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GLOSARIO

EE : Electroeyaculacion

PC : Post cépula

VA : Vagina artificial

ALH : Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza
BCF : Espermatozoide Frecuencia de batida de la cabeza
CASA : Computer Assisted Sperm Analysis

ISAS : Sistema integrado de analisis de semen

CcVv : Coeficiente de Variabilidad

CICAS : Centro de investigacion en camélidos sudamericanos
HOST : Hipoosmotic swelling test
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SAS . Statistical Analysis syatem

STR : indice de rectitud

VCL : Velocidad curvilinea

VSL : Velocidad rectilinea

VAP : Velocidad media

RA : Reaccion acrosomal

MNP : Motilidad no progresiva
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RESUMEN

El presente trabajo “Estimacién de parametros de motilidad y determinacion de
subpoblaciones espermaticas en semen de llama (Lama glama)”, fue realizado en el
Centro de Investigacion de Camélidos Sudamericanos (CICAS) “La Raya”, de la
Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del
Cusco, situado en el Distrito de Marangani, Provincia Canchis y departamento de
Cusco, fue efectuado entre febrero a Diciembre de 2018, con el objetivo de determinar
las caracteristicas macroscépicas y microscopicas, parametros de motilidad y numero
de subpoblaciones espermaticas presentes en el semen fresco e Incubado con
papaina ( 20 minutos) de llamas (lama glama) colectados por el método de

Electroeyaculacion y Vagina artificial.

Se empled 4 animales, por cada método de colecta: Electroeyaculacion (EE) y vagina
artificial (VA), con 4 repeticiones en cada uno. Se ha determinado el volumen, color,
filancia y PH (macroscépicas), y la motilidad, vitalidad, funcionalidad de la membrana
e integridad acrosomal (microscopicas) del semen colectado por Electroeyaculacion
y Vagina artificial, degelificado con papaina (20 minutos). Las variables microscopicas
se analizaron con el Integrated Semen Analysis System - ISAS® y el Motic Plus. Se
empled la estadistica descriptiva para las variables macroscopicas, los parametros
microscopicos se evaluaron en un arreglo factorial en bloques. Se hallaron diferencias
significativas (p<0.05) entre el semen degelificado con papaina (20 minutos) y fresco,
para la motilidad total, motilidad no progresiva, motilidad progresiva, y los parametros
de motilidad; no se encontrd diferencias significativas (p>0.05), para la vitalidad,
funcionalidad de la membrana e integridad acrosomal. Para identificar las

subpoblaciones espermaticas en semen de llama fresco y degelificado con papaina
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(20 minutos), Se ha realizado el analisis de componentes principales (PCA), y luego,
se ha determinado el numero de subpoblaciones espermaticas. Se hallé que la
velocidad curvilinea (VCL), velocidad rectilinea (VSL) y la velocidad promedio (VAP),
explican el 99% de la varianza. Se han identificado 4 subpoblaciones espermaticas en
funcién de los parametros cinematicos del semen de llama en fresco y degelificado

con papaina.
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INTRODUCCION
Los primeros trabajos de coleccion de semen en camélidos sudamericanos (CSA) se

hicieron con el uso de fundas vaginales (Mogrovejo, 1952), posteriormente se empled
la Electroeyaculacion (Fernandez-Baca, 1966) y actualmente se emplea la vagina
artificial con un cérvix simulada y dentro de un maniqui en posicién copulatoria (Sumair,
1981). La vagina artificial tiene que ser mantenida a la temperatura corporal de la
hembra con el apoyo de una frazadilla eléctrica para permitir que el macho no
interrumpa la cépula (Bravo et al.,1997). Los espermatozoides de llamas no presentan
movilidad progresiva, s6lo movilidad oscilatoria por su alta viscosidad que presenta el
semen, lo cual estas caracteristicas seminales dificultan la evaluacién y el manejo de
estos eyaculados. En estudios anteriores se determind que la presencia de
espermatozoides inmoviles o con poca movilidad seria una condicion inherente o
propia de estas especies y que, por lo tanto, el porcentaje de movilidad en semen
fresco no seria un parametro indicativo de la calidad del eyaculado. En semen de
llama se puede promover la movilidad espermatica progresiva y facilitar las
evaluaciones microscépicas es mediante la incubacién enzimatica como: colagenasa,
tripsina, extracto de pifia, hialuronidasa, fibrinolisina y papaina, lo cual estas enzimas
eliminan la viscosidad del semen, obteniendo una movilidad progresiva y asi también

nos facilita las evaluaciones del eyaculado.

Los sistemas CASA permiten también el estudio de los parametros de motilidad nos
permite evaluar las velocidades de desplazamiento de los espermatozoides,
considerando los siguientes parametros como: (VCL, VSL, VAP, LIN, STR, WOB,
ALH, BCL) vy con ello nos permite identificar la existencia de subpoblaciones de
espermatozoides, con distintos patrones de movimiento que coexisten en una muestra

de semen, los espermatozoides que forman parte de un eyaculado no son uniformes



en cuanto a la motilidad, es decir en el mismo eyaculado un porcentaje de
espermatozoides que se mueven de forma muy rapida, rapida y lentos. (Muifio et al.,
2006). Y obteniendo resultados aportar datos para futuras investigaciones sobre la

evaluacion de la fisiologia de semen de llamas y la degelificacion en papaina.



IDENTIFICACION DE PROBLEMA OBJETO DE LA INVESTIGACION

43.

Formulacion de problema

Los camélidos sudamericanos son especies en la cual la coleccién de semen

es muy complicada y también debido a las caracteristicas especiales del semen lo

cual dificulta en su analisis microscopico, por tal razon es fundamental realizar mas

investigaciones en estas especies como la llama, ya que no hay informacion suficiente

y no se tienen reportes sobre los parametros de motilidad y subpoblaciones

espermaticas en semen de llamas (Lama glama).

44,

4.5.

Problema general

¢ Cuales seran los parametros de motilidad y subpoblaciones espermaticas en
semen de llama obtenido mediante los métodos de coleccion de semen por

electro eyaculacion y vagina artificial?

Problemas especificos

¢, Cuadles seran las caracteristicas macroscoépicas y microscépicas del semen
de llama obtenido mediante los métodos de coleccién de semen por electro
eyaculacién y vagina artificial?

¢ Cuales seran los parametros de motilidad (VCL, VSL, VAP, STR, LIN, WOB,
ALH, +BCF) de Ilos espermatozoides de Illamas colectado por
Electroeyaculacion y Vagina artificial?

¢, Cuales seran las subpoblaciones espermaticas de semen de llama colectadas

por Electroeyaculacion y Vagina artificial?



CAPITULO |
1. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION
1.1. Objetivo general

e Determinar los parametros de motilidad y subpoblaciones espermaticas en
semen de llama (Lama glama) obtenido por Electroeyaculacion y Vagina

artificial.

1.2. Objetivos especificos

e Determinar las caracteristicas macroscépicas y microscépicas del semen de
llamas colectado por Electro eyaculacién y Vagina artificial en fresco e incubado
por 20 minutos en papaina.

e Determinar los parametros de motilidad (VCL, VSL, VAP, STR, LIN, WOB, ALH,
BCF) de los espermatozoides de llamas colectado por Electroeyaculacion y
Vagina artificial en fresco e incubado 20 minutos en papaina.

o Determinar las subpoblaciones espermaticas de semen de llama colectado por
Electroeyaculacion y Vagina artificial en fresco e incubado por 20 minutos en

papaina.



