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ABSTRACT
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RESUMEN

En alpacas, una limitante para el desarrollo de la conservacién del semen es
la dificullad en la coleccion del mismo. Ante esto la técnica de
electroeyaculacién constituye una alternativa para obtener mejor calidad de
eyaculados y no necesita de un entrenamiento previo de los machos como la
vagina artificial. Por ello nuestro objetivo fue determinar las caracteristicas
del semen de alpacas obtenido por electroeyaculacién y su motilidad durante
el proceso de refrigeracién. Se utilizaron 5 alpacas machos huacaya de 3 a
5 afos. El semen fué colectado por la técnica de electroeyaculacion,
obteniéndose un total de 27 eyaculados. Se empleé un dilutor a base de TRIS
para la refrigeracién a 5 °C y se evaluaron las caracteristicas del semen
fresco y el porcentaje de motilidad a la hora, 12y 24 horas de refrigeracion.
El andlisis de los datos se realizé mediante un modelo de regresion lineal
mixta y los resultados concluyeron que las caracteristicas del semen fresco de
alpacas colectadas por la técnica de electroeyaculacién son diferentes a los
obtenidos en ofras especies de camélidos sudamericanos debido a la
variabilidad existente entre especies. Ademds se determiné que el mayor
tiempo de refrigeracién afecta negativamente al porcentaje de motilidad de
las muestras refrigeradas.

Palabras clave: Ajpacas, semen, electroeyaculacion

alpacas and motility during cooling. Five male alpacas
huacaya 3 to 5 years were used. Semen was collected

In alpacas, an obstacle for the development of the
storage of semen is the difficulty in the collection of the
same. Given this electroejaculation technique is an
alternative for better quality of ejaculates and does not
require prior fraining of males as artificial vagina.
Therefore, our objective was to determine the
characteristics of semen obtained by electroejaculation
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by electroejaculation technique, yielding a fotal of 27
ejaculates. One diluter was used to Tris base for cooling
at 5 ° C and the characteristics of fresh semen and
percentage motility at the time, 12 and 24 hours cooling
were evaluated. The data analysis was performed using
a mixed linear regression model and the results
concluded that the characteristics of fresh semen
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collected by alpacas electroejaculation technique are
different from those obtained in other species of South
American camelid due to variability between species.
Furthermore it was determined that the greatest cooling
time adversely affects the percentage motility of
refrigerated samples.
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INTRODUCCION.

En alpacas, una limitante para el desarrollo de la
conservacién del semen es la dificultad en la coleccion
del mismo. Se ha demostrado que el método de
coleccién utilizado influye sobre el aspecto del semen
obtenido; pudiendo ser muy espumoso o estar
contaminado con impurezas del suelo tras la coleccion
con vagina artificial (VA), sin embargo atn sigue
siendo uno de los métodos més utilizados actualmente
(Givliano et al, 2008). Por parte la
electroeyaculacién (EE) permite obtener
eyaculadosmés limpios y sin espuma, ademds no
necesita de un entrenamiento previo de los machos y
es el nico método con el que se ha logrado obtener
semen de CSA silvestres (Giuliano ef af, 2002;
Pacheco ef al, 2011). Adicionalmente las
caracteristicas propias del semen de las alpacas como
la alta viscosidad, bajo porcentaje de motilidad y baja
concentracién espermdtica han condicionado la
evaluacién, manipulacién, dilucién y conservacién del
semen utilizado en los protocolos de refrigeraciéon y
congelacion.

SuU

El objetivo del presente estudio fue determinar las
caracteristicas del semen de alpacas obtenido por
electroeyaculacién y su motilidad durante el proceso
de refrigeracion.

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se realizé a nivel del mar, en la
seccién de Biotecnologia Reproductiva del Laboratorio
de Reproduccion Animal de la Facultad de Medicina
Veterinaria, Universidad Nacional Mayor de San
Marcos, ubicada en el
departamento de Lima. La fase experimental tuvo una
duracién de 7 meses, esta comprendié los meses de
mayo a noviembre. Se utilizaron 5 alpacas machos de
raza Huacaya entre 3 a 5 afios, el parémetro para
elegir a los animales fué que tuvieran testiculos con 4
cm de largo y 3.5 de ancho. La alimentacion fué a
base de heno de alfalfa y agua ad libitum. Para el
alojamiento de las alpacas se utilizé un corral de 10
m de largo x 5 m de ancho.

