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RESUMEN

La integridad de la cromatina espermatica se considera ahora un factor importante en la fertilidad masculina y en el
desarrollo embrionario temprano. Los objetivos de este estudio fueron: (1) Registrar las caracteristicas seminales de
las alpacas en estudio, (2) Implementar la prueba simpe y barata de dispersion de la cromatina espermatica (SCD)
para evaluar la fragmentacién del ADN espermaético en alpacas y (3) adoptar un control positivo confiable para esta
técnica. Se trabajo con 10 alpacas con tres repeticiones (n = 10; r = 3), ocho de las cuales eran del fenotipo Huacaya
y dos del fenotipo Suri. Las caracteristicas seminales fueron tipicas de la especie, observidndose una amplia
dispersion en los datos. La prueba SCD permitié establecer el porcentaje de “Halos” de dispersion de la cromatina
espermatica (ausencia de fragmentacion) y porcentaje de “No halos” (presencia de fragmentacion); sin embargo, no
se encontrd diferencia significativa (P = 0.05) entre los promedios de porcentajes de “No halos”, entre los
reproductores que mostraron de manera general “alta calidad” seminal o “baja calidad” seminal, basada en volumen,
concentracion y motilidad espermatica. El tratamiento con NaOH 0.3M por 30 min, utilizado como control positivo,
fue efectivo en la produccion de fragmentacién de ADN espermaético. La prueba SCD es una técnica sencilla y
barata que puede usarse para evaluar el dafio del ADN espermatico en alpacas.
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IMPLEMENTATION OF THE DISPERSION TEST OF THE SPERM CHROMATIN
(SCD) TO EVALUATE THE DNA FRAGMENTATION IN ALPACAS

ABSTRACT

The integrity of sperm chromatin is now considered an important factor in male fertility and early embryonic
development. The objectives of this study were: (1) To record the seminal characteristics of the alpacas under study,
(2) To implement the cheap and simple test of dispersion of sperm chromatin (SCD) to evaluate the fragmentation of
sperm DNA in alpacas and (3) adopt a reliable positive control for this technique. We worked with 10 alpacas with
three replications (n = 10; r = 3), eight of which were of the Huacaya phenotype and two of the Suri phenotype. The
seminal characteristics were typical of the species, observing a wide dispersion in the data. The SCD test allowed
establishing the percentage of “Halos” of dispersion of the spermatic chromatin (absence of fragmentation) and the
percentage of “No halos” (presence of fragmentation); however, no significant difference (P = 0.05) was found
between the percentages of “No halos” percentages, among the broodstock that generally showed seminal “high
quality” or seminal “low quality”, based on volume, concentration and sperm motility. Treatment with 0.3M NaOH
for 30 min, used as a positive control, was effective in producing spermatic DNA fragmentation. The SCD test is a
simple and inexpensive technique that can be used to assess sperm DNA damage in alpacas.

Keywords: DNA fragmentation, halo of dispersion, seminal quality.

INTRODUCCION

El semen es la suspensidn celular liquida que contiene los espermatozoides y las secreciones de las glandulas
accesorias del aparato reproductor masculino, la porcion liquida de dicha suspensidn, se conoce como plasma
seminal (SP). El semen de la alpaca presenta caracteristicas limitantes particulares propias de la especie, tales como,
baja concentracién de espermatozoides, alto porcentaje de espermatozoides anormales, extrema filancia (formacién
de hilo) y un plasma seminal con alta viscosidad que dificulta el desplazamiento rapido de los espermatozoides
(Banda et al., 2010; Casaretto et al., 2012). Estas limitaciones dificultan la implementacion de biotecnologias
reproductivas tan basicas como la inseminacion artificial con semen congelado. El eyaculado de la alpaca varia en
volumen de 0.4 a 6.6 ml con un color entre blanco lechoso a cristalino (Sumar y Leyva, 1981). La motilidad se
encuentra entre 30 y 80%, teniendo una concentracion de 30 a 150 millones por mililitro (Bravo et al., 2000;
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Vaughan et al., 2003; Rivera, 1998). También la vitalidad varia entre 44.15 y 70.04% (Fernandez et al., 2003;
Ericsson et al., 1989).

!Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de Camélidos Sudamericanos. INIA-Ayacucho

Adicionalmente, la presencia de defectos en el material genético, tales como: anormalidades en la condensacion de
la cromatina espermaética, fragmentacion del ADN espermético o la presencia de anormalidades en los cromosomas
(aneuploidias) durante la espermatogénesis, estan estrechamente asociadas con la infertilidad masculina y afectan el
desarrollo embrionario temprano (Aravindan et al., 1997; Tsarev et al., 2009). Se conocen diversas técnicas para
evaluar estos defectos en el material genético, la mayoria de las cuales son poco accesibles porque son complicadas,
caras y requieren de equipos sofisticados como microscopio de fluorescencia o citémetro de flujo (Cortés-Gutiérrez
et al., 2007). La prueba SCD, por lo contrario, es sencilla, barata y no requiere de instrumentos sofisticados.

Diversos autores reconocen y recomiendan la prueba SCD para evaluar la fragmentacion del ADN espermatico con
valor diagndstico no solamente en animales, sino también en humanos (Portella et al., 2013). El principio de la
prueba SCD consiste en que cuando las células somaticas o los espermatozoides con ADN no fragmentado se
sumergen en una matriz de agarosa, se tratan con una solucién &cida y luego se exponen directamente a soluciones
de lisis, al colorearse con Wright o Giemsa, los nucleos desproteinizados resultantes se observan al microscopio de
campo claro como “Halos” extendidos de dispersion del ADN. Los halos corresponden a bucles de ADN relajados
unidos a la estructura nuclear residual. Estos nucleos desproteinizados se denominan "nucleoides". Por lo contario,
la presencia de roturas de ADN promueve la expansion de los halos de los nucleoides, que se observan al
microscopio de campo claro como “No halos” y es la base de la prueba SCD para detectar dafios en el ADN
(Fernandez et al., 2003). Estos resultados han sido confirmados mediante ensayos de DBD-FISH (del inglés, DNA
Breakage Detection-FISH). En humanos, la prueba SCD se utiliza para calcular previamente el indice de
Fragmentacién Espermatica (IFE), antes de iniciar un procedimiento de ICSI (del inglés, Intracytoplasmic Sperm
Injection) o IVF (del inglés, In Vitro Fertilization).

MATERIAL Y METODOS

Animales y ubicacién

Se trabajé con 10 reproductores entrenados, programados en el plan semanal de colecta de semen durante el periodo
de evaluacion (agosto a setiembre del 2019), pertenecientes a la Estacion Experimental Agraria “Canaan” del INIA -
Ayacucho, cuyas edades oscilaron entre 3 y 6 afios y pesos entre 60 a 65 Kg, 1os mismos que se mantuvieron
parcialmente estabulados con un régimen alimentario consistente en pasto natural, alfalfa, eno y avena.

Coleccion de semen

La coleccidon de semen se hizo utilizando una vagina artificial acoplada a un maniqui en posicion receptiva (Sumar y
Leiva, 1981; Bravo, 1987). Luego de que el macho eyaculd completamente, la muestra de semen se transporto
inmediatamente al laboratorio, manteniéndose la temperatura a 37°C en todo momento y protegiendo el material de
la luz solar.

Evaluacion de semen fresco

Cada muestra fue registrada en la bitdcora del Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de Camélidos
Sudamericanos del INIA-Ayacucho, considerando: fecha, identificacion del macho (ndmero de arete), colecta
(tiempo de eyaculacién en minutos), volumen (cantidad de eyaculado en mililitros), color (transparente, semi-
lechoso, lechoso o blanco-lechoso), filancia (en centimetros), espuma (en centimetros clbicos), concentracién (con
equipo CASA, en millones/ml) y motilidad (con equipo CASA, en porcentaje).