1.3. JUSTIFICACION

La Regidén del Cusco, es la segunda productora de llamas a nivel nacional con
alrededor de 122.000 ejemplares (Cenagro, 2012) en 9900 unidades familiares, la
mayor parte en las denominadas provincias altas del Cusco (Canas, Canchis y
Espinar). La crianza de llamas no cuenta con el apoyo de ninguna entidad publica de
la regidén, ni tampoco es estudiada por ello que no existe mucha informacion
especificamente de los machos, como: metodologias de colecta, evaluacién de las
caracteristicas macroscopicas y microscopicas, parametros de motilidad, vy
subpoblaciones espermaticas en semen fresco y utilizando enzimas degelificantes de
semen para reducir la viscosidad seminal, los estudios basados en subpoblaciones
espermaticas podrian ser importantes para lograr una mejor definicién de la calidad
seminal en llamas, determinar los rangos para considerar un espermatozoide lento o
rapido, y consecuentemente realizar mas investigaciones en temas relacionados, ya
que A nivel nacional se tiene escasos estudios sobre esta especie y no se tiene
reportes sobre los parametros de motilidad y subpoblaciones espermaticas en semen

de llama (Lama glama);

Por lo tanto, es necesario estandarizar las caracteristicas seminales de la llama,
utilizando equipos y sistemas computarizados modernos de analisis espermatico
como el ISAS (Integrated Sperm Analysis System). Por esta razén que con el presente
trabajo “Estimacion de parametros de motilidad y determinacién de subpoblaciones
espermaticas en semen de llama (Lama glama)”, aporta datos para futuras

investigaciones.



CAPITULO Il
MARCO TEORICO
2.1. CAMELIDOS SUDAMERICANOS

El Peru es el principal productor de camélidos sudamericanos del mundo, con una
poblacién total de aproximadamente 5,3029 unidades, entre alpacas y llamas La
mayor parte de ellos se encuentran en los departamentos del sur peruano: Puno,
Cusco, Arequipa, Ayacucho y Huancavelica; y en ellos constituye la especie ganadera
mas importante desde el punto de vista econdmico en las zonas alto andinas, e
involucran a una poblacion de 2 millones de habitantes que representa
aproximadamente el 11% de la poblacién nacional, y a unos 100 000 productores,
Ministerio de Agricultura y Riego - Direccién General de Evaluacion y Seguimiento de

Politicas (SIEA, 2014).

2.2. ANATOMIA Y FISIOLOGIA DE LA LLAMA MACHO

2.2.1. PENE Y PREPUCIO

El pene es del tipo fibroelastico, llegando a medir en las llamas 40 cm — 45 cm,
describe como en el toro una “S” peniana con la primera y segunda inflexion
localizadas por delante de los testiculos, el diametro es relativamente delgado y no se

expande apreciablemente durante la ereccion (Sumar, 1983).

2.2.2. GLANDULAS SEXUALES ACCESORIAS

2.2.2.1. Prostata

Tiene la forma de “H” y esta ubicado dorsal y lateralmente sobre el cuello de la
vejiga a 10 £ 2 cm medida desde el ano. Esta formada por el cuello prostatico que
comprenden dos Iébulos unidos y situados en el primer segmento de la uretra, la
glandula tiene un diametro transversal aproximadamente de 4 cm y un 1 cm de grosor

(Osorio y San Martin).



2.2.2.2. Glandulas bulbo uretrales o de Cowper

Estos son de forma ovoide, pequenos, a unos 7.5 cm de la préstata, cubiertas
por una capsula muscular; se ubican lateralmente a la uretra en salida pélvica y tienen
cada uno un diametro aproximado de 1 cm. Lallamay alpaca, asi como los camélidos
silvestres carecen de glandulas vesiculares o también llamadas vesiculas seminales

(Osorio y San Martin; 1966).

GLANDULAS
BULBOURETRALES
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Figura 1. Aparato reproductor del macho.
Fuente: (Turin, 2009)

2.2.3. Factores que afectan el eyaculado

El proceso de la reproduccion es un sistema fisiolégico importante para el desarrollo
de las especies y esta ligado al estrés ambiental y por manejo. El primero incluye a la
temperatura del ambiente (frio y/o calor), al viento y a la humedad. El estrés por
manejo incluye a los procedimientos de manejo mismo, al flujo de animales, ruido,
trauma fisico, transporte, aislamiento de los animales, etc. La combinacién de ambos

tipos de estrés compromete al bienestar animal y su desempeio (Cérdova, 2008).



Considerando que los espermatozoides son sensibles al shock térmico, la luz

brillante, detergentes, agua, sangre, metales, y temperaturas mayores a 40°C, todo el

equipo usado para su examen debe estar libres de contaminantes y ser mantenido

alrededor de 37°C (Melling y Alder, 2000).

2.2.4. FACTORES RELACIONADOS CON LA COLECCION Y CALIDAD DEL

SEMEN

Frecuencia de colecciéon: En época reproductiva podria ser una
causa de baja fertilidad por agotamiento de las reservas espermaticas
en los machos. (Bravo et al., 1997)

Duracion de la copula: No produce cambios considerables de
volumen del eyaculado, pero si en la concentracion y el porcentaje de
espermatozoides (Bravo et al.,2002).

Epoca: Asi como la alimentacién son importantes en la produccion
espermatica concentracion y porcentaje de anormalidades, sobre todo
de la cola, teniéndose buenas caracteristicas seminales durante el
verano y la anormalidades se incrementa durante el invierno (
(Giuliano et al.,2006).

Edad: la edad tiene un efecto muy sutil en la produccién espermatica,
ya que las caracteristicas mejoran ligeramente de acuerdo aumenta la
edad, pero dicha diferencia no es significativa (Quispe,1987).

Luz: las intensidades luminicas encontradas normalmente en el
laboratorio pueden deprimir la tasa metabdlica, la motilidad y fertilidad
de los espermatozoides. los efectos adversos solo se notan si el

semen esta en contacto con oxigeno (Bearden y Fuquay, 1980).



e Presion osmética: La membrana de los espermatozoides es
semipermeable, por lo cual las soluciones hipo e hipertdnicas alteran
la transferencia de agua a través de la membrana, lesionando la
integridad de la célula, es muy importante utilizar solo soluciones
isotdnicas ya que los espermatozoides permanecen méviles por mas
tiempo (Bearden y Fuquay 1982).

e Temperatura: cuando la temperatura se eleva a mas de 50°C los
espermatozoides sufren una pérdida irreversible de su motilidad. Si se
mantiene a la temperatura corporal, solo vivieran por unas pocas
horas, debido al agotamiento de los substratos de energéticos, a una

caida del pH. (Bravo, 2002).

2.3. METODOS DE COLECCION DE SEMEN EN LLAMAS

2.3.1. ELECTROYACULACION.

(Giuliano et al.,2008) implica tranquilizar al animal por via intravenosa con una
mezcla de xylacina, en dosis de 0,2 mg/kg y de ketamina, 1,5 mg/kg. La coleccion se
realiza con el animal acostado; la sonda del electro eyaculador consta de tres
electrodos, la cual es introducida sobre la prostata, cuya profundidad es evaluada por

medio de un transductor ecografico.

La estimulacion ocurre mediante impulsos eléctricos de 0.2 V inducidos a
intervalos de 1 segundo durante 3 segundos; el voltaje se va incrementando
progresivamente de 2 a 10 V en 6 a 12 minutos. Este método permitidé recolectar
semen en el 100% de oportunidades de las 110 tentativas de coleccion y sin presencia
de orina. En esta coleccion se evita la formacion de espuma, como ocurre con la

vagina artificial, (Giuliano et al., 2008).



