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Para evaluar 3 métodos de recoleccion del semen de Vicugna pacos y los parAmetros seminales utilizando
diluyente Triladyl®, se desarroll6 esta investigacion. Del 25 de abril al 9 de julio de 2023, en la Universidad
Técnica de Cotopaxi, Ecuador. Se seleccionaron 9 alpacas machos y se evalu6 la coleccion de semen,
mediante maniqui completo, vagina artificial y uso de orina (A), maniqui de grupa, vagina artificial y
hembra receptiva (B) y desviacién de pene, vagina artificial y hembra receptiva (C), en la libido y la
copula. Se estudio el efecto del diluyente Triladyl® en las caracteristicas del semen fresco y post descon-
gelacion. Se compararon la libido y aceptacion del método mediante comparacion multiple de proporcio-
nes, las montas por hora con la prueba de Duncan, la cantidad de eyaculados con 2 ¢ e vaes Y las caracte-
risticas seminales mediante t-Student para muestras pareadas. La libido y la aceptacion del método no
difirieron entre los métodos. Las montas por horay el nimero de eyaculados fueron mayores (P< 0.05) en
el método C. Fueron superiores (P< 0.05) la concentracion, la motilidad en el semen fresco, la mortalidad
y las morfo anomalias en el en semen post descongelacion. Se concluye que el método C es el més dptimo
para la coleccion del semen y que el empleo del diluyente Triladyl® en el protocolo de congelacion dismi-
nuy6 la concentracion y motilidad seminal, mientras que, aumento la mortalidad y las morfo anomalias
espermaticas posterior a la descongelacion.
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To evaluate three methods of collecting Vicugna pacos semen and seminal parameters using Triladyl® ex-
tender, this research was carried out from April 25 to July 9, 2023, at the Technical University of Cotopaxi,
Ecuador. 9 male alpacas were selected and the effect of semen collection was evaluated using a complete
manikin, artificial vagina and urine use (A), rump manikin, artificial vagina and receptive female (B), and
penile deviation, artificial vagina and receptive female (C), in libido and copulation. The effect of the Trila-
dyl® extender on the characteristics of fresh and post-thawing semen was studied. Libido and acceptance of
the method were compared by multiple comparison of proportions, mounts per hour with the Duncan test,
the number of ejaculates with %2 ¢e vaes and semen characteristics using Student's t-test for paired samples.
Libido and method acceptance did not differ between methods. The mounts per hour and the number of
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ejaculates were higher (P< 0.05) in method C. Concentration and motility in fresh semen were higher (P <

Keywords: 0.05), and mortality and morpho anomalies in post-thawing semen were higher (P < 0.05). It is concluded
Ejaculate, that method C is the most optimal for semen collection and that the use of Triladyl® diluent in the freezing
Zgllquc?ri}anon, protocol decreased seminal concentration and motility, while it increased mortality and sperm morpho
motility, anomalies after thawing.

seminal characteristics,
cryopreservation.
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Introduccion

Para mejorar la genética y el desempefio bioproduc-
tivo y econémico de la alpaca (Vicugna pacos), se
emplean las biotecnologias reproductivas, que inclu-
yen entre otras, la coleccién, evaluacion, conserva-
cion del semen y la inseminacion artificial (1A)L.
Los métodos de coleccion de semen no deben afectar
la libido de los machos, ni desencadenar reflejos in-
hibitorios que disminuyan su aceptacion, ademas,
afecten la colecta y la cantidad de eyaculados por ma-
chos. Permitan la obtencion del méximo volumen de
eyaculado, con absoluta pureza del material seminal?.
Los diluyentes influyen en la calidad y fertilidad de
los espermatozoides de alpaca durante la congelacion
y la post-descongelacion, debido a que contribuyen
en mantener la presion osmotica isoténica, propor-
cionan nutrientes para la vida de las células esperma-
tica y suministran lipoproteinas o lecitinas que prote-
jan los espermatozoides del choque frio®.

En Ecuador son escasos y poco concluyentes los es-
tudios sobre los métodos de coleccion de semen en
alpacas, por lo que se requieren de investigaciones
que permitan desarrollar una técnica confiable para
colectar semen que beneficien la libido y el rendi-
miento de los machos durante la colecta.

Ademas, es escasa la informacidn cientifica disponi-
ble sobre los diluyentes y protocolos de congelacion
que se utilizan en el procesamiento y conservacion
del semen de alpacas en Ecuador?, por lo que se ne-
cesitan estudios cientificos sobre estos aspectos, que
contribuyan a definir una metodologia eficaz, para la

optimizacién del proceso de conservacion del semen
55

en esta especie y de esta manera, desarrollar la 1A'y
otras técnicas reproductivas.