Prueba SCD (dispersion de la cromatina espermatica)
Tanto el control positivo como las muestras de semen fresco de alpaca, fueron procesados utilizando la prueba SCD
(Fernandez et al., 2003; Gosalvez et al., 2008; Carretero et al., 2012; Halotech DNA, 2016).

a) Control positivo
El control positivo consistié en un tratamiento con NaOH 0.3M por 30 min a temperatura ambiente, del semen
fresco de alpaca, seguido de su evaluacion por la prueba SCD (Carretero et al., 2012).

b) Evaluacion de la fragmentacion del ADN espermatico en alpacas

Las muestras de semen fresco de alpaca fueron diluidas en medio PBS 0.2 M a pH 7,2 para obtener concentraciones
en el rango de 5 a 10 millones de espermatozoides/ml. Las muestras de semen que tuvieron concentraciones de 90

millones/ml o menos, no fueron diluidas. Una cantidad de 10 pl de suspension de espermatozoides fue mezclada
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con 90 pl de agarosa de bajo punto de fusion al 1% (Promega, USA), para obtener una concentracion final de 0.7%
de agarosa, mantenida a 37°C en tubo Eppendorf de 200 pl sobre la platina térmica. A continuacion, alicuotas de 50

ul de esta preparacion fueron pipeteadas sobre laminas portaobjetos recubiertas con agarosa de punto de fusion
normal al 0.5% (Cleaver Scientific, UK), secadas a 37°C; e inmediatamente cada gota fue cubierta con una laminilla
cubreobjetos, dejandose solidificar a 4°C por 10 min. Luego las laminillas cubreobjetos fueron retiradas
cuidadosamente y las laminas se colocaron horizontalmente por 7 min a temperatura ambiente en un recipiente
conteniendo solucién de HCI 0.08N, recientemente preparada. Las laminas fueron enjuagadas con agua corriente
filtrada y luego las proteinas fueron eliminadas por transferencia de las ld&minas a otro recipiente conteniendo
Solucién neutralizante y de lisis 1 (Tris 0.4M, EDTA 50 mM, SDS al 1% y mercaptoetanol al 5% a pH 7,5). El
marcaptoetanol se afiadio en el momento y el SDS se utiliz6 en reemplazo del lauril sarcosina. Se dejé reaccionar
por 20 min a temperatura ambiente y luego se enjuagd con agua corriente filtrada. A continuacidn, las laminas
fueron sumergidas en otro recipiente conteniendo Solucion neutralizante y de lisis 2 (Tris 0.4M, NaCl 2 M y SDS al
1% a pH 7,5). El SDS se utilizd en reemplazo del lauril sarcosina. Se dejé reaccionar por 5 min a temperatura
ambiente. Luego se enjuagd con agua corriente filtrada y se dej6 secar a temperatura ambiente. Las laminas fueron
deshidratadas en bafios secuenciales de etanol al 70%, 85% y 96%, durante 2 min en cada una y secadas al aire.
Finalmente, la preparacion fue coloreada durante 5 min con Wright diluido en buffer fosfato a pH 7,4 en proporcion
1:1 y observadas al microsocopio 6ptico de campo claro con el objetivo de inmersion (100X). Un minimo de 200
espermatozoides fue evaluado por muestra (ver Figura 1).

SEMEN FRESCO

(5-10 x 10° sperm/ml) —‘
MUESTRA CONTROL POSITIVO
NaOH 0.2M 30 min

Agarosa de bajo punto
de fusion al 1% a 372C

Control

Muestra Muestra positivo

Solucidn de lisis 1

Solucian de lisis 2

‘ Etanol 70%, 85%, 95%|
|

Wright 5 min

Figura 1. Diagrama de flujo del disefio experimental usado para
el tratamiento de muestras de semen fresco de alpaca por la
prueba SCD y evaluar la fragmentacion del ADN espermatico.

RESULTADOS Y DISCUSION

Colecta de semen de alpaca
Se realizd en las mafianas, a partir de las 7:30 a.m., de acuerdo al plan semanal de colecta de semen establecido por
el Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de Camélidos Sudamericanos del INIA-Ayacucho (ver Figura 2).