(Valle, 2013) Reporta el uso del Electroeyaculacion para la coleccion de semen
en Llamas utilizando de voltaje de 12Voltios, y presentaba dos llaves que permitia la
graduacion del voltaje y su intensidad desde 2Voltios subiendo gradualmente cada 0,2
Voltios hasta llegar a 10 Voltios, se obtuvieron muestras de semen con la ventaja de
realizar la coleccion sin la necesidad de tener hembras en celo, acortar el tiempo de

coleccién y realizarla a lo largo de todo el afio.

(Jhonson, 1989) Obtuvo semen de llamas anestesiadas 6 sedadas, obtuvo
pequefias cantidades (0.1 a 0.5 ml) con alta concentracion, pero no todos los intentos

fueron exitosos.

Realizé un estudio comparativo de coleccion de semen mediante las técnicas
de electro eyaculacién y vagina artificial, se utilizd6 un electro eyaculador Plectron,
obteniéndose buenos resultados con 60 cargas eléctricas del voltaje y su intensidad
desde 2Voltios subiendo gradualmente cada 0,2 Voltios hasta llegar a 10 Voltios y
100pA (micro amperios. El diametro del transductor rectal fue de 2,0 cm de ancho. 2
segundos de duracion, 14 voltios, 4 amperios, 25 ciclos/seg. y 2 seg. de descanso
entre cada pulsacion, el semen obtenido por este método tuvo diferentes

caracteristicas a las muestras obtenidas mediante vagina artificial; Valle, (2013).

2.3.2. VAGINA ARTIFICIAL.

Sumar y Leyva, (1981), construyeron un maniqui en forma de una hembra
sentada en posicion de copula; la vagina artificial fue una modificacion de la vagina
artificial usada para vacunos y ovinos, la cual consistia en un tubo rigido de 7 cm de
diametro por 25 cm. de largo con una funda interna de latex, un cono de latex al que
envolvia un alambre en espiral simulando la cérvix de la alpaca y al final un frasco de

coleccién de semen de ovino o un tubo de centrifuga, el agua a 45° se coloca por una

10



valvula-espita; los machos aceptaron el maniqui después de un corto entrenamiento;
la copula se interrumpia cada 10 minutos aproximadamente para renovar el agua
caliente, el semen colectado varié, dependiendo del macho, el color del eyaculado,
independientemente del volumen, fue de un blanco lechoso a blanco claro, este

semen no muestra motilidad masal por lo espeso de su consistencia.

(Davalos et al,.1999) Menciona que el método por vagina artificial evita la
contaminacion del esperma con la orina y permite evaluar la libido del macho; las

propiedades del semen dependen de la utilizacion de una hembra o del maniqui.

El uso de la vagina artificial (VA), modificado es mediante el empleo de un tubo
especial adaptado con bandas de latex y llenadas con agua caliente que ejercera
cierta presion sobre el pene del camélido, para mantener la temperatura constante, la
vagina artificial es enteramente cubierta con una frazadilla eléctrica, controlandose la
temperatura ideal que permita simular la copula con la hembra. Siendo esta técnica

también empleada por diversos autores, (Valle, 2013, Alarcén et al., 2012).

2.3.3. DEGELIFICACION O LICUEFACCION DE SEMEN DE LLAMA

La alta viscosidad es comun en el semen de los camélidos. Esto representa un
desafio mas para realizar estudios como la evaluacion de las caracteristicas
microscoépicas y desarrollar la inseminacion artificial. Muchas investigaciones citan la
viscosidad natural del semen de los camélidos como el principal obstaculo que impide
el desarrollo de la conservacion y la inseminacion artificial (Morton et al., 2008).

Los investigadores han intentado reducir o eliminar esta viscosidad por medios
mecanicos o enzimaticos (Bravo et al., 1999; Giuliano et al., 2010) sin embargo, no

han podido determinar la causa subyacente de La viscosidad. En consecuencia, se
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ha utilizado un enfoque aleatorio mediante el cual se han probado una serie de
proteasas y enzimas. Se ha logrado cierto éxito con la colagenasa en la que se elimind
la viscosidad y se mantuvo la funcion del esperma en llamas (Giuliano et al., 2010) y
alpacas (Bravo et al., 1999). Sin embargo, otros investigadores han documentado un
efecto perjudicial de la colagenasa en alpacas (Morton et al. 2008) y no se ha evaluado

la capacidad de crio conservar los espermatozoides tratados con colagenasa.

Para que la industria consiga la aplicacion practica de la crioconservaciéon de
espermatozoides y un sistema viable de inseminacion artificial en llamas, es necesario
determinar la causa y la fuente del plasma seminal viscoso e investigar métodos para
eliminar esta viscosidad sin perjudicar el esperma.(Kershaw-Young et al., 2012),
realizando un estudio en camélidos donde identific6 muchas proteinas, una de ellas
la mucina 5B fue identificada como una gran proteina formadora de gel y la fuente de
esta proteina como la glandula bulbouretral, y la revisién de la literatura sugieren
fuertemente que la proteina Mucina 5B es la causa de la viscosidad en el plasma
seminal de camélidos.

Si bien no hay enzimas disponibles comercialmente que degraden especificamente la
Mucina 5B, se identificaron algunas proteasas genéricas adecuadas. De estos, se
encontré que la papaina era la mas adecuada en base a una revision de la literatura
disponible. La papaina es una serina proteasa que reduce la viscosidad del plasma
seminal en las alpacas (Morton et al. 2008), aunque a una concentracion alta (> 0.5
mg / ml) y cuando los espermatozoides se exponen a la papaina durante periodos
prolongados, la papaina es perjudicial para la funcién del esperma. En particular la

integridad del acrosoma.
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También se investigo el uso del inhibidor de papaina (E-64) para detener la digestion
de proteinas plasmaticas seminales con papaina. Se determind que 0,1 mg / ml de
papaina durante 20 minutos a 37 ° C seguido de incubacién con 10 uM de E-64 a 37
° C durante 5 minutos reducida la viscosidad del plasma seminal sin afectar la
motilidad del esperma, la viabilidad, la integridad del acrosoma y la integridad del ADN.

(Kershaw-Young et al., 2012).

2.4. CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS Y MICROSCOPICAS DEL SEMEN
DE LLAMA.

2.4.1. CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS.

Dentro de las caracteristicas macroscopicas del semen de camélidos
sudamericanos, se consideran: volumen, color, filancia y pH. Estas caracteristicas del
eyaculado dependeran del tipo de coleccion y de la manipulacién, asi como de las

caracteristicas fisioldgicas de cada animal.

2.4.1.1. Volumen

El volumen de semen en llamas es muy variable, esta variabilidad esta influida
directamente por el método de coleccion (Vagina artificial, Electroeyaculacion,

Desviacion del conducto deferente y otros).
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Tabla 1. Volumen seminal de llamas, por métodos de coleccion y autores

Autor Método Volumen(ml)Prom £ D. E
Laruta et al., (2015) E.E 1.67 £0.29
Valle., (2013) E.E 0.25
Rodriguez., (2013) E.E 1.61£0.6
Carretero et al., (2012) E.E 2.8+1.69
Casaretto et al., (2011) E.E 3.19+1.8
Carretero et al., (2009) E.E 3.6+1.3
Giuliano et al., (2008) E.E 278+1.2
V.A 245+ 1.62
Godoy., (2014) V.A 5.48+0.5
Valle., (2013) V.A 1.56
Aller et al., (2003) V.A 22+13
Von Baer y Hellemann, (1998) V.A 3.5£1.7
Lichtenwalner et al., (1996) V.A 3.0+1.9

Fuentes: Indicadas

2.4.1.2. Color

(Rodriguez, 2013), Menciona que la evaluacién del color por el método electro
eyaculacién en llamas, por observacién directa, en el tubo colector Falcon, para tal
considero tres tonalidades: blanco lechoso en 73.4%, blanco cremoso en 13.3% vy

blanco cristalino 13.3 %.

