un peso de 1199 kg, alimentados con dietas de diferente
porcentaje de FDN

Tratamiento EEM
FDN 32% FDN 40%
(n=10) (n=10)

Avrea total TS (um?) 654 25 619 11 1814
Perimetro del TS (um) 921 898 13,0
Avrea de la luz del TS (um2) 118 542 100 95° 411
Perimetro de la luz del TS (um) 5292 416" 14,1
Area del epitelio del TS (um?) 53571 518 16 1677
Diametro vertical (um) 2932 278b 4,65
Diametro horizontal (um) 274 273 3,98
Altura epitelial 1 (um) 83,9 84,0 2,50
Altura epitelial 2 (um) 78,7 79,9 1,68
Altura epitelial 3 (um) 82,6 82,8 2,17
Altura epitelial 4 (um) 79,7 80,6 2,11

*a, b Letras sobrescritas minusculas diferentes en sus mismas lineas muestran diferencia estadistica (p <
0,05)
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Figura 4. Cortes histoldgicos de tejido testicular (tincién hematoxilina — eosina, aumento 40x) A: Medidas
de tubulos seminiferos de cuyes alimentados con una dieta de 32% de FDN 'y 13% de almidon. B: Medidas
de tubulos seminiferos de cuyes alimentados con una dieta de 40% de FDN y 2% de almidén

Experimento 3

Al evaluar la motilidad y vigor de las células esperméticas de muestras extraidas de la cola
del epididimo de cuyes de 12 semanas de edad, se pudo observar un efecto del tiempo (p<0,001),
durante la primera hora la motilidad se mantuvo sobre 37% (44,83 a 37,41%), posteriormente la
motilidad decay0, y al evaluar 4h después todavia presentaron 19,41% de motilidad espermatica
(fig. 5). Por otro lado, los valores de vigor espermaético (escala 1-5) inicia con 2,62, a los 30
minutos decae, sube nuevamente a los 60 minutos y luego decae manteniéndose con un valor sobre
1,53 a los 240 minutos.
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*a, b Letras sobrescritas minusculas entre barras muestran diferencia estadistica (p < 0,05).

Figura 5. Media + desvio estandar de motilidad y vigor de las células espermaticas extraidas de la cola
del epididimo de cuyes de 12 semanas de edad, medidas en diferentes tiempos (0 a 240 min)

Al valorar la motilidad y vigor de células esperméticas comparando tres diluyentes a base
de leche descremada, no hubo efecto del diluyente (p=0,20), ni interaccion del diluyente por el
tiempo (p=0,99) (tabla 10). Sin embargo, se observan valores numéricamente mas altos de

motilidad y vigor a lo largo del tiempo cuando se utilizé BotuGold.
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Tabla 10.

Media * desvio estandar de motilidad y vigor de células espermaticas extraidas de la cola del epididimo
de cuyes de 12 semanas de edad, usando 3 diluyentes a base de leche descremada evaluadas en diferentes
tiempos 0 - 240 min

Diluyentes
Botu gold Botusemen Botuspecial
Tiempo (n=6) (n=6) (n=6) P-valor

Motilidad (%) 0 57,50 + 7,85 38,65 + 6,98 38,33+ 7,85 0,9913
30 52,50 + 7,85 38,07 + 6,98 36,67 + 7,85 0,9913

60 48,33 + 7,85 28,90 * 6,98 35,00 + 7,85 0,9913

120 41,67 + 7,85 22,65+ 6,98 24,17 + 7,85 0,9913

180 35,00 % 7,85 18,28 + 6,98 19,17+ 7,85 0,9913

240 28,33+ 7,85 16,40 % 6,98 13,50 + 7,85 0,9913

Vigor (1-5) 0 3,17+ 0,33 237+ 0,30 2,33%0,33 0,9065
30 2,50 £ 0,33 225+ 030 2,00 £ 0,33 0,9065

60 2,83+ 0,33 2,25+ 0,30 2,17 £ 0,33 0,9065

120 2,33+0,33 2,08+ 0,30 1,83£0,33 0,9065

180 2,00+ 0,33 1,58 + 0,30 1,67 £0,33 0,9065

240 1,67 £ 0,33 1,58 + 0,30 1,33+ 0,33 0,9065

*No se observo diferencia estadistica entre los tratamientos (p>0,05).

