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Resumen. La chinchilla (Chinchilla lanigera) estd en peligro de extincion en estado salvaje, por lo
que es necesario mejorar las técnicas de reproduccion para la preservacion de la especie. El objetivo
fue evaluar dos métodos de coleccion de semen epididimal de la chinchilla. Se utilizaron 12 pares de
testiculos, a seis pares se les realizaron cortes en todo el tejido (corte), y a los otros seis pares se les
efectud punciones con aguja calibre 23 G (puncion), llevando a cabo la evaluacion seminal median-
te un andlisis de semen asistido por computadora. Se realizé un ANOVA comparando las medias
mediante la prueba de Tukey. Se obtuvo una mayor concentracion espermdtica, viabilidad y moti-
lidad en Corte (143.25£10.97, 94.37+1.48 y 80.33+7.77) sobre Puncién (82.87+17.77, 90.00+2.01
y 54.63£10.89, 10° espermatozoides/mL, respectivamente), pero en motilidad progresiva, motilidad
lenta y motilidad rdpida no hubo una diferencia significativa. En conclusion, Corte obtuvo una
mayor concentracion espermdtica sin afectar las variables de motilidad espermdticas.
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Abstract. The chinchilla (Chinchilla lanigera) is an endangered species in the wild, so it is neces-
sary to improve reproduction techniques for its preservation. The objective was to evaluate two
methods of chinchilla epididymal semen collection. Twelve pairs of testicles were used, making cuts
to six pairs throughout the tissue (Cut method) and punctures were made to the other six pairs with
a 23 G gauge needle (Puncture method), performing the semen evaluation by means of a computer-
assisted semen analysis. An ANOVA was performed comparing the means using Tukey’s test. A
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higher sperm concentration, viability and motility was obtained in Cut (143.25+10.97, 94.37+1.48
and 80.33+7.77) over Puncture (82.87+17.77 106 sperm/mL, 90.00+2.01 and 54.63+10.89%, res-
pectively), but in progressive motility, slow motility, and fast motility there was no significant
difference. In conclusion, Cut obtained a higher sperm concentration, without affecting sperm
motility variables.

Keywords: Chinchilla laginera; Epididymis; Seminal sample.

INTRODUCCION

Las chinchillas (Chinchilla lanigera) son una especie de roedores de América del Sur, son
herbivoros y han sido usados principalmente en la produccién de piel (Busso et al., 2012),
aunque recientemente han sido empleados como mascotas; sin embargo, es una especie
en peligro de extincién en estado salvaje debido a la caza excesiva y la invasiéon de su
habitat (Crossley et al., 1998).

Las chinchillas tienen una piel muy valiosa por su longitud, suavidad y densi-
dad, es utilizada en producciones peleteras. En ocasiones, tanto en cautiverio como en
vida libre, los sementales mueren de manera inesperada, lo que resulta en una pérdida
genética y econdmica para la produccién peletera a nivel comercial y para la sobrevi-
vencia de la especie en vida libre. No obstante, existen técnicas de recoleccién de semen
post-mortem, permitiendo el rescate del material genético de los espermatozoides del
epididimo para su conservacién mediante criopreservacion o refrigeracién, con lo que
posteriormente se podria inseminar a hembras y asi obtener descendencia. Las técnicas
que mds se utilizan para extraer los espermatozoides epididimarios de varias especies
son: puncioén in vitro y la técnica de corte. Con la primera se obtiene una alta concentra-
cién de espermatozoides viables, pero con presencia de células sanguineas y de tejido
(Varesi et al., 2013), mientras que la técnica de corte es una variante de la técnica de pun-
cién, usando una cuchilla de bisturi para realizar varios cortes a la seccién de la cola del
epididimo sumergida en un diluyente, obteniendo mds volumen de semen, pero mayor
contaminacién de células y tejido (Gloria et al., 2011). El objetivo del presente trabajo fue
evaluar la calidad espermadtica de semen epididimal de Chinchilla lanigera obtenido con
dos métodos de coleccién post-mortem.
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MATERIALES Y METODOS