(Valle., 2013) Reporta que el color evaluado por el método de vagina artificial y
Electroeyaculacion en llamas por observacion directa es de blanco lechoso en ambos

métodos.

(Alarcon et al., 2012), Reporta que el color evaluado por el método de vagina
artificial en alpacas por observacion directa varia de blanco lechoso en un 60%, blanco

cristalino en 40%.

(Quispe, 2018), Reporta que el color evaluado por el método de vagina artificial
en alpacas por observacioén directa varia de blanco lechoso en 33.6%, blanco cristalino

de 75.6% y blanco claro de 16.6%.
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2.4.1.3. Filancia

La filancia se define como la capacidad de formacion de hilo y es, por lo tanto,
una caracteristica reoldgica diferente a la viscosidad. La formacion de hilo no refleja
la viscosidad del semen, sino que se esta evaluando la filancia del mismo reportado

por (Giuliano et al.,2012).

(Casaretto et al.,2011) evalu6 de 45 eyaculados de llama, mediante un
viscosimetro de cono plato, determinamos que no habia relacién entre la formacién
de hilo y las viscosidades medidas ya que muchas muestras presentaron valores altos

de viscosidad aparente y estructural y no formaron hilo

(Ccalta, 2017), Reporta que la filancia en alpacas colectadas por el método

de post copula es de 23.8+ 0.70mm.

241.4.PH

Un pH aproximado de 7 (de 6,9 a 7,5 para las diferentes especies) cae en
limites de actividad optima de la mayoria de las enzimas del espermatozoide. Por lo
tanto, si se mantiene un pH neutro (7,0) se espera una taza metabdlica elevada. Si el
pH del semen se desvia hacia la alcalinidad o hacia la acidez, se reducira el indice
metabdlico (Sumar,1991).

La investigacion en esta area establece la importancia de diluir el semen en un
medio amortiguado que resista los cambios de pH, de manera que se pueda mantener

la vida maxima fértil del espermatozoide. (Bearden y Fuquay, 1980).

15



Tabla 2. PH seminal de llamas, por el método de vagina artificial (VA).

Autor Método Media*D. S
Godoy, 2014 Vagina artificial 7.97 £0.3
Valle., 2013 Vagina artificial 7.41
Giuliano et al., 2012 | Vagina artificial 6.4 +8
Aller et al., 2003 Vagina artificial 7.4 £0.38
Valle., 2013 Electroeyaculacion 7.08

Fuentes: Indicadas.
2.4.2. Caracteristicas microscépicas
2.4.2.1. Motilidad
De acuerdo a (Gonzalez, 2000) La motilidad es una caracteristica de la célula
espermatica y se trata de uno de los parametros mas importantes en las
concentraciones seminales, debido a que es imprescindible para que se produzca la

fecundacion. Pero ojo, no es sinénimo de fertilidad.

La motilidad total en camélidos no esta presente como en el caso de los
carneros, en camélidos es mejor referirse como motilidad individual y oscilatoria, con
movimiento lento que en parte es debido a la viscosidad del semen (Bravo et al.,

1997).

El porcentaje de motilidad es muy importante pues en la mayoria de casos es
inferior al 60%; la mayoria de los espermatozoides de un eyaculado no diluido realizan
movimientos oscilatorios sobre si mismos y solamente entre el 5y 10% muestran

movimiento progresivo (Bravo et al., 1997; (Ordofiez et al., 2013).

Recientemente hemos iniciado los estudios sobre los parametros de velocidad
de los espermatozoides de alpacas y llamas, como velocidad curvilinea, velocidad
rectilinea, velocidad media, indice de oscilacion, amplitud media del desplazamiento
lateral de la cabeza, entre otros, los cuales pueden ser determinados empleando el

ISAS®. (Ordoriez., et al 2012).
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Tabla 3. Motilidad espermatica en semen de camélidos clasificadas segun el tipo de

motilidad en semen fresco.

Autor Método | Especie | MNP (%)*D.E | MP (%) £D. E
Rodriguez., (2013) EE Llamas 12.7 £2.2 1.2+2.2
Valle, (2013) EE Llamas 54.66%
Giuliano et al., (2010) EE Llamas 4.41£10.43 -
Huanca, (2015) EE Alpacas 13.251£9.91 1.431£1.30
(Valle, (2013) VA Llamas 53.25%
Garcés, (2017) VA Alpacas 4,63+0,05
Huanca, (2015) PC Alpacas 10.8616.27 1.58+1.00
Huanca, (2015) DCD Alpacas 14.07+£10.31 -
Meza, (2014) DCD Alpacas 29.85+14.95

Fuentes: indicadas.
2.4.2.1.1. Uso de dilutores para mejorar las caracteristicas seminales en llamas.

Se han utilizado diferentes enzimas para mejorar las caracteristicas reoldgicas
del plasma seminal con resultados variados incubaron eyaculados de alpaca en
soluciones acuosas de tripsina y colagenasa, pero, aunque observaron una
disminucién de la viscosidad también observaron una disminucion del porcentaje de
movilidad espermatica (Bravo et al., 1999).

En otra experiencia, (Bravo et al., 2000) observaron que las enzimas tripsina,
colagenasa, hialuronidasa y fibrinolisina son efectivas para disminuir la viscosidad del

semen de alpaca y llama, pero no consiguieron que los espermatozoides adquiriesen

movilidad progresiva.

Para la pre-dilucién se utilizé la formulacion de extracto de pifia mas un dilutor
especifico), para romper la viscosidad del semen de llamas por el método de hembra-

maniqui. En una relacion de 1:0.75 (1 ml de semen mas 750 yL de extracto de pifia)

todo a 38°C para luego realizar la evaluacién de las caracteristicas microscopicas del

semen desarrollada por (Delgado y Quispe, 2015).
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Cada eyaculado se dividié en cuatro alicuotas. Las alicuotas se diluyeron 4: 1
y 8: 1 en una solucion de colagenasa 1mg / ml en medio H-TALP-BSA (tratamientos
1y3)y4:1y8:1en medio H-TALP-BSA (sin colagenasa) (tratamientos 2 y 4). Los
tratamientos 1 y 2 se incubaron a 37 - C durante 4 minutos y los tratamientos 3 y 4 se
incubaron a 37 - C durante 8 minutos, Posteriormente se evaluaron las caracteristicas
microscopicas segun Giuliano et al., (2010) evaluado en llamas por el método de
Electroeyaculacion.
Para disolver la viscosidad del semen de llama se utilizé extracto de jugo de pina en
una relacion de 1:0.5 (semen: extracto de jugo de pifia), antes de evaluar las
caracteristicas microscépicas del semen de llama, segun (Laruta et al., 2015).

Tabla 4. Motilidad espermatica (%) en semen fresco de llamas colectadas por el

método de Vagina Artificial (VA) y electroeyaculacion (EE).

Autor Método Motilidad espermatica
(%) *D. E
Carretero et al., (2012) E.E 28.2+19.3
Casaretto et al., (2011) E.E 38.53 £ 28.5
Carretero et al., (2009) E.E 35.0+£17.6
Giuliano et al., (2008) E.E 58.68+ 15.03
V.A 60.13+12.6
Godoy., 2014 V.A 111£1.8
Aller et al., (2003) V.A 68,5£12,3
Von Baer et al., (1998) V.A 255
Lichtenwalner et al., (1996 V.A 23.7 £20.0

Fuentes: Indicadas
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Tabla 5. Motilidad espermatica (%) en semen de camélidos diluidos con diferentes

con diferentes degelificantes, colectados por diferentes métodos.