Evaluacion de las caracteristicas seminales de rutina

Los parametros seminales de rutina, tanto macroscopicos como microscépicos (ver Tablas 3 y 4), fueron tipicos de
la especie y similares a los reportados previamente por otros autores (Bravo et al., 2000; Morton et al., 2010). Se
observa una alta variacion en los promedios de los parametros espermaticos entre los reproductores (ver Tablas 1y
2).

Control positivo de la prueba SCD
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El tratamiento de semen de alpaca fresco con NaOH 0.3M por 30 min a temperatura ambiente y evaluado por la
prueba SCD, produjo fragmentacién del ADN en todos los espermatozoides de alpaca (ver Figura 3).

Figura 2. Colecta de semen de alpaca. (A) Preparacion de la vagina
artificial. (B) Maniqui con la vagina artificial acoplada. (C) Monta de los
machos en los maniquies. (D) Semen de alpaca.

Figura 3. Patrones de la prueba SCD en alpacas. (A) Prueba SCD en semen fresco,
donde se observan los nucleos con “Halos” de dispersion de la cromatina
espermatica. (B) Prueba SCD con el control positivo con NaOH 0.3M por 30 min,
donde se observan los ntcleos con “No halos”.
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Tabla 1. Caracteristicas seminales evaluadas en semen fresco (tiempo de coleccion, volumen, filancia, espuma,
concentracion y motilidad). Los valores estan expresados en promedios individuales + SD (r= 3).

N® Macho Coleccion  Volumen Filancia Espuma Concentracion Motilidad
(N° arete) (min) {ml) (cm) (cc) (CASA, milliml) (CASA, %)
01 SIA 113x1.2 4+19 4126 35128 192+ 71.3 827125
02 9210 1211 1102 13206 17086 81.3x65 49165
03 30306 137206 26113 28103 0703 108.7 £ 686 427125
04 643 203 %15 13+03 06+04 04+01 76.3+227 61.7+289
05 12006 TT+£12 25+13 186203 27103 195+ 1316 66.7 +23.1
06 12010 14 +1 36+08 2105 47+06 2093 +18 61+36
07 13022 83106 09+04 23114 08+03 229+14 747145
08 9184 14 +1 0.5+01 26104 0401 28979 8113686
09 9206 97106 0.8+01 06101 0101 2205 46185
10 1989 133106 05101 22103 1602 63316 517165
Tabla 2. Promedio de las caracteristicas seminales evaluadas en semen fresco (n = 10; r=3).
Coleccion  Volumen Filancia Espuma Concentracion Motilidad
(min) {ml) (cm) (cc) (CASA, milliml) (CASA, %)
Promedio 124 1.8 2 1.7 166.4 61.7
SD +3.6 +1.3 1 1.5 778 1144
Rango 7.7-203 0.5-4 06-4 01-47 63.3-289 42.7-82.7
/ \
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Figura 4. Variacion del volumen, concentracion y motilidad en semen
fresco de alpaca colectado por vagina artificial. Los valores estan
expresados en promedios (n = 10; r = 3).
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Prueba SCD en semen fresco de alpaca

El porcentaje de “Halos” de dispersion de la cromatina espermatica (ausencia de fragmentacion) y “No halos”
(presencia de fragmentacién), se midié en los 10 reproductores (r = 3). Sin embargo, nuestro interés fue averiguar
como varia el porcentaje de “No halos” entre los reproductores que mostraron de manera general “alta calidad”
seminal o “baja calidad” seminal, basada en volumen, concentracion y motilidad en ambos fenotipos Huacaya y Suri
(ver Tablas 3 y 4). No se encontraron  diferencias estadisticas significativas (P = 0.05) entre los promedios de
porcentajes de “No halos” de los cuatro reproductores del fenotipo Huacaya y de los dos reproductores del fenotipo
Suri (ver Figuras 5 y 6). Adicionalmente, no se pudo correlacionar la fragmentacién del ADN espermatico
individualmente con cada uno de los parametros seminales considerados (volumen, concentracion y motilidad) por
no contar con una base de datos més grande, tanto en nimero de ejemplares como en repeticiones.