El objetivo de este experimento fue evaluar 3 méto-
dos de recoleccién del semen de V. pacos y los para-
metros seminales utilizando diluyente Triladyl®.

Materiales y métodos

El presente trabajo de investigacién se realiz6 entre
el 25 de abril y el 9 de julio de 2023, en las instala-
ciones del Centro Experimental Académico Salache
(CEASA) y el Laboratorio de Biotecnologia de la Re-
produccion (LBR) de la carrera de Medicina Veteri-
naria de Universidad Técnica de Cotopaxi (UTC),
ubicadas en la parroquia Eloy Alfaro, a 7.7 km de la
ciudad de Latacunga, provincia de Cotopaxi, Ecua-
dor.

El escenario de investigacion geograficamente ese
ubica entre los 16° 31 28” de latitud sur (LS) y 68°
20’ 39” de longitud oeste (LW), a los 3990 m.s.n.m.
con temperatura promedio de 12° C, precipitaciones
promedio anuales entre 500 y 1500 mm y un suelo
arcilloso®.

Se seleccionaron 9 alpacas machos (V. pacos), pro-
porcionados por laUTC y las comunidades de Macas
Chico y Apahua, 3 por cada una, pertenecientes a la
provincia de Cotopaxi. Todos los animales eran de la
raza Huacaya, con una edad comprendida entre los 3
y 7 afios, con 65+3.5 kg de peso, clinicamente sanos
y sin problemas reproductivos y defectos congénitos.
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Su alimentacidn era a base de pastos naturales y agua
ad libitum.

Se evaluo el efecto de los métodos de coleccion de
semen con maniqui completo, vagina artificial (VA)
y uso de orina (A), maniqui de grupa, VA y hembra
receptiva (B), y desviacién de pene con VA 'y hembra
receptiva (C) sobre la libido, la aceptacion del mé-
todo, el nimero de montas y la cantidad de eyacula-
dos. Se estudio el efecto de la inclusion del diluyente
Triladyl® en el protocolo de congelacién, en las ca-
racteristicas del semen fresco y pos descongelacién.
La edad de los animales se evalu6 mediante la ins-
peccién de su dentadura aplicando la técnica de bo-
queo®. Los 6rganos reproductivos (Figura 1) se eva-
luaron por los procedimientos descritos por Incahua-
naco et al.”.

Figura 1 Evaluacion de aparato reproductor del macho

Entrenamiento de la alpaca macho para la monta. Se
seleccionaron los machos y se mantuvieron durante
10 dias en un corral dividido en 2 secciones (Figura
2). En una seccion se tenia a los machos y en la otra
a la hembra receptiva, se facilito el contacto visual
entre los animales de ambos sexos.

Los entrenamientos de las alpacas machos para los 3
métodos se realizaron durante 3 semanas en las ins-
talaciones del CEASA, 3 veces por semana, en dias
alternos, 2 h por la mafiana y 2 por la tarde.
Procedimientos para la monta. El reconocimiento
del macho hacia los maniquis o la hembra receptiva,
la monta y coleccidn de semen se realizaron cada 48

h, 3 veces en una semana para cada método, la pri-
mera sesion de monta diaria se realiz6 entre las 6:00
y las 8:00 de la mafiana y la segunda, 12 h después
de la primera.

Figura 2 Separacion de las alpacas hembras y machos

Previo al inicio del método A (Figura 3A), se coloco
este fluido corporal para que se impregne el olor (fe-
romonas) por 48 h. Para el método B (Figura 3B) se
requirié entrenar a la hembra con el mismo protocolo
descrito para los machos, para que su manejo sea lo
menos estresante. Ambos métodos se ejecutaron se-
gun los procedimientos descritos por Delgado et al .8,
Para el método C (Figura 3C) se colocé a la hembra
en posicion esternal y al macho en posicién de co-
pula, se verifico que el pene se encuentre dentro de
la VA.

Coleccion de semen. El semen se colectd con la VA,
segln la metodologia descrita por Sumar?. Se utiliz6
una VA que consta de un tubo de caucho de 21 cm
de largo por 4 cm de didmetro, al que internamente
se le adapt6 una camisa de latex. Externamente se cu-
brié con una frazadilla eléctrica para mantener una
temperatura de 40° C durante la colecta.