Autor Método | Especie Diluyente Motilidad espermatica
(%)*D.E
Laruta et al., (2015) E.E Llamas | Extracto de pifia 22.845.6
Carretero et al, E.E Llamas Colagenasa 22.7£10.5
(2014)
Giuliano et al., E.E Llamas | H-TALP-BSA con 45.4+20.81
(2010) Colagenasa
Delgado y Quispe V.A Llamas | Extracto de pifa 64+10
(2015)
Quispe, (2018) PC Alpacas | TALP+papaina 33.47+£20.34

Fuentes: Indicadas
2.4.2.2. Concentracién

La determinacion del numero de espermatozoides en un eyaculado, dado que
es una caracteristica muy variable; para asi determinar a cuantas hembras se puede
inseminar con un numero Optimo de células espermaticas. La concentracion
espermatica depende de la secrecion de la testosterona por los testiculos pudiendo
variar en diferentes muestras de semen, si varia la contribucion de las diversas

glandulas accesorias (Fernandez-Baca, y Novoa, 1968).

(Santos, 1980), Menciona que es importante la determinacién del numero de
espermatozoides, dado que es una caracteristica muy variable la cantidad de
espermatozoides para determinar especificamente a cuantas hembras se puede

inseminar con un numero 6ptimo de células espermaticas.

(Valle, 2013), Por el método de Electro eyaculacién se obtuvieron el promedio
294166 de concentracion espermatozoides/ml y por el método de vagina Atrtificial una

de concentracion 252250 espermatozoides/ml.
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Tabla 6. Concentracion espermatica, colectadas por el método de Vagina Artificial

(VA) y Electroeyaculacion (EE).

Autor Método concentracion espermatica
(106/ml) £ D. E
Laruta et al., (2015) E.E 39.14 £11.22
Rodriguez., (2013) E.E 84.39+£71.93
Carretero, et al., (2012) E.E 77.0 £ 83.6
Casaretto, et al., (2011) E.E 78.43 +101.48
Giuliano et al., (2008) E.E 20.96+25.31
V.A 82.24 + 61.28
Godoy., (2014) V. 33.3+19.3
Aller et al., (2003) V.A 75.2+20.4
Von Baer, et al., (1998) V.A 85.0 + 89.0

Fuentes: Indicadas

2.4.2.3. Vitalidad espermatica (porcentaje de espermatozoides vivos y muertos)

De acuerdo a (Hanses, 1999) el valor de la determinacion de espermatozoides
vivos es comparable a la de la motilidad, en relacién a la probable fertilidad del semen,
a mayor cantidad de espermatozoides vivos mayor sera la cantidad de

espermatozoides vivos y mayor la calidad del semen.

Las tinciones permiten diferenciar los espermatozoides vivos de los muertos. El
examen de 100 células por frotis es suficiente para su determinacion; estos frotis se
observan a 40x, (Falcén, 1972).

En la coleccion de esperma por vagina artificial, indica que el porcentaje de
espermatozoides muertos no debe ser mayor a 12%. Y el porcentaje aceptable de
espermatozoides vivos puede fluctuar de 88% a 96%, esto dependiendo de todos los
factores que influyen sobre la supervivencia de los espermatozoides, Estudios

realizados por (Torres , 1989).
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Tabla 7: Porcentaje de Vitalidad espermatica del semen de llamas colectadas por el

método de Vagina Artificial (VA) y Electroeyaculacion (EE).

Autor Método | Fresco Fresco Método Tincion
diluido
Laruta et al., (2016) EE 86.67+ 5,77 Eosina-Nigrosina
Giuliano et al., (2010) | EE 60.22+ 12.57 CFDA/PI
Giuliano et al., (2010) | EE - 57.13+13.51 CFDA/PI
- 63.41+14.64
Delgado y Quispe, VA 714+ 9 Eosina-Nigrosina
(2015)
Godoy, (2014) VA 49.55+2.8 Eosina-Nigrosina
Aller et al., (2003) VA 68.5£12.3 Eosina-Nigrosina

Fuentes: Indicadas

2.4.2.4. Funcionalidad de la Membrana Espermatica (HOST).

Se consideraron espermatozoides con membrana funcional (HOS+) los que

reaccionaron al estrés hipoosmaotico mediante la hinchazén de la parte distal de la cola

espermatica, mientras que aquellos espermatozoides sin cambios en la cola se

consideraron funcionalmente dafiados (HOS-) (Banda et al., 2010). Los resultados se

expresaron en porcentaje de espermatozoides con membrana funcional (HOS+)

(Banda et al., 2010).

Tabla 8: Porcentaje de reaccion total al efecto del estrés hipoosmotica de semen de

llamas colectadas por el método de Electroeyaculacion (EE) y Vagina Artificial (VA).

Autor Método solucién Semen Semen
hipoosmotico | Fresco Diluido
Rodriguez, (2013) Electroeyaculacion | 50 mOsm 38.2+1.93
Giuliano et al., (2010) | Electroeyaculacion | 50 mOsm 42.35+15.03 | 38.17+16.04
50.51+14.73
Giuliano et al., (2008) | Electroeyaculacion | 50 mOsm 29.46+£15.34
Vagina Artificial 35.58+13,93
(Giuliano et al.,2003) | Vagina Atrtificial 50 mOsm 39+19

Fuentes: Indicadas
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2.4.2.5. Integridad acrosomal

La evaluacion de la integridad acrosomal ha sido estudiada en distintas
especies domésticas, incluidos los Camélidos Sudamericanos (CSA), por su
importancia en la fecundacién (Ugarelli et al.,2015) La RA (reaccién acrosomal) es un
proceso exocitético que consiste en la funcidon del acrosoma con la membrana
plasmatica, resultando en la exposicién y liberacion del contenido acrosomal al medio
extracelular (Ramalho-Santos et al., 2002) permitiendo que se realice la fecundacién
del ovocito. La liberacion del contenido acrosomal se lleva acabo cuando el
espermatozoide entra en contacto con mecanismos de senalizacion que se encuentra
en la zona pelucida (Harrison , 1998)y esta mediado por la progesterona (Patrat et al.;
2000), ademas de estar regulado por el incremento intracelular de calcio. En la llama
se ha utilizado la tincién con Coomassie Blue para evaluar la presencia y/o ausencia

del capuchén acrosomal (Giuliano et al.,2012).

Tabla 9: Porcentaje de Integridad de la membrana acrosomal del semen de camélidos

colectadas por el método de Vagina Artificial (VA) y Electroeyaculacion (EE).

Autor Método Especie Integr. (%) £ Tincién
D.S
Fumuso et al., (2014) EE Llamas 81.51£ 10.95 Coomasie
blue
Carretero et al., (2014) EE Llamas 48.3+ 10.2 -
Carretero et al., (2015) EE Llamas 64.44+13.6 FITC-
PNA
Quispe, (2018) VA Alpacas 76.46+ 16.23 Coomasie
blue

Fuentes: Indicadas
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2.4.3. PARAMETROS DE MOTILIDAD

2.4.3.1. Parametros que evaluan la velocidad de desplazamiento de los

espermatozoides.

Velocidad curvilinea (VCL): Velocidad promedio de desplazamiento de la
cabeza del espermatozoide a lo largo de su trayectoria real. Se mide en
pum/seg.

Velocidad rectilinea (VSL): Velocidad promedio de la cabeza del
espermatozoide a lo largo de una linea recta, desde la primera hasta la
ultima posicién. Se mide en ym/seg.

