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Inseminacion Artificial de Alpacas con Semen Refrigeradoy con
Inclusion de Dos Tipos de Yema de Huevo

ARTIFICIAL INSEMINATION OF ALPACAS WITH REFRIGERATED SEMEN AND THE INCLUSION OF
Two TyrEes or EGG YOLK

Wilber Garcia V.'3, Virgilio Alarcéon B.2, P. Walter Bravo M.2

RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar el efecto de la yema de huevo fresca (YHF) y en
polvo (YHP) sobre la motilidad, viabilidad, integridad funcional de la membrana plasmatica
(HOST) y tasa de prefiez con semen fresco y refrigerado. Se colectaron 30 eyaculados de
cinco alpacas mediante el método poscopula en los meses de enero a marzo. Los
eyaculados fueron diluidos en Tris-glucosa y glicerol a una concentracion final de 5%, y
usando los dos tipos de yema de huevo a una concentracion final de 20%. El semen
diluido se separd en alicuotas y se mantuvo a 15 °C por 8 hy a 5°C por 24 h, y se
inseminaron 180 alpacas. El tipo de yema no afect6 la motilidad, viabilidad y el valor
HOST en los espermatozoides conservados a 15 y 5 °C. De igual manera, los porcentajes
de prefiez no variaron cuando se inseminaron con semen fresco (50.0 y 46.7%), manteni-
doa15°C (43.3 y40%) o refrigerado a5 °C (33.3 y30.0%) para YHF y YHP, respectivamen-
te. La tasa de prefiez fue mayor en hembras inseminadas con semen fresco (48.4%) y
menor con semen refrigerado a 5 °C (31.7%) (p<0.05). Los resultados sugieren que la
yema de huevo en polvo puede utilizarse como substituto de yema de huevo fresco en
los diluyentes de conservacion y refrigeracion de semen de alpacas.

Palabras clave: alpaca, inseminacion artificial, semen refrigerado, yema de huevo

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of fresh (YHF) and powder (YHP)
egg yolk on the motility, viability, functional integrity of the plasma membrane (HOST)
and pregnancy rate after insemination using fresh and chilled semen. Thirty ejaculates of
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five alpacas were collected by the post-copulation method during the months of January
to March. Ejaculates were diluted in Tris-glucose plus glycerol to a final concentration of
5%, and the two types of egg yolk were added at a final concentration of 20%. Diluted
semen was separated into aliquots and maintained at 15 °C for 8 hand 5 °C for 24 h, where
180 alpacas were inseminated. Motility, viability and sperm HOST value stored at 15 and
5 °C were not affected by the type of egg yolk. Similarly, pregnancy rates were rather
similar when inseminated with fresh semen (50.0 and 46.7%), or kept at 15 °C (43.3 and
40%) or 5 °C (33.3 and 30.0%) for YHF and YHP respectively. Pregnancy rate was higher
in females inseminated with fresh semen (48.4%) and lower with chilled semen (31.7%)
(p<0.05). The results suggested that egg yolk powder can be satisfactorily used as
substitute to fresh egg yolk in extenders in fresh and chilled alpaca semen.

Key words: alpaca, artificial insemination, chilled semen, egg yolk

INTRODUCCION

En varias especies de interés producti-
vo, especialmente en el bovino, la insemina-
cion artificial (IA) constituye la principal he-
rramienta para la diseminacion de genes de
alta calidad; sin embargo, en camélidos sud-
americanos (CSA) se limita a la utilizacion
de semen fresco con una tasa maxima de
prefiez del 77% (alpacas: Alarcon et al,
2012; llamas: Giuliano et al.,2012).

La IA con semen refrigerado en CSA
presenta resultados muy variables. Asi
Giuliano et al. (2012) reportan 13% de tasa
de prefiez en llamas y Bravo y Alarcon (2013)
sefialan 58% en de prefiez en alpacas. Una
de las posibles causas de esta variabilidad
podria estar en la utilizacion de yema de hue-
vo fresco como parte del diluyente en la con-
servacion del semen (Bravo y Alarcon, 2013),
por sus propiedades para estabilizar la mem-
brana del espermatozoide (Salamon y
Maxwell, 2000). Sin embargo, la heteroge-
neidad de la composicion entre lotes de hue-
vos, junto con el potencial riesgo de contami-
nacion microbiologica, conlleva a la posibili-
dad de utilizar un sustituto. La yema de hue-
vo en polvo podria ser una alternativa, ya que
este producto se somete a un proceso de
pasteurizacion para destruir las bacterias, de
acuerdo con las leyes establecidas para el
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consumo humano (Thibier y Guerin, 2000) y
los lotes tienen una composicion homogénea.
Es asi, que el presente trabajo evaluo el efecto
de dos tipos de yema de huevo (fresca y en
polvo) sobre la motilidad, viabilidad, HOST y
tasa de prefiez de los espermatozoides pre y
pos-refrigerados.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de Estudio y Animales