El experimento se llevé a cabo en el Laboratorio de Investigacién y Reproduccién Animal
del Instituto de Ciencias Biomédicas de la Universidad Auténoma de Ciudad Judrez. Los
testiculos fueron recolectados en un criadero ubicado en Ciudad Judrez, Chihuahua. Se
utiliz6 una muestra de 12 pares de testiculos de chinchillas machos adultos sacrificados
acorde con la Norma Mexicana NOM-033-ZO0O-1995, Sacrificio humanitario de los ani-
males domésticos y silvestres. Los testiculos se extrajeron una hora después del sacrifi-
cio, transportdndolos al laboratorio en un envase con tapa de rosca con solucién salina
al 0.9% a una temperatura de 37°C en un lapso no mayor de 2 horas; se colocaron en una
termoplatina sumergidos en la solucién de cloruro de sodio al 0.9% a una temperatura
de 37°C. En cajas de Petri de cuatro pocillos se afiadieron 400 uL de diluyente comercial
(INRA 96, IMV, Francia), y se colocaron en la termoplatina para equilibrar la temperatura
del diluyente con la de las muestras. Posteriormente, los testiculos se lavaron con cloruro
de sodio al 0.9% y se secaron con gasa estéril para después diseccionarlos extrayendo el
epididimo de los testiculos. Se procedi6 a dividir el epididimo en sus tres secciones (ca-
beza, cuerpo y cola) para usar sélo la cola del epididimo e introducirlo en un pozo con el
diluyente ya anteriormente afiadido.

Para la técnica de recolecciéon de espermatozoides mediante el método de corte,
se tomaron seis pares de epididimos ya seccionados y se procedio a realizarles varios
cortes a cada cauda con el filo de una hoja de bisturi, y con unas pinzas se le realizé una
presion para liberar la mayor cantidad de material espermdtico y que éste pudiera mez-
clarse adecuadamente con el diluyente. El procedimiento del corte y presién se realiz6
en las mismas cajas de Petri de cuatro pocillos con diluyente.

Parala técnica de recoleccién de espermatozoides mediante el método de puncién, el
procedimiento es similar al anterior, s6lo se cambian los cortes por punciones con agujas
del ntimero 23 G para llevar al cabo el mismo objetivo de obtener material espermatico.

Ambas técnicas se adaptaron al tamafio de la muestra de la chinchilla debido a
que su conducto epididimario no tiene el mismo calibre que el de un animal de mayor
tamario (caninos, carneros, toros, etc.). En lugar de realizar cortes o punciones a lo largo
del conducto epididimario, sélo se realiz6 en el tejido de la seccién de la cauda del
epididimo de la chinchilla.

Una vez colectadas las muestras seminales, se colocaron 3 uL de la muestra de se-
men en una cdmara de recuento estdndar de 20 ym con cuatro dreas de conteo (Leja, Leja
Products, Holanda); se realiz6 una evaluacién de motilidad (%), motilidad progresiva
(%), motilidad répida (%), motilidad lenta (%), viabilidad (%) y concentracién esperma-
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tica (espermatozoides/ mL) mediante un sistema de evaluacién de semen, asistido por
computadora (Androvision, Minitube, Tienferbach, Alemania).

Los andlisis estadisticos se realizaron mediante el programa SAS 9.0 (Inst. Cary,
NC, USA). Los datos porcentuales se transformaron en arcoseno antes del andlisis es-
tadistico. Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) para las variables concentracion
espermadtica, motilidad, motilidad progresiva, motilidad rdpida, motilidad lenta y via-
bilidad. Se realizé un modelo completamente al azar. La comparacién de las medias
entre los tratamientos se realizé mediante la prueba de Tukey. El nivel de significancia
considerado para todas las evaluaciones fue P>0.05.

RESULTADOS

Los resultados encontrados se presentan en el Cuadro 1, e indican una diferencia signi-
ficativa en la variable concentracién espermatica (P<0.05) entre la técnica de corte y la de
puncién in vitro, obteniendo mayor concentracién espermética en la técnica de corte.
Por otro lado, en la variable de motilidad, aunque las diferencias no fueron estadis-
ticamente significativas, se encuentra una tendencia de diferencia entre las dos técnicas
(P=0.06), en la que el método de corte obtuvo un mayor porcentaje de motilidad en
comparacién con la técnica de puncién in vitro. En las variables motilidad progresiva,
motilidad rdpida y motilidad lenta no se encontré una diferencia significativa (P>0.05)
entre ambas técnicas utilizadas en el manejo de colecta del semen.
Por dltimo, aunque no se encontré una diferencia estadisticamente significativa, se
encontré una tendencia (P=0.084) en los resultados sobre la viabilidad de los esperma-
tozoides entre las técnicas de corte y puncion.

Cuadro 1. Evaluacidén de la calidad espermadtica usando la técnica de corte y puncién para la recoleccién de

espermatozoides epididimarios en especimenes de Chinchilla lanigera

Método Concentracion | Motilidad (%) Motilidad Motilidad Motilidad Viables (%)
(millén/mL) progresiva (%) | rapida (%) lenta (%)

CORTE 143.25+10.972 [ 80.33+7.772 | 73.32+10.662 | 46.66+9.752 | 26.65+4.712 | 94.37+1.482

PUNCION IN VITRO | 82.87+17.77°> | 54.63+10.89° | 56.22+8.702 | 27.83+8.642 | 20.95+6.162 | 90.00+2.01°

*b Distintas literales indican diferencia estadisticamente significativa (P<0.05).
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DISCUSION

El incremento obtenido en la concentracién espermaética con la técnica de corte es contra-
rio a lo reportado por Varesi (2013) en perros, quien afirma que la técnica de puncién per-
mite manejar toda la secciéon de la cauda del epididimo, obteniendo una mayor cantidad
de concentracién de espermatozoides. Por lo anterior, se considera que esta discordancia
quizé se deba a la diferencia en el tamafio de los testiculos y epididimos entre especies,
en la que se aplica esta técnica de recoleccién y la adaptacion de la técnica que se realizé
en este trabajo.