Tabla 3. Porcentaje de *Halos™ y “No halos” de dispersion en muestras de semen fresco de “alta calidad” y de "baja calidad” de
alpacas Huacaya, evaluados con la prueba SCD. Los valores estan expresados en promedios + SD.

Macho Fenotipo Calidad Volumen Concentracion Motilidad Halos Mo halos
(N® arete) seminal (ml) (CASA, miliml) (CASA, %) (%) (%)
13022 Huacaya Alta 09+04 229+14 747145 87.71 31 123 +31
9184 Huacaya Alta 05101 28979 81136 891 1M+1
643 Huacaya Baja 13103 7631227 617129 867+ 15 1431%15
1989 Huacaya Baja 05101 633+6 517165 86+2.6 14126

Tabla 4. Porcentaje de “Halos™ y “No halos” de dispersion en muestras de semen fresco de “alta calidad” y de “baja calidad” de
alpacas Suri, evaluados con la prueba SCD. Los valores estan expresados en promedios £ SD.

Macho Fenotipo Calidad Volumen Concentracion Motilidad Halos Mo halos
(N® arete) seminal {ml) (CASA, miliml) (CASA, %) (%) (%)
SIA Suri Alta 4119 192+71.3 827125 873135 127135
12006 Suri Baja 25+13 195 + 1316 66.7+231 B84+1 16+1

a a a a

Figura 5. Promedio de porcentajes de “No halos™
(presencia de fragmentacion del ADN espermatico) entre
reproductores del fenotipo Huacava, evaluados por la
prueba SCD. Analisis de Vananza v Prueba de Tukey
(=0.05, p=0.05). Las medias con letras 1guales no difieren
significativamente.
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Figura 6. Promedio de porcentajes de "No halos™
(presencia de fragmentacion del ADN espermatico) entre
reproductores del fenotipo Sun, evaluados por la prueba
SCD. Prueba t de Student. Las letras minisculas 1guales
representan ausencia de diferencias  estadisticas
significativas (P = 0.03).

La colecta de semen se realiza de acuerdo al plan semanal establecido, de tal manera que cada macho hace el
servicio en un promedio de dos veces por semana. Esta programacion obedece a criterios técnicos donde se toma en
cuenta la fisiologia reproductiva del macho y el régimen alimentario, evitdndose el desgaste en el rendimiento
reproductivo del macho. El Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva de Camélidos Sudamericanos del INIA-
Ayacucho, maneja una bitacora donde se registra diariamente las condiciones de obtencién de las muestras de semen
y las caracteristicas seminales. En general, es conocida la calidad seminal de los diferentes machos; sin embargo,
con frecuencia se presentan casos de muestras de semen recientemente obtenidas pero que no muestran motilidad,
las cuales no sirven para los diferentes procedimientos posteriores, es decir, deben ser descartadas. Incluso, aquellas
muestras de semen fresco que tienen un bajo porcentaje de motilidad, menor a 50%, ya no sirven para posteriores
experimentos que implican congelacion en NL, a -196°C y descongelacion, ya que es evidente que la
criopreservacion afecta significativamente la motilidad espermaética, de tal forma que no es posible medir la
diferencia.

La preparacion y acondicionamiento de la vagina artificial (Figuras 2a y 2b) se hace diariamente a primera hora
(7:30 am.), con la ayuda de todo el personal (trabajadores, tesistas y practicantes), ya que los machos
posteriormente deben salir a pastear y no muestran interés por el maniqui. La conducta de los reproductores en
relacion a su interés por montar el maniqui es un tanto variable; si bien los machos estan entrenados, en ocasiones
no se logra colectar la muestra de semen (Figura 2c).