El estudio se realizo en el Centro Expe-
rimental de Camélidos Sudamericanos La
Raya, de la Universidad Nacional San Anto-
nio Abad, situado en el distrito de Marangani,
Cusco, Pert, a una altitud de 4200 msnm. Se
utilizaron cinco alpacas machos, de 4 a 8 afios
de edad y peso promedio de 60 + 6.4 kg, asi
como 180 alpacas hembras, de 3 a 7 afios de
edad y peso promedio de 55 + 7.2 kg. Los
animales se mantuvieron en pasturas natura-
les durante todo el estudio. Asimismo, los
machos eran parte del grupo élite de
reproductores del centro.

Coleccion y Refrigeracion de Semen
La colecciodn se realizd entre los meses
de enero a marzo. Las muestras de semen

fueron obtenidas poscdpula, de acuerdo con
la técnica descrita por Neely y Bravo (1998),

Rev Inv Vet Peru 2017; 28(2): 337-344
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para lo cual se utilizaron hembras adultas
sexualmente receptivas al macho. La colec-
cion de semen se realizd dos veces por se-
mana.

Cada hembra fue empadrada con un
macho. Al término de la copula se insertd un
espéculo vaginal y todo el semen que se en-
contraba en la vecindad externa de la cérvix
fue colectado y depositado en un tubo de vi-
drio graduado y mantenido a 37 °C. Se eva-
lué la calidad del semen fresco, aceptando
los eyaculados que cumplieron los siguientes
requisitos: volumen >1 ml y motilidad total
>60%. Se trabajo con 30 eyaculados (6
eyaculados por macho).

Las muestras de semen fueron dividi-
das en seis alicuotas, las cuales se diluyeron
con una soluciéon compuesta por 0.3 M Tris,
27.75 mM glucosa, 94.7 mM 4acido citrico,
ajustada a un pH 7.25 + 0.05 y una
osmolaridad de 333.0 £ 2.80 mOsm. A esta
solucion se le afiadid tilosina 0.1 mg/ml,
gentamicina 0.5 mg/ml y lincomicina 1.8 mg
mg/ml y uno de los dos tipos de yema de hue-
vo: yema de huevo fresco (YHF) o yema de
huevo en polvo (YHP) a una concentracion
final de 20% (v/v). Las alicuotas de esta for-
ma fueron mantenidas a 35 °C, y luego a 15
°C por 8 h y refrigeradas a 5 °C por 24 h.

Variables de Calidad Seminal

El volumen de cada eyaculado fue de-
terminado en un tubo graduado. Para la
motilidad espermatica, se tomo 10 pl de se-
men en una lamina portaobjetos precalentada,
cubriéndola con una laminilla y observada a
400X en un microscopio de contraste de fase.
La motilidad se calificé como porcentaje de
espermatozoides con movimientos
oscilatorios y progresivos en un campo mi-
croscopico como lo describe Garnica ef al.
(1993). La motilidad se expreso en porcen-
taje.

La viabilidad espermatica en fresco y

tras el enfriamiento a 15 y 5°C se evalud por
medio de la tincion de eosina-nigrosina
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(Hancok, 1957), en portaobjetos atemperados
a 35 °C y con la ayuda de un microscopio
optico a 400X. Se contaron 200 espermato-
zoides en varios campos del microscopio. Se
consideraron como espermatozoides vivos
aquellos donde el colorante no penetro en la
cabeza. La viabilidad se expres6 en porcen-
taje.

La concentracion espermatica se deter-
mind en una camara de Newbauer. Una
muestra de semen se diluy6 1:50 0 1:100, de
acuerdo a la evaluacion previa de la motilidad,
en solucion de NaCl al 3%. La concentra-
cion espermatica se expreso en millones de
espermatozoides por mililitro.

El test de endosmosis (Hypoos-motic-
Swelling test, HOST) se hizo con la finali-
dad de evaluar la integridad funcional de la
membrana plasmatica. Para esto, se incuba-
ron 25 pL de la muestra en 500 pL de solu-
cion hipoosmotica (100 mOsm) durante 60
min a 37 °C y luego se observo 10 puL de la
muestra al microscopio. Un total de 200
espermatozoides fueron contados en varios
campos del microscopio, donde los
espermatozoides vivos con colas dobladas e
hinchadas fueron registrados como células
positivas a HOST (Aisen, 2004). Los resul-
tados se expresaron en porcentaje.

Inseminacion Artificial

Se seleccionaron 180 alpacas adultas
con historia de partos previos y con un des-
canso sexual minimo de 20 dias posparto. Los
animales que presentaban conducta manifies-
ta de recepcion del macho y un foliculo
preovulatorio >7 mm detectado por ecografia
transrectal, mediante un ecografo Aloka 500
(Aloka Co., Led Tokio, Japon) equipado con
un transductor lineal de 7.5 MHz, fueron in-
ducidas a ovular con la administracion
intramuscular de 80 pg buserelina por animal
(Bravo et al., 2012).