Velocidad promedio de desplazamiento (VAP): Velocidad promedio de la
cabeza del espermatozoide a lo largo de su trayectoria promedio. Se mide
en um/seg.

Porcentaje de linealidad (LIN): Relacién entre VSL y VCL. Se mide en
porcentaje (%).

indice de rectitud (STR): Relacién entre VSL y VAP. Se mide en porcentaje
(%).

Asi mismo, se puede evaluar la trayectoria que realiza la cabeza del
espermatozoide, a través de parametros tales como:

indice de oscilacién (WOB): Relacion entre VAP y VCL. Se mide en
porcentaje (%).

Amplitud del desplazamiento lateral de cabeza (ALH): Valor promedio
lado a lado de la cabeza en cada ciclo de batido. Se mide en pm.
Frecuencia de batido (BCL): frecuencia con la cual la verdadera
trayectoria del espermatozoide cruza la trayectoria promedio. Se mide en

Hz.
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e Amplitud media del desplazamiento Ilateral de la cabeza del
espermatozoide (ALHMed): desplazamiento medio efectuado por la
cabeza del espermatozoide en su trayectoria curvilinea, de un lado a otro
de la trayectoria media o lineal. Se mide en pm2.

e Amplitud maxima del desplazamiento lateral de la cabeza del
espermatozoide (ALHMax): maximo desplazamiento medio efectuado por
la cabeza del espermatozoide en su trayectoria curvilinea, de un lado a otro

de la trayectoria media o lineal.

VCL

VCL
VSL
VAP

Fuente: Quintero, 2003.

Figura 2: Terminologia estandar de algunos parametros de motilidad (VCL,
VSL, VAP Y ALH) obtenidos por el sistema CASA.
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En estudios realizados en el Centro de Investigacion en Camélidos
Sudamericanos CICAS-La Raya perteneciente a la Facultad de Ciencias Agrarias de
la Escuela profesional de zootecnia de la Universidad Nacional de San Antonio Abad
del Cusco (UNSAAC), utilizando el ISAS CASA para evaluar la motilidad vy
caracteristicas generales de las velocidades de los espermatozoides de alpacas y
llamas por diferentes métodos, los resultados se muestran en los siguientes cuadros.

Tabla 10: Parametros de motilidad espermatica en semen de llamas colectadas por
el método de Electroeyaculacion (EE).

VARIABLE N Prom *D.E |CV (%) |Min Max
VCL (umi/s) 15 36.9 8.8 24 24 1 52.8
VSL (um/s) 15 8 2.3 29.4 5.6 13.9
VAP (mm/s) 15 18.5 3.3 17.7 13.2 242
LIN (%) 15 222 55 24.9 13.3 30.4
STR (%) 15 43 8.2 19.2 31.9 58.8
WOB (%) 15 51.6 9.7 18.8 36.1 75.7
ALH (mm) 15 1 0.8 748 0 2.7
BCF (Hz) 15 1.8 1.8 101 0 6.7

Fuente: Rodriguez, 2013.

Tabla 11: Parametros de motilidad espermatica colectadas por el método de Vagina
artificial (VA) y Pést copula (PC) en alpacas.

Variables | N | Vagina artificial Post copula
Media |*D.S |C.V (%) | Media |*D.S | C.V (%)
VCL (pum/s) | 12 | 36,09a | 553 |1532 |34,62a|8,14 |23,53
VSL (um/s) | 12| 10,03a| 2,55 |2542 |9,56a |1,55 |16,19
VAP (um/s) | 12 | 16,50 a | 5,84 | 35,39 18,8a |3,81 |20,26
LIN (%) 12127,88b 581 |20,83 |28,18a 3,30 |11,72
STR (%) 12 149,73b | 17,67 | 3553 |51,50a|4,59 | 8,91
WOB (%) 12 146,18b | 15,19 | 32,89 |54,76a|5,23 |9,55
ALH (um) |12 |165a |0,38 |23,33 1,57a |0,48 |3047
BCF (Hz) 1213,33a |1,96 |58,98 1,36 b | 0,49 | 35,99
Quispe, (2018)
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Tabla 12: Parametros de motilidad espermatica colectadas por el método de

Desviacion del conducto deferente en alpacas.

Variables DCD

Media *D.S
VCL (um/s) 57.9297 7.9795
VSL (um/s) 14.3382 2.271
VAP (um/s) 28.7794 4.2475
LIN (%) 24.7694 2.1826
STR (%) 49.872 2.8192
WOB (%) 49.2112 1.5196
ALH (um) 2.2667 0.3445
BCF (Hz) 3.1932 0.8155

Meza, (2014).

2.4.4. DETERMINACION DE SUB-POBLACIONES ESPERMATICAS.

El CASA permite identificar la existencia de subpoblaciones de
espermatozoides con distintos patrones de movimiento que coexisten en la misma
muestra de semen (Davis y Siemers, 1995; Holt, 1996; Abaigar et al., 1999). En los
ultimos anos se ha demostrado la existencia de subpoblaciones espermaticas con
distintos patrones de movimiento en los eyaculados de todas las especies estudiadas
hasta la fecha. Ademas, se ha observado que espermatozoides pertenecientes a
distintas subpoblaciones responden de forma diferente ante procesos como la crio
preservacion o la exposicion al efecto de agentes capacitantes (Holt, 1996; Abaigar,
et al., 1999).

Los espermatozoides que forman parte de un eyaculado no son uniformes en
cuanto a sus caracteristicas de motilidad, es decir, en el mismo eyaculado existe un
porcentaje de espermatozoides que se mueven de forma rapida y progresiva, otro
porcentaje de espermatozoides que se mueven mas lentamente, y por ultimo, aparece

un numero de espermatozoides sin apenas movimiento. Por lo tanto, si no
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consideramos la existencia de estas subpoblaciones en un eyaculado, tal y como se
hacia hasta hace pocos afios, y partimos de la base de que el eyaculado es una
poblacion homogénea, se estara perdiendo informacion relevante. Probablemente, la
capacidad fecundante de un eyaculado o de una dosis de semen descongelado resida
Unicamente en la subpoblacion que contiene a los espermatozoides mas
competentes.

Si esta subpoblacién representa un porcentaje muy pequefio, sus
caracteristicas se veran enmascaradas por el resto de la poblacién. Esto explicaria, al
menos en parte, que no se haya observado correlacion significativa entre parametros
cinéticos medios (por ejemplo, VCL, VSL, LIN o ALH) y la fertilidad in vivo de una dosis
seminal (Holt y Van Look, 2004).

Una de las ventajas que tiene el sistema CASA es la clasificacion de las células
espermaticas presentes en un eyaculado, en subpoblaciones espermaticas,
clasificadas de acuerdo a la velocidad. Asi, (Muifio et al., 2006) sugieren los siguientes

parametros para la clasificacion.

2.4.4.1. Parametros que se deben tomar en cuenta para la clasificacion en sub
poblaciones segun (Muiio et al., 2006), son:

e Velocidad curvilinea (VCL).

¢ Velocidad rectilinea (VSL).

e Velocidad promedio de desplazamiento (VAP).