Los diferentes porcentajes de FDN no influyeron sobre la motilidad y vigor espermatico,
pero hubo interaccion entre la dieta y el diluyente. Al utilizar el diluyente BotuSemen cuyes
alimentados con 40% de FDN presentaron mayor (p=0,03) motilidad y vigor que cuyes
alimentados con 32% de FDN. Por otro lado, en cuyes alimentados con 32% de FDN se observo
mayor (p=0,01) motilidad y vigor de células espermaticas utilizando el diluyente BotuGold en
comparacion de BotuSemen (fig. 6) Al evaluar la interaccion de la dieta por el tiempo (p=0,9913),
y la dieta por diluyente por tiempo (p= 0.8600) no se encontraron diferencias en la motilidad ni

vigor de las células espermaticas (anexo 5).
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Figura 6. Media + desvio estandar de la motilidad y vigor de las células espermaticas, de cuyes de 12
semanas de edad, alimentados con dietas de diferente porcentaje de (FDN), usando 3 diluyentes a base de
leche descremada
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7. Discusion

En este estudio mediante un examen histopatoldgico y el espermiograma se pudo evaluar
la calidad espermatica del cuy macho obteniendo sus caracteristicas macroscopicas Yy

microscopicas.

La concentracidn espermatica fue semejante entre los cuyes de 8 y mayores a 10 semanas
de edad del primer experimento, con un promedio de 120,1 x 10® spz/ml extraidos de la cola del
epididimo mediante lavado retrégrado (flushing). En el experimento 2, se obtuvo 138,5 x 10°
spz/ml en cuyes de 12 semanas de edad, concentracion espermatica semejante al trabajo de Orrego
(2022) quien obtuvo 122,52 y 189,68 x 10° spz/ml en cuyes de 14 y 16 semanas de edad

respectivamente, utilizando la técnica de corte con un bisturi en la porcién caudal del epididimo.

Por otro lado, Hurley et al., (2021) al utilizar la técnica de corte del epididimo en cuyes de
20 semanas de edad, obtuvieron mayor concentracion espermatica de 456,19 x 106 spz/ml, pero
con mayor dafio en la integridad acrosomal y espermatozoides con ADN fragmentado (53,04%).
Se ha determinado que la técnica de flushing brinda mejores posibilidades de coleccion

espermatica y garantiza células viables y con adecuada morfologia (Cox, 2016).

La cantidad y calidad espermatica varia de acuerdo a la linea genética y a la edad del
animal (Tapia & Tello, 2016). Por ejemplo, cuyes de 16 semanas tuvieron mayor concentracion
espermatica que aquellos de 14 (Orrego, 2022). Existen diferencias propias de cada individuo, que
pueden ser intrinsecas como la edad o algun proceso patolégico, o por factores extrinsecos como

el ambiente y tipo de alimentacion (Garcia Vera, 2014; Mendoza Alacute, 2015).

En el presente estudio, cuyes puberes de 8 semanas presentaron mayor porcentaje (41,03%)
de alteraciones morfoldgicas espermaticas que los de 10 semanas de edad (36,59%),
principalmente defectos menores, de cabeza, acrosoma y gota citoplasmatica distal, resultados
considerados normales del desarrollo fisiolégico de un macho reproductor joven (Pérez et al,
2014). Se menciona que, los cuyes alcanzan la pubertad a los 3 meses de edad siendo tiempo
Optimo para la seleccién de reproductores (Chauca L.,1997). Montenegro (2022), utilizando cuyes
de 8 a 12 meses de edad menciona que el promedio de células espermaticas anormales es de
23,05%, y que la mayoria son anormalidades secundarias, siendo las mas comunes acrosoma, gota

proximal, cola enrollada, desprendido y decapitados. A diferencia de Quispe (2018) y Pinduisaca

34



(2018) que realiz6 su estudio en 30 cuyes obtenidos de distintos lugares y de 48 cuyes adultos de
6 a 8 meses de edad con un peso de 1600 a 1800g demuestran la presencia de anormalidades
morfoldgicas entre 9,17 y 4% respectivamente. Los espermatozoides anormales, tienen un menor
potencial fertilizante (Flores et al., 2012). Se sabe que existen alteraciones primarias o secundarias,
siendo las primarias producidas durante la espermatogénesis por ende son consideradas mas
graves, y las secundarias son producidas en el paso por la cola del epididimo en fase de maduracion
(Aleuy, 2008).

La alimentacion juega un papel muy importante en el desarrollo del animal, que depende
de la cantidad, calidad y disponibilidad de alimentos. Si existe deficiencia, habra un crecimiento
reducido y retraso en alcanzar la pubertad (Foster, 1999). En el presente estudio los cuyes de 12
semanas alimentados con 32% de FDN (dieta que consistia de 13% de almidén) tuvieron mayor
cantidad de defectos morfoldgicos mayores (34,5%) principalmente de cabeza, acrosoma, y de
cola. Ademas, el estudio histopatoldgico testicular de estos mismos cuyes mostré que los tabulos
seminiferos presentaron mayor area y perimetro de luz tubular, sefiales de atrofia de este tejido,
debido muy posiblemente por el efecto del exceso del almiddn en la dieta, lo que no sucedié en la
dieta del 40% con un 2% de almiddn (Santos et, al 1999).