Con relacién a la motilidad, otros trabajos donde se compara el material eyacu-
lado y el semen epididimario (obtenido por técnica de corte y puncién in vitro), desde
su recoleccion hasta la descongelacion, como el trabajo de Martinez-Pastor et al. (2006)
con ciervos rojos ibéricos, se reporta que la motilidad es similar para ambas muestras
después de refrigerarlas a 5°C durante un tiempo de 20 horas, lo que indica que la ca-
lidad en motilidad de los espermatozoides epididimarios es alta y similar entre las dos
técnicas de recoleccion; esto se puede presenciar en algunas especies como en carneros
manchega negra (Garcfa-Alvarez et al., 2009), ratones (Songsasen et al., 1998 y Moham-
madzadeh et al., 2011), gamuzas cantdbricas (Alvarez—Rodriguez et al., 2018) y venados
japoneses (Hishinuma et al., 2003). El semen epididimario utilizado en el estudio de
Saragusty et al. (2006), obtenido de gacelas (Gazella acaciae), se extrajo haciendo cortes
en la cola del epididimo, teniendo cuidado con la contaminacién de sangre, ya que ésta
afecta la motilidad después de la descongelacién hasta en un 15%. La contaminacién
de la sangre inflige dafio a los espermatozoides porque el proceso causa lisis en los
glébulos rojos, exponiendo los espermatozoides a la hemoglobina con lo que se causa
un efecto negativo en ellos (Rijsselaere ef al., 2002). Sin embargo, en este estudio, aunque
con la técnica de corte se tuvo ligeramente mds contaminacién con células sanguineas y
tejido, en comparacién con la técnica de puncién (al menos de forma aparente), esto no
afect6 la calidad espermatica, ya que presenté tendencia a tener una mayor motilidad.
La similitud en las variables motilidad progresiva, motilidad rdpida y motilidad lenta,
entre ambas técnicas de colecta del semen, puede estar relacionada con lo mencionado
por Martinez-Pastor et al. (2006), donde los espermatozoides obtenidos por distintas
técnicas (eyaculado, técnica de corte o puncién) en ciervos rojos ibéricos, la motilidad se
mostré similar en todas ellas.

Finalmente, la tendencia encontrada en la viabilidad de los espermatozoides entre
las técnicas de corte y puncién puede estar asociada a lo encontrado por Songsasen et
al. (1998) en su estudio con ratones, en el cual corté en pequenas secciones la cauda del
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epididimo, observando que la viabilidad y la integridad del acrosoma de los espermato-
zoides epididimarios, recuperados en varios intervalos post-mortem hasta de 24 horas,
fueron similares a los recolectados inmediatamente después de su sacrificio, asi mismo
la capacidad de fertilizacién de los espermatozoides epididimarios, que fueron obte-
nidos a las 12 horas de la muerte, tuvieron igual capacidad de fertilizar como los que
fueron recolectados inmediatamente después de la muerte de los animales. Blash et al.
(2000) mostré que la viabilidad fue mayor en los espermatozoides epididimarios que los
espermatozoides eyaculados en cabras, concordando con los trabajos de Garcia-Alvarez
et al. (2009) que compararon las muestras de espermatozoides eyaculados y recolecta-
dos post-mortem en carneros manchega negra. Sin embargo, en otras especies, como el
ciervo rojo, la viabilidad es mayor en muestras electroeyaculadas que las epididimarias
post-mortem, ocasionando contradicciones en los estudios y reforzando la idea de que

se necesitan mds investigaciones al respecto para llegar a una conclusiéon (Martinez et
al., 2008).

CONCLUSION

La técnica de corte provee una mayor concentraciéon espermadtica en comparacion con la
técnica de puncioén in vitro, aunque en la viabilidad y la motilidad de los espermatozoides
en las dos técnicas son similares. Por apreciacion visual, para obtener semen mds libre de
sangre y tejido, la técnica de puncién seria la adecuada. Se recomienda continuar las in-
vestigaciones y prdcticas en el tema de la recoleccién de espermatozoides en esta especie
para obtener resultados mds concretos y actualizados.
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