Los eyaculados se recolectaron en tubos falcon (50
mL), protegidos por una funda externa que mantuvo
una temperatura de 37° C y se transportaron hasta al
LBR del CEASA en menos de 1 h desde su recogida.
No se procesaron las muestras contaminadas con
orina.
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Figura 3 Métodos utilizados para la coleccién del semen. A: Maniqui completo mas vagina artificial y uso de orina.
B: Maniqui de grupa, vagina artificial y hembra receptiva. C: Desviacidn de pene con vagina artificial y hembra

receptiva

Determinacion de los parametros seminales. El vo-
lumen del eyaculado se determinG por observacion
directa utilizando una probeta graduada. La concen-
tracion seminal se determin6 mediante la cAmara de
Neubauer y la motilidad mediante un microscopio
DM4B (Leica Microsystems AG, EE. UU), a 10X.
Ambos parametros se determinaron segun los proce-
dimientos descritos por Allauca et al 2.

La vitalidad espermatica se determind por tincion
eosina-nigrosina, los espermatozoides muertos no to-
man colorante y aparecen rosados, en cambio, los vi-
57

vos aparecen traslicidosZ,

La morfologia espermética se evalué mediante la ob-
servacion de la tincion semen-eosina en un micros-
copio electronico de barrido y el nimero de esperma-
tozoides morfolégicamente normales y anormales de
acuerdo a las recomendaciones de Pérez et al.22,
Diluyente utilizado. El estudio se realiz6 con el dilu-
yente Triladyl® CSS One-step (Minitube Internatio-
nal A.G., Alemania), que esta basado en TRIS (Hi-
droxi-metil aminometano, un amortiguador sintético,
ademas, contiene acido citrico, azUcares, sustancias


https://www.minitube.com/catalog/es/triladyl-biladyl-p4708/
https://www.minitube.com/catalog/es/triladyl-biladyl-p4708/

Vol. 11 No 2 2024

Métodos de recoleccion del semen de Vicugna pacos

buffer, agua ultrapurificada y antibioticos (Tilosina,
Gentamicina, Espectinomicina, Lincomicina). Este
diluyente utilizé el glicerol como ademas el crio pro-
tectorl314,

Preparacién del diluyente. Se prepar6 el diluyente
seglin recomendacion del fabricante y se mantuvo en
bafio de agua a 37° C. Se adiciono 3 partes de agua
destilada estéril (60 %), una parte de yema de huevo
a bafio maria (20 %) y una parte del concentrado co-
mercial Triladyl® (20 %), seguidamente se centrifugé
a 500 rpm.

Dilucion de semen. En tubos falcon se midio el eya-
culado y se mantuvo temperado en bafio maria a 37°
C. La dilucion se realizd en una relacion 1:1 de se-
men y de diluyente.

Congelacion de semen con diluyente. Una vez mez-
clado el diluyente y el semen se enfrio a 5° C con una
velocidad de enfriamiento de 0.4° C/min, y se man-
tuvo a esa temperatura por 2 h, los espermatozoides
estuvieron en contacto con el glicerol. Cumplido este
tiempo se envasaron las pajuelas, las que se coloca-
ron horizontalmente en una gradilla a una distancia
de 4 cm por encima de la superficie del nitrégeno li-
quido, dentro de una caja de poliestireno o couler.
Las pajuelas se pusieron a vapores de nitrégeno li-
quido a -100° C durante 20 min, y posteriormente se
depositaron directamente en nitrégeno liquido a -
196° C. Seguidamente se depositd en el tanque crio-
génico.

Post descongelacion del semen con diluyente. Una
vez congelada la muestra se retird la pajilla del tan-
gue criogénico y se puso en bafio maria a una tempe-
ratura de 37° C para su posterior uso en la evaluacion
espermatica.

Procesamiento estadistico. Se obtuvieron los estadi-
grafos descriptivos de cada variable cuantitativa. En-
tre los métodos A, B y C se compararon la libido y
aceptacion del método mediante una comparacion
maltiple de proporciones, el nimero de montas por
hora con la prueba de Duncan®® y la cantidad de eya-
culados con una prueba de %2 c g vaes. La concentra-
cion de espermatozoides en el eyaculado, y la motili-
dad, mortalidad y morfo-anomalias, entre el semen
fresco sin diluyente y el post descongelado, con dilu-
yente, mediante la prueba de t-Student para muestras
pareadas. En todos los procesamientos se utilizé el
paquete estadistico Statgraphics Centurion Ver.
XVIIE,

Resultados

En la Tabla 1 se puede apreciar que el 22.22 % de
los machos tuvieron libido alto en cuando fueron ex-
puestos al método A y lo aceptaron, lo que ocurrié
en el 33.33 % de ellos frente los procedimientos B y
C.

