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La creciente demanda de fibra superfina y de carne con bajo porcentaje de colesterol de los camélidos sudamericanos (CSA) ha
promovido la obtencién de animales genéticamente superiores. La implementacion de biotecnologias reproductivas es
indispensable para acelerar el progreso genético en estas especies ya que presentan un intervalo generacional prolongado,
gestaciones de 350 dias y hembras monotocas. Por lo tanto es necesario estudiar las caracteristicas del semen y su manejo para
poder implementar planes de reproduccidon asistida tales como produccion de embriones in vitro (FIV) e inyeccidn
intracitoplasmatica de un espermatozoide (ICSI) y asi se podrian acortar los tiempos generacionales. El semen de los CSA
presenta caracteristicas particulares tales como alta filancia y viscosidad estructural que obstaculizan la evaluacion vy
fraccionamiento del semen en alicuotas y la separacion de los espermatozoides del plasma seminal (Giuliano et al., 2010). Por
otra parte los espermatozoides de estas especies no presentan movilidad progresiva en los eyaculados. Consecuentemente si
se espera utilizar esta técnica con semen de macho de alto valor genético, a los cuales no se desea o no hay motivos para
castrar, resulta necesario implementar metodologias que permitan utilizar eyaculados frescos o criopreservados. Para mejorar
las caracteristicas seminales en estas especies en nuestro laboratorio se implementd, un protocolo, mediante el cual es posible
disminuir la filancia del eyaculado, inducir la movilidad progresiva y a su vez obtener embriones mediante las técnicas de FIV e
ICSI (Conde et al., 2008; Giuliano et al., 2010).

Otra situacion a tener en cuenta es que aun no se ha obtenido prefiez utilizando embriones producidos in vitro. En nuestro
laboratorio se estadn realizando estudios tendientes a mejorar los protocolos de obtencidn de embriones a través de estos
métodos. Dentro de estos protocolos estan incluidas las técnicas de preparacién del semen, ya que requieren la recuperacion
de un alto porcentaje de espermatozoides moviles con morfologia normal, libres de desechos celulares y de espermatozoides
muertos. Los dos métodos principales de seleccidn espermatica son el swim up y el gradiente de densidad-centrifugacion
(Henkel y Schill, 2003). El método de swim up es el mas cominmente usado en medicina humana. Consiste en la seleccién de
espermatozoides basado en su capacidad para nadar. Con esta técnica se puede obtener un alto porcentaje de
espermatozoides moéviles morfolégicamente normales. Presenta la desventaja que necesita eyaculados con alta concentracion
espermatica y movilidad. El método de gradiente de densidad-centrifugacién se basa en que sélo los espermatozoides con alta
movilidad pueden penetrar los diferentes gradientes de densidad y llegar al fondo del tubo. Su principal ventaja es que se
puede utilizar en eyaculados de baja concentracidén espermatica. Su desventaja radica en el costo y dificultad en la preparacién
de gradientes. En nuestro laboratorio se obtuvieron embriones mediante la técnica de FIV e ICSI utilizando una columna de
Percoll® al 45% (Conde et al., 2008). Por otra parte Mendoza et al. (2009), evaluaron dos métodos de recuperacion (swim up y
gradiente de Percoll®) de espermatozoides de epididimo de alpaca. Estos autores no observaron diferencias estadisticamente
significativas en el porcentaje de blastocistos obtenidos por FIV entre ambos métodos de seleccion. La mayoria de los autores
que trabajan con CSA han utilizado la centrifugacidn discontinua gradiente de Percoll® (Del Campo et al., 1994; Miragaya et al.,
2003; Gamarra et al., 2008; Conde et al., 2008; Huanca et al., 2009; Huanca et al., 2010; Condori et al., 2010; Berland et al.
2011). Como el uso de Percoll® presenta el riesgo de contaminacién con endotoxinas (Henkel y Schill, 2003), se recomienda el
lavado de los espermatozoides seleccionados lo cual puede inducir dafios en las células, asi como necesidad de prolongar el
tratamiento de la muestra. Debido a la posible toxicidad del Percoll® ® y que aun no se han obtenido prefieces con embriones
producidos in vitro es que en nuestro laboratorio se estudié la implementacion de un método de seleccién de espermatozoides
con un medio diferente. El Androcoll-ETM es un coloide que se utiliza para seleccionar espermatozoides equinos normales y
moviles tanto en semen fresco, como en semen refrigerado y congelado-descongelado (Morrel et al., 2009). En un primer
estudio se estudid si era posible seleccionar espermatozoides de llama mdviles utilizando Androcoll-ETM (Santa Cruz et al.,
2010). Las muestras de semen se incubaron en una solucion de colagenasa al 0,1% en H-TALP-BSA y se centrifugaron 8 min a
800 g para disminuir la filancia del plasma seminal (Giuliano et al., 2010). El pellet obtenido se rediluyé en 2 ml de H-TALP-BSA,
se sembrod en una columna de 2 ml de Androcoll-ETM y se centrifugd a 600 g por 20 min. El pellet obtenido se rediluyé en 0,5
ml de Fertil-TALP y se evaludé concentracidon espermadtica, movilidad y viabilidad espermatica mediante los fluorocromos
diacetato de 6-carboxifluoresceina e ioduro de propicio (CFDA/Pi). Se obtuvieron pellets con un rango de 10 a 40 x 10°
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espermatozoides/ml, con un 20 a 60% de movilidad progresiva y 20 a 80% de espermatozoides vivos. Los resultados obtenidos
indicaron que era posible seleccionar espermatozoides de llama con movilidad progresiva mediante el uso de Androcoll-ETM.

En un siguiente estudio se comparo la técnica de swim up con el método de gradiente de densidad-centrifugacion utilizando
columnas de Androcoll-ETM y de Percoll® al 45% (Santa Cruz et al., 2011). Con los gradientes de centrifugacion utilizados se
pudieron obtener porcentajes de movilidad progresiva y de espermatozoides con membrana funcional significativamente
superiores respecto al fresco (p<0.05). No asi con el tratamiento con swim up. Segun estos resultados los métodos de seleccion
espermatica mediante centrifugacion a través de un coloide serian los de eleccion para obtener una muestra con mayor
movilidad espermatica y membranas funcionales para poder realizar fertilizacién in vitro. Es de destacar que seleccionando
espermatozoides mediante mediante centrifugacion a través del coloide Androcoll-ETM se han obtenido embriones de
eyaculado de llama mediante la técnica de fertilizacion in vitro (Trasorras et al., 2010).
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