¢ Porcentaje de linealidad (LIN).

e indice de rectitud (STR).

e Indice de oscilacién (WOB).

e Amplitud del desplazamiento lateral de cabeza (ALH).

e Frecuencia de batido (BCF).
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Tabla 13. Numero de subpoblaciones espermaticas y parametros de motilidad

obtenidos del semen de alpacas colectadas por el método de desviacion del conducto

deferente.
Parametros de | Subpoblaciones de espermatozoides
Motilidad 1 2 3
N°de 126011 69704 18491

espermas

Porcentaje (%) | 58.8270 32.5406 8.6323

VCL 40.1939 1 | 81.8459 £ 13.9238 | 129.2270 + 19.8503
13.4909

VSL 10.7389 1 [ 19.5994 £ 10.2267 | 33.1270 £ 17.1380
6.3976

VAP 20.8181 +|40.2291 £9.7269 | 66.3539 £ 19.9010
7.3850

ALH 3.2480 + 1.4084 | 3.2498 + 1.4051 3.2208 + 1.3902

BCF 4.7257 £2.6146 | 4.7213 £ 2.6160 4.7456 + 2.6397

Fuente: Meza (2014).

Tabla 14. Numero de subpoblaciones espermaticas segun especies estudiadas.

Especie | Condicion del Subpoblaciones espermaticas Autor/aino
Semen
1 2 3 4
Mono Congelado 50 30 20 Holt, (1996)
titi
Cerdo | 24h/diluido/24°C 73.4 19.3 7.3 Abaigar et al., (1999
Diluido /refrigerado | 48.4 32.5 19.1 Thurston et al.,
2001.
Diluido/ refrigerado | 45.9 30.7 16.4 7.0 Rivera et al., 2002.
37 33.6 19.4 10
Gacela | Congelado 47.4 36.1 10 6.5 Abaigar et al., 1999.
Gacela | Fresco diluido 55 26.7 10.3 8 Abaigar et al., 2001.
Perro Fresco 34.4 247 21.5 194 Quintero Moreno et
al., 2003.

Fuentes: Indicadas.
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En estudios realizados en semen de diferentes especies se encontraron
subpoblaciones espermaticas las mismas que varian segun la condicién del semen
(fresco, diluido, congelado, refrigerado) como se puede ver en el siguiente cuadro.

Tabla 15. Publicaciones realizadas en subpoblaciones espermaticas en diferentes

especies estudiadas en funcién de la motilidad espermatica.

Especie N° de subpoblaciones | Autor

Caninos 4 Dorado et al., (2010)
Caprinos 4

Toros Holstein 4 Muifo et al., (2007)
Caninos 4 Iguer-ouada y Verstegen, (2001)
Equinos 4 Quintero, (2003)
Porcinos 3

Conejos 4

Burros catalanes | 4 Miro et al., 2004
Carneros 5 Bravo et al., 2011
Mono titi 3 Abaigar et al., 1999
Humano 5 Davis et al., 1995

Fuente: Quintero, (2003).
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CAPITULO Il
3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Area geografica

El trabajo de investigacion se desarrollé en el Centro de Investigacion en
Camélidos Sudamericanos CICAS “La Raya”, de la Facultad de Ciencias Agrarias de
la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco, situado en el distrito de

Marangani, provincia de Canchis y Departamento de Cusco.

3.2. Ubicacion
e Latitud Sur. 14° 00’ - 15° 45’
e Longitud Oeste. 69° 00’ - 75° 00’
o Altitud. 4 200 m.s.n.m.

Tabla 16. Estacién meteoroldgica de La Raya.

e Promedio de precipitacion pluvial e 519 mm.

e Temperatura promedio Anual. e 6°C-155°C

Fuente: Estacién Meteorologica de La Raya.

Foto 1: Centro de investigacion de camélidos sudamericanos (CICAS)
‘La Raya”.
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3.3. Caracteristicas Medioambientales de la Zona.

Esta ubicado dentro de la region Puna segun la clasificacién de Pulgar, (1938)
de 4 000 a 4 800 m.s.n.m, esta conformado por mesetas andinas en cuya amplitud se

localizan numerosos lagos y lagunas. Tiene un relieve escarpado y plano u ondulado.

Segun Brack et al., (1980) estd ubicado dentro de la ecorregion Puna. La
pradera esta constituida principalmente por asociaciones de gramineas, con especies
dominantes como: Festucas, stipas y calamagrostis, existen también bofedales donde
la vegetacion dominante son las distichias, plantagos, juncus y scirpus (Machaca et

al.,2012).

La investigacion se desarrolldé durante los meses de febrero a junio de 2018,
en la ecorregidon puna se observa precipitaciones (época de lluvias) de octubre a
marzo con temperaturas que fluctuan entre 3 a 17 °C; y en los meses de abril a
septiembre identificados dentro de la época de secas en la regién andina,

caracterizada por la escasez de alimento y temperaturas que van de -8 a 23 °C.

3.4. Disponibilidad alimenticia

En La Raya existen 8 comunidades vegetales predominantes, que estan
constituidas por especies de Stipas, Festucas, Muhlembergias, Calamagrostis,
Distichias, También existen bofedales donde la vegetacién dominante son las

distichias, plantagos, juncus y scirpus.

3.5. MATERIALES Y EQUIPOS

3.5.1. MATERIAL BIOLOGICO

Del rebafio se utilizaron 8 llamas machos adultas, seleccionados de 15
animales machos reproductivamente aptos y con buena condicion corporal, los

animales han sido sometidos a las mismas condiciones de manejo y alimentacion,
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previamente se realizd el examen clinico de los genitales externos: testiculo, pene y

prepucio por medios propedéuticos.

3.5.2. MATERIALES Y EQUIPOS PARA LA COLECCION DE SEMEN

A). Equipos para el Método de C). Materiales para el Método

Electroeyaculacion de Electroeyaculacion.

o Balanza mecanica tipo e Tubos falcon de 50 ml
gg—'acsjzdmo kg de e Jeringas de 15 ml
o0 Electroeyaculador * Colchon de Esponja
(Minitube manual vy e Lapiceros
automatico de /20V)
e Sogas

e Papel Toalla
B). Reactivos para el Método

e Agua bidestilada

de Electroeyaculacion.

e Xylasina y Ketamina

e Vitaminas

Foto 2: Materiales para la coleccién de semen por Electroeyaculacion
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B). Coleccion por el Método de Vagina artificial

e Maniqui e Termdmetro

e Vagina artificial e Frazadilla eléctrica

e Jeringas de 20 ml
e Fundas

e Hervidora e Tubos falcén de 15 ml.

Foto 3:Materiales para la coleccion de semen por el método de Vagina Artificial.

3.5.3. MATERIALES Y EQUIPOS DE LABORATORIO PARA ANALISIS DE SEMEN

e Porta objetos y cubreobjetos e Balanza analitica de precision
para evaluacion de la motilidad e Aceite de inmersion

e Micro pipeta de 0.5 — 10 pl y de e Etanol de 70° y de 100°
10 — 100 pl. e Agua bidestilada (ABD)

e Tipsde 0.5-10 ulyde 10-100 e Platina caliente
ul. e Refrigeradora

e Tubos heppendor e Cronometro digital tipo reloj

e Bafio Maria e Algodon

e Bafo seco
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Guantes quirurgicos, barbijos y

gorras

3.5.4. REACTIVOS E INSUMOS

3.5.6.

Degelificante (papaina)
Inhibidor de papaina
Base tris

Eosina nigrosina para vitalidad

. MATERIAL GABINETE

Registros de coleccion

Calculadora

EQUIPO DE LABORATORIO

Marcador indeleble

Gradillas

Comasie blue

Solucion hipoosmoética: citrato
de sodio y fructuosa (HOST test)

Camara fotografica

Computadora

Microscopio de contraste de fases UB200i con camara, platina caliente y

fluorescencia.
Computadora con software ISAS

Motic Plus.
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Foto 4: Equipo Integrated Sperm Analysis System (ISAS) CASA; microscopio de
contraste de fases UB200i con camara.