Tabla 1 Aspectos evaluados con los tres métodos de coleccion de semen en las alpacas

Método Libido alta (%) Aceptacion del método (%)  Montas por hora, (x+DE)  Eyaculados (n)

A 22.22° 22.22°
B 33.33° 33.33°
C 33.33° 33.33°

.66+.27° 0?
1.33+.27° 0?
3.00+.272 3.00%

Letras diferentes en una misma columna indican diferencias significativas p< 0.05.
Se aplic6 comparacion multiple de proporciones para la libido y aceptacion del método
Duncan®s para comparar el nimero de montas por hora y %2 c de vates para contrastar la cantidad de eyaculados.
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Con el método C los machos realizaron mayor canti-
dad (P< 0.05) de montas por hora con los procedi-
mientos Ay B (Tabla 1). Con el C se obtuvieron 3
eyaculados, lo que difirié (P< 0.05) conel Ay el B,

con los que no se colectaron eyaculados (Tabla 1). El
volumen de los eyaculados obtenidos fue 1.30+0.20
mL, con un coeficiente de variacion de 15.38 %.

Tabla 2 Parametros espermaticos (X+ DE) del semen fresco y post descongelado de las alpacas

, Momentos
Parametros

Fresco sin diluente

Post descongelacion, con diluyente

Concentracion, 108/mL. 1.80+.10°

Motilidad, %. 51.00+2.00%
Mortalidad, %. 17.00+3.00°
Morfo anomalias, %. 29.00+2.64°

1.30+.10°
13.00+1.00°
24.33+£.57%
41.33+£1.52¢

@ | etras desiguales en la misma fila indican diferencias estadisticas significativas para P< 0.01

(t-Student para muestras pareadas)

Tabla 3 Morfo anomalias (X+ DE) del semen fresco y post descongelado de las alpacas

Parametros (%) Moment.o - = -
Fresco sin diluente Post descongelacion, con diluyente

Colas Curvas 9,33£.57° 8,33+ .57%

Colas dobles 10.00£4.35° 13.33+.57°

Cabezas libres 4.66+1.52° 2.66+.60%

Cabezas dobles 9.00£3.60% 13.00+1.00*

Presencia de gota citoplasmatica 3.66+3.05% 4,00+1.122

La concentracion y la motilidad disminuyeron (P<
0.05), mientras que la mortalidad y el por ciento de
espermatozoides con formas anormales aumentaron
(P< 0.05) después de la descongelacion del semen
(Tabla 2).

Los tipos de anomalias espermaticas no difirieron es-
tadisticamente entre el semen fresco y post descon-
gelacion, no obstante, numéricamente, en este tltimo
se redujo el porciento de gametos masculinos con co-
las curvas y cabezas libres, y se aument6 el de ne-
maspermos con colas dobles, con cabezas dobles y
con la presencia de gota citoplasmatica (Tabla 3).

Discusion

La mayor aceptacion de los métodos B y C, en los
gue los machos tuvieron una libido sexual superior,

59

sugieren ser mas viables y aceptados, que se debe al
empleo de la hembra receptiva, que ayudo a incre-
mentar la libido de los machos®.

La obtencion de semen con VA'y desviacion del pene
tiene la ventaja que se colecta la totalidad del eyacu-
lado, sin que se contamine con orina o agentes etio-
l6gicos que estén en la vagina de la hembra, sin la
necesidad de equipos costosos y personal altamente
especializados®. Su principal desventaja, es la nece-
sidad de varios dias de entrenamiento de los machos®.
El orden de la aceptacion de los métodos en esta in-
vestigacion es similar al obtenido en llamas. Sin em-
bargo, en esta especie los porcentajes de aceptacion
fueron 80 y 90 % en los procedimientos B y C, res-
pectivamente®. La causa de estas diferencias puede
estar motivada por las diferencias en el tempera-
mento y fisiologia reproductiva de cada especie’.

No se obtuvieron eyaculados con los métodos Ay B,
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con los cuales, los machos no se acoplaron correcta-
mente y no se adaptaron al maniqui, debido a que A
tiene forma cuadrada y sus esquinas lastimaban el ab-
domen del macho, y en el B la grupa tuvo mucha mo-
vilidad. Ademas, la alpaca tiene persistencia de las
adherencias del glande al prepucio en algunos anima-
les, que imposibilitan la extrusién del penell. Tam-
bién contribuyé que solo el 60 % de los machos res-
pondieron bien al entrenamiento con el maniqui,
dado la naturaleza nerviosa de la especie®.