Las caracteristicas seminales de rutina se reportan en la Tabla 1. La duracién de la monta es variable entre los
reproductores y dentro de cada reproductor, en promedio toma 12.4 min, con un rango de 7.7 a 20.3 min y una
desviacién estandar de + 3.6 (Tabla 2). El personal debe estar muy atento al momento en que termina de eyacular el
macho, ya que el exceso de tiempo posterior a la eyaculacién afecta significativamente la motilidad espermética. No
siempre se logra colectar una muestra completa de semen, en ocasiones, el macho solamente logra expulsar plasma
seminal, que obviamente se descarta. El color normalmente varia en funcion de la concentracion espermatica, desde
transparente, semi lechoso, lechoso hasta blanco lechoso (Figura 2d). La filancia y la espuma son caracteristicas no
deseables en general; sin embargo, son inevitables en las alpacas. Los parametros espermaticos tales como volumen,
concentracion y motilidad (Tabla 1), muestran una dispersion marcada, es decir, que los datos individuales estan
bastante dispersos con respecto a la media. De acuerdo a la Tabla 2, en el volumen, se tiene un promedio de 1.8 ml,
un rango de 0.5-4.0 ml y una desviacién estandar de + 1.3; en la concentracion, se tiene un promedio de 166.4
mill/ml, con un rango de 63.3-289 mill/ml y una desviacion estandar de + 77.8; mientras que, en motilidad se tiene
un promedio de 61.7% de motilidad progresiva, con un rango de 42.7-82.7%, con una desviacion estandar de + 14.4.
Esta elevada dispersidon que se grafica en la Figura 4, explica probablemente por qué no existe estadisticamente
diferencia significativa entre los reproductores que aparentemente muestran una “alta calidad” seminal frente a los
que muestran una “baja calidad” seminal, cuando se relaciona la presencia de “No halos” de dispersion, es decir, de
dafio en el ADN espermaético entre los reproductores, tanto del fenotipo Huacaya (Tabla 3 y Figura 5) y Suri (Tabla
4 y Figura 6). Pero también sera necesario contar con una base de datos mas grande, con mayor nimero de machos y
con mayor nimero de repeticiones, para poder finalmente correlacionar, de manera individual, la fragmentacién del
ADN espermatico con la edad de las alpacas, motilidad y viabilidad, conforme ha sido demostrado en humanos
(Portella et al., 2013).
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La presencia de defectos en el material genético, tales como: anormalidades en la condensacion de la cromatina
espermatica, fragmentacion del ADN espermatico o la presencia de anormalidades en los cromosomas
(aneuploidias) durante la espermatogénesis, estan estrechamente asociadas con la infertilidad masculina (Aravindan
et al., 1997; Tsarev et al., 2009). Se conocen diversas técnicas para evaluar estos defectos en el material genético, la
mayoria de las cuales son poco accesibles porque son complicadas, caras y requieren de equipos sofisticados como
microscopio de fluorescencia o citdmetro de flujo (Cortés-Gutiérrez et al., 2007).