la cual se encuentra
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La colecta de semen se realiz6 2 veces por semana
mediante la técnica de electroeyaculacion (Director ef
al., 2007), obteniéndose un total de 27 eyaculados. El
semen fresco fué diluido 1:1 con el dilutor de
refrigeracién. La composicién del dilutor fug 2.6 g de
TRIS, 1.35 g de acido citrico, 1.2g de glucosa, 0.9 g
de fructosa disuelto en 100 ml de agua bidestilada
autoclavada con un pH de 6.9 y 10000 Ul/ml de
Penicilina G sédica, 10mg/ml de estreptomicina
sulfato y 20% de yema de huevo (v/v) (Niasari ef o,
2007). Las muestras diluidas fueron refrigeradas a 5
°C, donde permanecieron por un periodo de 24 horas.
Se evaluaron las caracteristicas del semen fresco, el
porcentaje de motilidad a la hora, 12 y 24 horas de
refrigeracion a 5 °C vy el porcentaje de
espermatozoides con membrana funcional a la
primera hora de refrigeracién a 5 °C (figura 1y 2).

Llas caracteristicas seminales evaluadas fueron las
siguientes: el volumen por medicién en un tubo
graduado; el color por observacién directa; el pH
usando un papel indicador universal especial Merck®
(6,4 a 8,0); la motilidad colocando 10 ul de semen en
una lamina portaobietos, observando a 10 y 40x por
microscopia éptica; la concentracién espermdtica con
la cémara de Neubauer y el resultado se expresé en
millones de espermatozoides/ml; la morfologia se
evalué por microscopia 6ptica a 100x luego de tefir
una lémina portaobjetos con Tincion 15; la
funcionalidad de la membrana plasmética del
espermatozoide mediante la prueba de hipoosmotica
(HOS test) segun la técnica descrita por Giuliano ef o/,
(2002). Se consideré como espermatozoides con
membrana funcional aquellos espermatozoides que
presentaron la cola hinchada (HOST+).

El andlisis de los datos se realizé mediante un modelo
de regresion lineal mixta para evaluar el efecto de
tiempos de refrigeracién, variabilidad individual y
nimero de muestreos sobre los porcentajes de
motilidad,
funciones arcoseno. Diferencias entre los tiempos de
refrigeracion fueron analizadas mediante el test de
Duncan, con un nivel de significancia de 0.05.Se
utilizé el paquete estadistico Stata 12.0 (College
Station, TX). Llas caracteristicas obtenidas de la
muestrasen fresco y los resultados del porcentaje de
motilidad durante el proceso de refrigeracion (1 hora,
12 horas y 24 horas) fueron organizados mediante
estadisticos descriptivos.

los cuales fueron transformados como

RESULTADOS

Los valores de las caracteristicas del semen fresco de
alpacas  colectados  por  la  técnica  de
electroeyaculacién se observan en la tabla 1.
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Los resultados de motilidad y funcionalidad de la
membrana plasmdética durante el proceso de
refrigeracién son presentados en la tabla 2. A la
primera hora de refrigeracién se observé 50.93% de
motilidad en las muestras, mientras que a las 12y 24
horas estos porcentajes fueron menores (38.52% vy
17.89% respectivamente). Todos estos valores fueron

estadisticamente diferentes (p<0.05). El andlisis de
regresion  lineal mixta demostré un  efecto
estadisticamente  significativo de los tiempos de
refrigeracién y del nomero de muestreo en animales
sobre los porcentajes de motilidad (p<0.05) (Tabla 3).

Tabla1. Determinacion de las caracteristicas del semen de alpacas obtenido por electroeyaculacién

Caracteristicas del semen

% Color

*  lechoso 22.22

= Transparente 77.78
Volumen (ml) 1.64 + 0.65
pH 7.24 +0.28
Filancia (cm) 3.30 +1.73
Concentracién (10%/ml) 41.96 £14.46
Motilidad espermdtica (%) 5593 +11.85
Funcionalidad de la membrana plasmética (%) 51.33+£12.04
Espermatozoides normales (%) 72.23 +5.55
Espermatozoides anormales totales (%) 27.77 £5.55

*  Anormalidades de la cabeza (%) 7.20 £2.62

*  Anormalidades de la cola (%) 15.90 +4.51

*  Anormalidades del cuello (%) 0.82 +0.84

=  Gota citoplasmética (%) 3.89 £2.74

Valores son porcentajes, promedios y desviacién estandar

Tabla 2. Efecto del tiempo de refrigeracion (1,12 y 24 horas) sobre el porcentaje de motilidad y funcionalidad de
la membrana plasmética de espermatozoides de alpaca obtenido por electroeyaculacion