Las alpacas fueron inseminadas a las

26-30 h (Gonzales et al., 2011) de la induc-
cion de la ovulacion. La region vulvar fue lim-
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Cuadro 1. Motilidad (%), viabilidad (%) y HOST (%) de los espermatozoides conservados
en fresco, mantenidos a 15 °C por 8 horas y refrigerados a 5 °C por 24 horas en
yema de huevo fresco (YHF) y yema de huevo en polvo (YHP)

Temperatura ( °C )
Variables Diluyente
Fresco 15 5
YHF 55.3 £2.0% 48.9 +£0.5°
Motilidad 61.7+2.3%
YHP 50.9£1.1° 459 +1.4°
YHF 64.3 +2.0° 583 +3.1°
Viabilidad 71.6+2.2°
YHP 67.1 £2.1% 60.3 +3.3°
YHF 453 £2.8% 39.8 +£1.4°
HOST 52.0+2.42
YHP 46.5 £2.3% 41.4+£3.4°

a gyperindices diferentes dentro de filas indican diferencia significativa (p<0.05)

Cuadro 2. Porcentaje de prefiez a los 30 dias pos-inseminacion de alpacas (n=30 por
tratamiento) con espermatozoides conservados en fresco (35 °C), a 15 °C por 8
horas y refrigerado a 5 °C por 24 horas utilizando yema de huevo fresco (YHF)
o yema de huevo en polvo (YHP) como componente del dilutor

Tratamiento Temperatura (°C) Tasa de prefiez (%)
YHF 35 50.0°
YHP 35 46.7*
YHF 15 43.3%
YHP 15 40.0%
YHF 5 33.3°
YHP 5 30.0°

3 gyperindices diferentes dentro de columna indican diferencia significativa (p<0.05)

piada con una toalla himeda y se introdujo el
espéculo vaginal para identificar la os exter-
na de la cérvix. Se utiliz6 semen fresco dilui-
do a 35 °C por 10 min, enfriadoa 15 °C por 8 h
yrefrigerado a 5 °C por 24 h. El semen dilui-
do (1 ml) a una concentracion de 25 x 10%/ml
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fue cargado en una pipeta de inseminacion
de vacunos y se introdujo dentro del cuerpo
del utero. El diagndstico de prefiez se hizo
por ecografia a los 30 dias del servicio. La
presencia de la vesicula embrionaria dentro
del utero fue considerada como prefiez.

Rev Inv Vet Peru 2017; 28(2): 337-344
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Analisis Estadistico

Se empled estadistica descriptiva para
determinar el tiempo de copula, volumen del
eyaculado y concentracion. Los porcentajes
de motilidad, viabilidad y HOST+ fueron
transformados a valores angulares
(angulo=arcoseno Vporcentaje final) para
acercar los datos a la distribucion normal.
Para determinar la existencia de diferencias
estadisticas se utilizo la prueba de analisis de
varianza, asi como la prueba de Duncan para
determinar diferencias estadisticas entre gru-
pos. Para evaluar el porcentaje de prefiez, se
empled una regresion logistica con el proce-
dimiento Genmod del SAS 9.1.

RESULTADOS

El tiempo promedio de copula, volumen
y concentracién espermadtica de los 30
eyaculados colectados fue de 19.5+ 5.7 min,
2.9+ 0.6 mly 76.2+15.2 x 10%ml, respecti-
vamente.

Los valores de motilidad, viabilidad y
HOST (Cuadro 1) de los espermatozoides
conservados en refrigeracion a 5 °C disminu-
yeron significativamente (p<0.05) en compa-
racion con las muestras en fresco en los dos
tipos de yema de huevo. En cambio, los
espermatozoides conservados en fresco pro-
porcionaron valores superiores de HOST,
aunque no significativos, con los observados
a los mantenidos a 15 °C en los dos tipos de
yema de huevo. En general, no se encontrd
diferencia significativa por efecto del tipo de
yema de huevo en la motilidad, viabilidad y
HOST en los espermatozoides mantenidos a
15 °C y refrigerados.

Los resultados de la tasa de prefiez se
presentan en el Cuadro 2. La mayor tasa de
prefiez se presentd en hembras inseminadas
con semen fresco (48.4%) y la menor tasa
de prefiez con semen refrigerado a 5 °C
(31.7%) (p<0.05). Por otro lado, no hubo di-
ferencia significativa en prefiez por efecto del
tipo de yema de huevo en las tres temperatu-
ras en estudio.