Lo manifestado en el parrafo anterior se corrobora con lo encontrado por Cunha et., al
(2019), quien realizd una evaluacion androldgica en toros de 14 meses de edad, sometidos a dietas
ricas en almidon y con 33,39% de FDN, se encontr6 degeneracion del tejido testicular, atrofia de
los tubulos seminiferos y falla en el proceso de espermatogénesis, presencia de células con nucleos
picnoticos, citoplasmas vacuolados membranas basales gruesas, células gigantes multinucleadas
en la luz de los tdbulos. La dieta puede interferir en la fertilidad del macho reduciendo la
produccion de esperma, tanto por un engorde excesivo como por una pobre nutricion (Solis &
Fuentes, 2014).

Asi mismo Adamiak SJ et al., (2006) en su estudio en bovinos, determinaron que dietas
altas en almidon y bajas en fibra son perjudiciales para la calidad de los ovocitos, puede interferir
en la fertilizacion, a través de la produccion de radicales libres de oxigeno en el foliculo y oviducto.
Es posible que en machos este proceso ocurra de manera semejante perjudicando la calidad y

produccion espermatica.
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La motilidad espermatica juega un papel muy importante para realizar la fecundacion en
las hembras, durante su viaje a través del epididimo los espermatozoides adquieren su capacidad
para moverse. Esto se logra a través de movimientos deslizantes de los microtibulos dobles
externos (Azamar et al., 2007). Se ha verificado que la motilidad espermatica en cuyes evaluando
inmediatamente luego de la recoleccion mediante electroeyaculacion es de 90,81% (Benavides et
al., 2020).

Por otro lado, Montenegro (2022) menciona que la motilidad disminuye conforme pasa el
tiempo, quien obtuvo una motilidad de 43,53% en la hora 0 de espermatozoides extraidos de la
cola del epididimo en cuyes, y de 26,33% a las 72 horas en refrigeracion. En el presente estudio
se pudo observar un efecto del tiempo, en donde en la primera hora la motilidad fue sobre 37% y
al mantener las muestras en bafio maria a 37,5°C, posteriormente la motilidad y el vigor fueron
disminuyendo, sin embargo, a la evaluacion de las 4h todavia presentaron 19,41% de motilidad

espermatica.

Al comparar tres diluyentes a base de leche descremada, a pesar de no haber efecto del
diluyente, con BotuGold se observaron valores de motilidad y vigor numéricamente mas altos a lo
largo del tiempo. Ademas en cuyes alimentados con 32% de FDN aquellos que presentaron mayor
cantidad de defectos morfoldgicos y degeneracion de tabulos seminiferos, al utilizar BotuGold
compuesto de leche descremada con caseina, que en altas concentraciones contribuye a retrasar el
proceso de capacitacion espermatica mejorando las tasas de prefiez, ademas posee azlcares,
aminodacidos, antioxidantes, colesterol el cual mejora las caracteristicas espermaticas de motilidad
y vigor respecto a los de BotuSemen a base de leche descremada. Bergeron et al., (2007) menciona
que la adicion de caseina evita pérdida de colesterol y fosfolipidos manteniendo la motilidad y

viabilidad de los espermatozoides durante su almacenamiento.
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8. Conclusiones

Al analizar la calidad espermatica del material colectado del epididimo se observd, que la
edad tiene una influencia significativa. En cuyes puberes presentan méas defectos
morfoldgicos con respecto a aquellos mayores de 10 semanas.

Se observo que animales alimentados con 32 % de FDN 'y 13% de almidon (menos cantidad
de fibra y mas almidén) presentaron mayor porcentaje de defectos morfolégicos en las
células espermaticas.

Asi mismo, se verificd que la nutricién influye en el desarrollo del tejido testicular. El
estudio histopatologico revel6 que cuyes alimentados con 32% de FDN y 13 % de almiddn
presentaron mayor areay perimetro de la luz tubular, existiendo menor cantidad del epitelio
testicular.