Sobre la efectividad del tratamiento del control positivo con NaOH 0.3M por 30 min (ver Figura 9), ya Carretero et
al. (2012) habia concluido y recomendado utilizarlo en llamas por su facilidad de manejo. En su investigacion, se
emplearon tres tratamientos para los controles positivos: (1) incubacién a 100°C por 30 min; (2) incubacién con
NaOH 0.3M por 30 min a temperatura ambiente; y (3) exposicién a luz UV (36 W) por 2 h, con los cuales se
observé que la fragmentacion del ADN espermatico se producia en todos los espermatozoides. Al respecto, Banks et
al. (2005) observo que la integridad del ADN de los espermatozoides métiles de ratones recuperados de epididimo
se vio comprometida por el estrés del calor (42°C durante 30 min). Pérez-Crespo et al. (2008), utilizando el mismo
tratamiento de choque térmico, obtuvo los mismos resultados en ratones con espermatozoides eyaculados. Con
respecto al uso de una solucién alcalina, Fernandez et al. (2003) usando NaOH 0.03 M y NaCl 1 M obtuvo halos de
dispersion més pequefios que cuando se usaba una solucién &cida. En el estudio de Carretero et al. (2012), se utiliz6
una concentracion mayor de NaOH (0.3M) y se indujo la fragmentacion del ADN en todos los espermatozoides (se
observaron espermatozoides sin halo), indicando que el aumento en la alcalinidad, ademas de la desnaturalizacién,
pareceria producir dafio a la cromatina en todos espermatozoides, por lo que recomiendan su utilizacién como
control positivo para las pruebas de integridad del ADN. La exposicién a luz UV por 2 h (36 W) también fue
igualmente eficaz en la produccién de fragmentacién de ADN. Este tratamiento estuvo basado en los estudios
previos de Bordignon y Smith, 1999), donde se demostrd que espermas de toro irradiados con UV utilizados en la
FIV, fallaron para producir embriones que se desarrollaran més all4 de la etapa de 2 células, sugiriendo que la
irradiacion UV puede destruir funcionalmente el componente gendmico de los espermatozoides. Ademas, en la
lamprea marina (Ciereszko et al., 2005) y la trucha arcoiris (Dietrich et al., 2005) los espermatozoides sometidos a
radiacion UV sufrieron un aumento en la fragmentacion de ADN, pero no hubo cambios en la motilidad de los
espermatozoides.

Diversos autores reconocen y recomiendan la prueba SCD para evaluar la fragmentacién del ADN espermatico con
valor diagnéstico no solamente para animales, sino también para humanos (Portella et al., 2013). Prueba de ello es
que las principales clinicas de reproduccidn asistida de la capital de nuestro pais, tales como Concebir, Miraflores,
Procrear, CEFRA, Ricardo Palma, por citar algunas, utilizan los kits de Halotech DNA (Espafia) para calcular
previamente el Indice de Fragmentacion Espermatica (IFE), antes de iniciar un procedimiento de ICSI (del inglés,
Intracytoplasmic Sperm Injection) o IVF (del inglés, In Vitro Fertilization). En nuestro caso, se puede decir que la
prueba SCD para evaluar la fragmentacion del ADN espermatico en alpacas, esta en proceso de implementacién y
requiere de mayores estudios. Encontrar las condiciones 6ptimas es un desafio. Ahora hemos tomado conocimiento
de mayores detalles, desde el tratamiento inicial de las ldminas portaobjetos, que debié hacerse lavandolas en agua
caliente con detergente liquido, secandolas y limpiandolas con alcohol, pasando por el pretratamiento &cido con la
aplicacion de la solucién desnaturalizante de HCI 0.08N en oscuridad, con lo que se generan motivos restringidos de
ADN monocatenario (ADNss) a partir de las roturas del ADN, que facilitan la desproteinizacion posterior
(Fernandez et al., 2003); ajustar las concentraciones de los reactivos que comprenden la Solucion neutralizante y de
lisis 1, especialmente el DTT, SDS y el mercaptoetanol (Carretero et al., 2012). Cabe precisar que, en nuestros
ensayos no se utilizd DTT porque no se pudo conseguir. EI DTT es fundamental porque permite mantener los
grupos SH en estado reducido, minimizando la formacién de uniones de disulfuro, que resulta clave para la
desproteinizacion del ndcleo, es decir, para la eliminacién de protaminas e histonas que se encuentran siper
compactando el ADN unas 10 veces més que en una célula somética (DeRouchey et al., 2013) y asi permitir la
formacidn de halos. Otra alternativa podria ser utilizar el reactivo lauril sarcosina en lugar del DTT (Carretero et al.,
20102).

En conclusion, se logré implementar, por primera vez, la prueba SCD para evaluar la fragmentacién del ADN
espermatico en alpacas. El control positivo con NaOH 0.3M por 30 min a temperatura ambiente, produce dafio en el
ADN de todos los espermatozoides de alpaca. La fragmentacién del DNA espermatico en alpacas es minima, con un
rango entre 11 a 16% de “No halos” en semen fresco. Se logré registrar las caracteristicas seminales del plantel de
reproductores, las cuales dieron valores similares a los reportados por otros autores
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