Caracteristicas del semen

Tiempos de evaluacién en refrigeracion

1 hora 12 horas 24 horas
Motilidad espermatica (%) 50.93 + 11.10° 38.52 +13.57° 17.89 + 15.34¢
Funcionalidad de la membrana 46.78 + 13.49 NSE NSE

plasmatica (%)

Valores son promedios + desviacién esténdar

o b <letras diferentes dentro de una fila indican diferencias significativas (p<0.05)

NSE (no se evalué)

Tabla 3. Efecto de los tiempos de refrigeracién, efecto individual y nimero de muestreos sobre los porcentajes de

motilidad espermética

Variables Coeficiente Palue IC 95%
Tiempo de refrigeracién -0.18 <0.001 [[0.21--0.15]
Alpaca 0.03 0.116 [[0.01 - 0.07]
Muestreos -0.02 <0.001 [-0.04 --0.01]
Intercepto 0.69 <0.001 [0.53 -0.85]
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Figura 1. Coleccién de semen por la técnica de
electroeyaculacién

Figura 2. a) Semen obtenido por electroeyaculacion y
b) Muestras diluidas mantenidas en refrigeracién

DISCUSION

Con respecto a las caracteristicas espermdticas
determinadas en nuestro estudio, el volumen obtenido
es similar al reportado por Ordéfiez ef ol (2013)
quienes mencionan un valor promedio de 1.58 + 1.76
ml. Menores valores obtuvieron Pacheco ef o/ (2011)
en vicufias, pero se han reportado mayores valores en
llamas (Giuliano ef af, 2002), estas diferencias
podrian deberse a la variabilidad que existe entre las
especies. En cuanto al color del semen, el 77.78 % de
las muestras fueron de color transparente, y sélo un
22.22fué de color lechoso, lo que se contradice con
Ordéhez ef al. (2013) quienes indican que el color
predominante en su estudio fué el blanco lechoso
(58.33 %), en ofras especies se reportan colores
blanco cristalino y blanquecino (Pacheco ef o/, 2011;
Giuliano ef al., 2002).

La concentracién espermética obtenida, fué menor que
la encontrada por Ordéfiez ef al (2013) quienes
reportan valores de 84.08 + 62.92 millones de
espermatozoides por ml. Sin embargo, fue superior a
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la obtenida por Pacheco ef al. (2011); Giuliano ef .
(2002) en semen de vicufia y llama respectivamente.
Asimismo el porcentaje de funcionalidad de la
membrana plasmética fue superior al obtenido en otras
especies de camélidos (Pacheco ef a/, 2011; Director
et al., 2007), posiblemente por que dichos autores
utilizaron diferentes concentraciones de solucién
hiposmética.  Finalmente, el  porcentaje  de
espermatozoides anormales, fué similar al obtenido
por Giuliano ef al. (2002) quienes reportan valores de
25 a 44 % en espermatozoides de llama.

El presente estudio también evalué el efecto del tiempo
de refrigeracién sobre el porcentaje de motilidad y
funcionalidad de la membrana plasmética de
espermatozoides de  alpaca  obtenido  por
electroeyaculacién, ya que existen investigaciones que
mencionan que el principal dafio celular inducido por
el proceso de refrigeracién es la alteracion
morfolégicayla ruptura de la membrana plasmatica
(De Leeuw ef al,1990; Hammerstedt ef al, 1990)
disminuyendo de esta manera la motilidad y viabilidad
de las muestras refrigeradas. Nuestros resultados
indican que a medida que aumenta el tiempo de
refrigeracién disminuye el porcentaje de motilidad,
reduciéndose casi al 50 % del valor inicial a las 12
horas y en un 70 % a las 24 horas de refrigeracion.
Por su parte, Huanca y Gauly (2001) encontraron en
semen de llamas porcentajes similares a nuestro
estudiode 43% alas 6 h, 28% alas 12 h, 21% a las
24 h, 14% alas 48 h 'y 8,7%a las 72 h partiendo de
muestras con un 54% de movilidad inicial y utilizando
como dilutor BSA - glucosa.

CONCLUSION

las caracteristicas del semen fresco de alpacas
colectadas por la técnica de electroeyaculacién son
diferentes a los obtenidos en ofras especies de
camélidos sudamericanos debido a la variabilidad
existente entre especies. Ademads se determiné que el
mayor tiempo de refrigeracién afecta negativamente al
porcentaje de motilidad de las muestras refrigeradas.
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