El diluyente BotuGold, al contener caseina, aumenta la motilidad y vigor espermatico en
cuyes alimentados con menor porcentaje de FDN, en comparacion con los diluyentes
BotuSpecial y Botusmen que respondieron mejor en dietas con 40% de fibra detergente

neutra.
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9. Recomendaciones

e No se recomienda obtener semen epididimal en cuyes de 8 a 10 semanas puesto que a esta
edad alcanzan su pubertad, por ende, la calidad espermatica no es la adecuada para
establecer parametros especificos de referencia, teniendo en cuenta el lugar de procedencia
de los cobayos y manejo alimenticio.

e Para posteriores estudios se recomienda incluir una mayor cantidad de unidades
experimentales, con igual porcentaje de FDN, pero con distintos niveles de almidon en su
alimentacion.

e Menor porcentaje de FDN con alto contenido de almiddn en la dieta se recomienda utilizar
BotuGold, mientras que mayor porcentaje de FDN y menor contenido de almidén se

recomienda utilizar BotuSemen o BotuSpecial.
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11. Anexos

Anexo 1. Media £ error estdndar de medidas (&rea, perimetro, luz, epitelio, didmetro y altura

epitelial) de medidas de tubulos seminiferos, medidas en placas histoldgicas de cuyes machos de

12 semanas de edad, con un promedio de 1199 kg de peso, alimentados con dietas de diferente

porcentaje de fibra detergente neutra (FDN).

LADO
Derecho Izquierdo

(n=20) (n=20) EEM
Avrea total TS 63886 63450 1339
Perimetro TS 911 908 9,62
Area de la luz del TS 10871 11077 335
Perimetro de la luz del TS 473 472 10,8
Area del epitelio del tdbulo seminifero 53015 52363 1333
Perimetro del epitelio del tdbulo seminifero 439 436 13,1
Diametro vertical 286 285 3,50
Diametro horizontal 274 274 3,00
Altura epitelial 1 83,0 84,9 2,07
Altura epitelial 2 79,0 79,7 1,31
Altura epitelial 3 82,9 82,5 1,64
Altura epitelial 4 80,2 80,0 1,58

*No se observo diferencia estadistica entre los tratamientos (p>0,05).
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Anexo 2. Media + error estandar, de medidas (area, perimetro, luz, epitelio, diametro y altura
epitelial) de tubulos seminiferos, medidas en placas histoldgicas de cuyes machos de 12 semanas
de edad, con un promedio de 1199 kg de peso, de muestras extraidas de la cola del epididimo,
alimentados con dietas de diferente porcentaje de fibra detergente neutra (FDN).

TTO*lado EEM
FDN 32% FDN 32% FDN 40% FDN 40% P-valor
Derecho Izquierdo Derecho Izquierdo TTO*lado
Avrea del TS 65891 64959 61882 61940 1893 0,518
Perimetro del TS 924 917 898 899 13,6 0,494
Areade laluz del TS 11862 11845 9880 10309 473 0,502
Perimetro de la luz del
TS 532 525 413 419 15,2 0,366
Area del epitelio del 54029 53114 52001 51632 1790 0,681
tbulo seminifero
Perimetro del epitelio 392,06 392,74 485,32 479,35 16,8 0,649
del tibulo seminifero
Diametro vertical 294 291 277 279 4,95 0,286
Diametro horizontal 275 274 274 273 4,25 0,985
Altura epitelial 1 81,7 86,1 84,3 83,7 2,92 0,246
Altura epitelial 2 77,6 79,9 80,4 79,5 1,85 0,152
Altura epitelial 3 82,7 82,5 83,0 82,5 2,32 0,900
Altura epitelial 4 79,3 80,1 81,1 80,0 2,24 0,365

*No se observo diferencia estadistica entre los tratamientos (p>0,05).
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Anexo 3. Media + desvio estandar de motilidad y vigor de las células espermaticas extraidas de la

cola del epididimo de cuyes de 12 semanas de edad, con 1199 kg de peso, alimentados con dietas

de diferente % de FDN, usando 3 diluyentes a base de leche descremada.

Tratamiento

FDN 32% FDN 40%
Diluyentes (n=10) (n=10)
Motilidad (%) BotuGold 47,78 + 7,06 40,00+ 7,06
BotuSemen 21,79 £ 6,11° 32,53+6,33%
BotuSpecial 29,72+ 7,06 25,89 + 7,06
Vigor (1-5) BotuGold 2,61£0,28 2,22+0,28
BotuSemen 171£0,24° 2,33+0,25?
BotuSpecial 189+0,28 1,89 0,28

*a, b Letras sobrescritas minusculas diferentes en sus mismas lineas muestran diferencia

estadistica (p < 0,05)
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Anexo 4. Media + desvio estandar de motilidad y vigor de las células espermaticas de muestras
extraidas de la cola del epididimo de cuyes alimentados con dietas de diferente % de fibra
detergente neutra (FDN), medidas en diferentes tiempos (0 a 240min).