Rev Inv Vet Peru 2017; 28(2): 337-344

DiScUSION

Diversos investigadores han demostra-
do que la yema de huevo en los diluyentes de
preservacion protegen a los espermatozoides
de los mamiferos del shock por frio, y pre-
servan la integridad de las membranas
plasmatica, acrosomal y mitocondrial, man-
teniendo la motilidad y fertilidad de los
espermatozoides de toro (Wall y Foote, 1999),
carnero (Salamon y Maxwell 1995; Ali et al.,
2013), macho cabrio (Cabrera et al., 2005),
alpaca (Bravo et al., 2000), llama (Bravo et
al.,2013) y camello (Deen et al., 2003). Sin
embargo, la yema de huevo, a pesar de ser el
protector no penetrante mas cominmente
usado por su capacidad de estabilizar la mem-
brana del espermatozoide (Salamon y
Maxwell, 2000), contiene sustancias que pue-
den interferir en el metabolismo celular redu-
ciendo la motilidad espermatica (Moussa et
al., 2002), ademas de la dificultad de obtener
lotes uniformes de huevos en algunas zonas
del pais.

Los resultados del presente estudio in-
dican pequefias diferencias en el uso de la
yema de huevo fresca y en polvo en lo que
respecta a la proteccion de los espermato-
zoides durante el proceso de conservacion a
15 °C y refrigeracion. No se aprecio un efec-
to marcado del tipo de yema de huevo en
términos de motilidad, viabilidad, integridad
de la membrana plasmatica y fertilidad de las
alpacas inseminadas con espermatozoides en
fresco, conservados a 15 °C o refrigerados.
Resultados similares han sido reportados por
Marco-Jiménez et al. (2004) al comparar
yema de huevo en polvo con yema de huevo
fresco en ovinos de la raza Guirra respecto a
la integridad del acrosoma, aunque si detec-
taron un incremento significativo en la
motilidad total en semen refrigerado a favor
de la yema de huevo en polvo. Wall y Foote
(1999) tampoco encontraron diferencias en
viabilidad y fertilidad espermatica de semen
refrigerado de toro al comparar yema de hue-
vo clarificada con yema de huevo fresco,
mientras que Fernandez-Santos et al. (2006)
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observaron una mejora en la calidad
espermatica con el uso de yema de huevo
clarificado en la refrigeracion de
espermatozoides del ciervo Ibérico. Las di-
ferencias en resultados entre especies pue-
den deberse a las diferencias en la composi-
cion de membrana plasmatica, en el porcen-
taje de yema de huevo en el diluyente, en los
aditivos incluidos y en el tiempo de refrigera-
cion (Fernandez-Santos et al., 2006;
Waterhouse et al., 2006).

Los resultados de motilidad por efecto
de la temperatura y tiempo durante la refri-
geracion fueron similares al estudio de Morton
et al. (2010) con espermatozoides de
epididimo de alpaca utilizando Biladyl® como
diluyente. Asimismo, los valores de viabilidad
y HOST fueron similares an semen refrige-
rado de llama (Giuliano et al., 2012), alpaca
(Bravo y Alarcon, 2013) y ovino (Yaniz et
al.,2011), mientras que Vaughan et al. (2003)
en espermatozoides de alpaca, obtuvieron
porcentajes inferiores en diluyentes comer-
ciales sin productos de origen animal
(Andromed®; Biociphos®; Plus® vy
Bioxcell®).

E1 48% de tasa de prefiez obtenido con
semen fresco fue significativamente superior
(p<0.05) al obtenido con semen refrigerado
a5 °C(37%). Esta diferencia puede atribuir-
se al cambio de temperatura de la suspen-
sion espermatica que se reduce desde valo-
res fisiologicos hasta los 5 °C, poniendo de
manifiesto la extrema sensibilidad de los
espermatozoides de alpaca al descenso de
temperatura, mas conocido como «shock por
frio» (Parks, 1997). El dafio sufrido durante
este proceso afecta principalmente a las
membranas, observandose alteraciones
morfoldgicas, tanto en la membrana
plasmatica como en la acrosomal, pero, ade-
mas, también se producen cambios
bioquimicos a otros niveles, como la disminu-
cion de la actividad respiratoria y dafio en el
DNA (Weitze y Petrunkina, 2007). Este pro-
ceso ha sido descrito en los espermatozoides
de cerdo (Watson, 1996), toro (Cormier et
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al., 1997), carnero (Gillan et al., 1997), potro
(Thomas et al., 2006) y alpaca (Canorio,
2008).

CONCLUSIONES

Los resultados sugieren que la yema de
huevo en polvo puede utilizarse en forma sa-
tisfactoria en los diluyentes para la insemina-
cion artificial de alpacas, tanto como semen
fresco, conservado a 15 °C por 8 horas y re-
frigerado a 5 °C por 24 horas, sustituyendo a
la yema de huevo fresco.
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