La obtencién de eyaculados se asoci6 con el método
de coleccion de semen utilizado () ¢ de vates = 4.0548,
P=.0440). La mayor cantidad de eyaculados con el
método C se debid al empleo de la combinacién de la
VA con la hembra receptival®. Estos autores sefiala-
ron que el empleo de VA y una hembra receptiva
junto al maniqui, incremento el tiempo de copula de
15.9 a 16.8 min y la calidad del eyaculado obtenido
con respecto al uso del maniqui solo.

El volumen de los eyaculados en este experimento es
inferior al publicado en alpacas de la Raza Huacaya,
de 3 a 5 afios de edad, que oscild entre 1.48 a 1.91
mL2 y que, en alpacas de esa raza, en las que se
realizo la extraccion seminal cada 48 h?.

La causa de la variabilidad del volumen en este ex-
perimento y la falta de correspondencia con los tra-
bajos publicados se debe a que sobre este parametro
influyen la raza, edad, alimentacién, separacion psi-
cosexual y la frecuencia de coleccionZ22 Sin em-
bargo, existe consenso en que este ultimo factor es la
causa de variacion mas importante del volumen del
eyaculado en alpacas?

Ademas, las alpacas tienen bajo volumen en el eya-
culado?, que presenta variabilidad entre individuos y
entre colecciones en un mismo macho?. La evalua-
cioén de este parametro se dificulta por la presencia de
espuma que se forma durante la colecta del semen2L,

La disminucion de la concentracion del semen post
descongelado se debe a la adicién del diluyente Tri-
ladyl®. Este y el protocolo de congelacién utilizado
pudieron aumentar el porcentaje de mortalidad de los
espermatozoides post descongelacion en este experi-
mento y, por tanto, no cumplen eficientemente la fun-
cién de preservar la supervivencia espermatica pos-
terior a la descongelacién, lo constituye su criterio de
evaluacion principal®.

El aumento de la mortalidad en el semen post des-
congelacion puede deberse a los dafios celulares que
sufren los espermatozoides, provocados por los cam-
bios de temperatura durante el proceso de congela-
cion, principalmente la deshidratacion de las células
espermaticas y la formacién de cristales de hielo in-
tracelulares durante este proceso®.

La disminucién de la motilidad después de la descon-
gelacion del semen corrobora que aproximadamente
el 50 % de espermatozoides pierden su motilidad du-
rante la congelacién y descongelacién, lo que consti-
tuye un reto en el proceso de crio preservacion de es-
permatozoides?.

El porcentaje de morfo-anomalias en el semen fresco
son inferiores a los trabajos publicados por otros au-
toresz2, pero las del semen post congelacion son si-
milares a las que publicaron los investigadores men-
cionados. Las formas anormales en los gametos mas-
culinos previo a la dilucion podrian deberse al mé-
todo de coleccién del semen, que causa variacién de
la morfometria espermatica’.

El aumento de las formas anormales en el semen post
congelacidn, respecto a las del semen fresco puede
deberse al efecto de los componentes del diluyente
Triladyl®y la congelacién. También a la preparacion
de la muestra, método de fijacion, técnica de tincion,
sistema microscépico y errores sugestivos en su de-
terminacionZ. Estos factores pueden afectar la repe-
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titividad del analisis, su reproducibilidad y la compa-
racion de los resultados entre laboratorios. No obs-
tante, se requieren estudios mas precisos y conclu-
yentes sobre el efecto de la congelacion en las morfo-
anomalias espermaticas de las alpacas.

La concentracion espermatica, la motilidad y la mor-
talidad de los espermatozoides, y sus morfo-anoma-
lias son menores que los obtenidos en alpacas de
Per(i¥, Los resultados de este experimento confirman
que las caracteristicas fisicas y bioldgicas del semen
de alpacas también varian segln las condiciones de
coleccion, entre ellas, el método de colecta3l32,

Se concluye que el método de desviacidn de pene con
VA 'y hembra receptiva tuvo mas aceptacion, con los
machos, realizaron mayor cantidad de montas por
hora y se obtuvieron mas eyaculados, por lo que es el
mas Gptimo para la coleccion del semen. Con el em-
pleo del diluyente Triladyl® en el protocolo de con-
gelacion disminuyeron la concentracion y motilidad
seminal, mientras que, aumentaron la mortalidad y
las morfo anomalias espermaticas posterior a la des-
congelacion.
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