Tratamiento

FDN 32% FDN 40%
Tiempo (n=10) (n=10)

Motilidad (%) 0 44,56 + 4,92 45,10 +5,03
30 39,72 +4,92 45,10 + 5,03
60 40,83 + 4,92 33,99 + 5,03
120 30,56 + 4,92 28,43 + 5,03
180 23,75 + 4,92 24,55 + 5,03
240 19,17 + 4,92 19,66 + 5,03

Vigor (1-5) 0 2,53+0,22 2,72+0,23

30 2,33+0,22 2,17 +0,23
60 2,44 0,22 2,39+0,23
120 2,11+0,22 2,06 + 0,23
180 1,56 + 0,22 1,94 0,23
240 1,44 0,22 1,61 +0,23

*No se observo diferencia estadistica entre los tratamientos (p>0,05).
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Anexo 5. Media * desvio estandar de motilidad y vigor de las células espermaticas de muestras
extraidas de la cola del epididimo, de cuyes de 12 semanas de edad, alimentados con dietas de
diferente % de FDN, usando 3 diluyentes a base de leche descremada, medidas en diferentes
tiempos (0 a 240 min)

Tratamiento

FDN 32% FDN 40%
(n=10) (n=10)
Variables Tiempo  Botu gold Botusemen  Botuspecial Botu gold Botusemen  Botuspecial P-valor
Motilidad 0
(%) 56,67+890 37,00+7,71 40,00+890 5833+890 40,30+8,34 36,67 +8,90 0,8600

30 56,67+890 2750+7,71 3500+890 4833+8,90 48,64+834 38,33+8,90 0,8600
60 56,67 +890 2750+7,71 3833+890 40,00+890 30,30+8,34 31,67+8,90 0,8600
120 46,67+890 20,00x7,71 2500+890 3667+890 2530834 2333+8,90 0,8600
180 38,33+890 11,25+7,71 2167+890 3167+890 2530+834 16,67+8,90 0,8600
240 3167+890 750+771 1833+890 2500+890 2530+8,34 8,67+890 0,8600

Vigor 0 3,00£040 225+0,34 233+040 333+040 250%038 2,33+0,40 0,8600
(1-5)

30 3,00+£040 200+034 200+040 200+040 250+038 2,00+0,40 0,214
60 3,33+£0,40 2,00+0,34 200+040 233+040 250%038 2,33+0,40 0,214
120 267+040 200+034 167+040 200%+040 2,17+038 2,00+0,40 0,214
180 200+040 100+034 167040 200040 217+038 1,67%0,40 0,214

240 167+040 100+£034 167040 167040 217+0,38 1,00+0,40 0,214

*No se observo diferencia estadistica entre los tratamientos (p>0,05).

Anexo 6. Experimento 1: diseccion del aparato reproductor del cobayo
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Anexo 7. Experimento 1: Toma de muestras seminales de la cola del epididimo a través de
lavado retrogrado, para evaluacion de su concentracion y morfologia espermatica

Anexo 8. Experimento 2: Toma de muestras seminales de la cola del epididimo a través de
lavado retrogrado con el diluyente Botusemen® Gold sobre los tubos Eppendorf, para evaluar la
concentracion, morfologia, motilidad y vigor de las células espermaticas en cuyes

Anexo 10. Experimento 2: Medidas histopatoldgicas de tdbulos seminiferos en cuyes a través de
la aplicacion de Motic images Plus 2.0
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Anexo 11. Experimento 3: Uso de diluyentes a base de leche descremada (BotuGold,
BotuSemen y BotuSpecial)

Anexo 12. Observacion de muestras seminales a través del microscopio optico (Labomed ®, labo
América, inc, USA) con aumento de 100 X para la obtencion de resultados de morfologia
espermatica en cuyes. (a) Defecto de acrosoma, (b) Defecto de pieza intermedia fractura parcial,
(c) Cola enrolladla, (d) Gota citoplasmatica proximal
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Anexo 13. Observacion de muestras seminales a través del microscopio éptico (Labomed ®, labo
America, inc, USA) con aumento de 40 X de la cAmara de recuento celular Neubaler para la
obtencion de resultados de Concentracion espermatica
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Anexo 14. Certificacion de traduccion en inglés

, Enjﬁ'sﬁ S'/Maé 'Up Center
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documento adjunto solicitado por el sefior José Antonio
Paccha Chamba con cédula de ciudadania numero
1105814113 ha sido realizada por el Centro Particular de
Ensefianza de Idiomas "English Speak Up Center”

Esta es una traducciéon textual del documento adjunto. E!
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traducciones.

Loja, 17 de julio de 2023
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