3.5.7. LABORATORIO

Las caracteristicas microscépicas del semen de llama (motilidad,
subpoblaciones, concentracién, vitalidad), se evaluaron en el “Laboratorio de
Biotecnologia Reproductiva”, de la Escuela Profesional de Zootecnia del CICAS “La

Raya”.

3.6. SELECCION DE LOS ANIMALES

a). Electroeyaculacioén: Este método fue realizado en el mes de febrero a abril
de 2018, se selecciond 4 machos de 3 a 5 anos de edad aproximadamente. La

frecuencia de coleccion fue una vez por semana.

La Electroeyaculacion consiste en extraer semen a los animales sin previo
acostumbramiento. Esto es de suma importancia para la evaluacién de reproductores.
Estd basada en la aplicacién ritmica de un estimulo eléctrico por via transrectal
estimulando el sistema nervioso autbnomo y somatico, que conduce a la obtencion de

secreciones de las glandulas accesorias y finalmente a la eyaculacion.
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b). Vagina artificial: Para este método se seleccioné de los machos
(reproductores) del Centro Experimental “CICAS LA RAYA”, todos fueron adiestrados
y acostumbrados a la vagina artificial, y de acuerdo a su capacidad de servicio y su
vigor sexual, fueron seleccionados aquellos que mostraron mayor interés por cubrir al
maniqui. Posterior a la etapa de adiestramiento se seleccionaron cuatro machos de la
raza Q'ara y Ch'aku de 3 y 5 afos de edad, con 105 a 130 kg de peso vivo. Los
animales seleccionados se alojaron a campo abierto, expuestos al fotoperiodo natural,
y la alimentacion fue ad libitum con pasto natural. La frecuencia de coleccién fue una

veZ por semana.

Se realiz6 el examen clinico de los 6rganos genitales externos (testiculos, pene
y prepucio) por medio de examenes de inspeccion y palpacion, dando especial
atencion al tamafo y forma de los testiculos y epididimos, palpados a través del
escroto, estos se mostraron firmes y elasticos, no se observaron lesiones,
deformidades ni adherencia pene-prepucial y también se realiz6 el respectivo peso de

cada llama y La frecuencia de coleccion fue una vez por semana.

Tabla 17. Registro de coleccion de semen en llamas por el método de Vagina Artificial

(VA) y Electroeyaculacioén (EE).

Animales Tamarnio testicular
Izquierdo Derecho
Metod | Codigo | Raza | Peso | Edad | Largo | Ancho | Largo | Ancho
EE 4 Ch'aku | 132.2 | 5 4.8 3.5 4.1 3.6
EE 5 Ch'aku | 120.6 | 3 4.4 3.1 4.9 2.3
EE 7 Ch'aku | 105.5 | 5 2.9 54 2.8 5.5
EE 8 Q'ara | 120.0 |6 4.7 3.9 3.9 4.8
V.A 1 Ch'aku | 106.5 | 5 4.0 3.5 5.6 4.7
V.A 3 Q'ara | 118.0|3 4.3 3.7 4.6 3.2
V.A 4 Ch'aku | 132.2 | 3 4.8 3.5 4.1 3.6
V.A 6 Ch'aku | 1158 | 5 438 |33 4.8 3.7
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Foto 5. Medida de los testiculos

Foto 6. Pesado de las llamas.

Cuadro 18. Registro de coleccion de semen en llamas por Electroeyaculacion.

Animales Dosis de la anestesia Respuesta a la Duracion de la
estimulacién estimulacién
Metodo | Cod. | Ketamina(mg) | Xylasina(mg) | Ereccion | Eyaculacion | (min)
EE 4 3.7 1.98 15 volt. 19 volt. 14
EE 5 3.37 1.8 18 volt. 20 volt. 17
EE 7 3.5 1.9 16 volt. 20 volt. 18
EE 8 3.5 2 13 volt. 18 volt. 15

Ketamina

Foto7:Anestésico Xylacina.
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3.7. DE LA ALIMENTACION:

a) Método Electroeyaculacién: Los animales durante el experimento estaban
con pasto natural, y agua a disponer de ellos en cualquier momento y para
realizar el trabajo respectivo fue trasladado cada mafiana cerca al
laboratorio para facilitar el trabajo.

b) Método de Vagina artificial: Durante el experimento su alimentacion fue

de pasto natural y agua ad-libitum.

4.8. Preparacion de dilutor

Se utilizé un dilutor a base de TRIS para la coleccion de semen por método de
Vagina artificial y Electroeyaculacion; preparada de la siguiente manera:

Tabla 19. Insumos para la preparacién del dilutor madre base TRIS

Composicion Cantidad
Base TRIS (C H NO) 0,3028g
Acido Citrico (CHO) 0,179
Fructuosa (CHO) 0,125g
Agua Bidestilada 10ml

Para tener un adecuado medio para los espermatozoides el dilutor madre se
ajusto a una osmolaridad adecuada ya que el dilutor les brinda a los espermatozoides
sustancias nutritivas, que neutralicen a los cambios de pH producido por el
metabolismo de los azucares (efecto tampdn), Es por eso que se tomé una cantidad
de 0.3 ml del dilutor madre se colocé en un tubo de eppendorf para evaluar la

osmolaridad en el osmoémetro, que en el presente trabajo se ajusté a 300 mOsm/Kg.
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Foto 9: Insumos para la preparacion del dilutor madre en
base TRIS

3.8.1. DEGELIFICANTE

Para disolver la viscosidad del semen de llama se utilizdé la papaina en una
relacion de 1:1 (semen: papaina), antes de evaluar las caracteristicas microscopicas

del semen de llama, se utilizé para el método de Electroeyaculacion y Vagina artificial.

3.8.1.1. PREPARACION DE LA PAPAINA:

e Se prepar6 en matraz esterilizado 250 ml de Base Tris.
e Luego agregar 25 mg de papaina.
e Se homogenizé las sustancias con ligeros movimientos. concluida la

homogenizacién para su mejor uso, se guardo en un tubo falcén de 50 ml.

4.5.1. 3.8.1.2. USO DE LA PAPAINA:

e Inmediatamente después de la colecta se realizd los examenes

correspondientes en semen Fresco.
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e Luego se agrego la papaina a la muestra en relacion de (1:1), (papaina:
muestra espermatica), luego se procede al incubado durante 20 minutos a
37°C.

e Concluido el incubado se agrega el inhibidor de papaina 1ul por 1 ml de
muestra, incubar durante 5 minutos.

e Luego se evaludé las caracteristicas microscopicas (motilidad, vitalidad,

integridad acrosoma y Host).

Foto 10: Papaina e Inhibidor de papaina

3.9. COLECCION DE SEMEN POR EL METODO DE ELECTROEYACULACION Y
VAGINA ARTIFICIAL.

3.9.1. COLECCION POR EL METODO DE ELECTROEYACULACION

El anestesiado de las llamas se realizé segun el protocolo de (Director et al.,
2004), con algunas modificaciones, especificamente en las dosis de ketamina y
xylacina, se suministro dosis de 1.92 mg de xylacina y 3.50 mg de ketamina por Kg de
peso vivo por cada llama, esta modificacién se realizé debido a que los animales,

mostraron resistencia cuando se anestesiaba con el protocolo de (Director et al., 2004)
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(xylacina 0.2 mg/kg de P.V y ketamina 1.5 mg/kg de P.V); es asi que se suministré
hasta 3.7 ml de ketamina y 1.98 ml de xylacina por animal, se esperd un tiempo

aproximadamente de 30 a 60 segundos para que el animal quede inmovilizado.

Foto 11: Anestesiado de las llamas con Ketamina y Xylacina

3.9.1.1. Protocolo de limpieza y estimulacion eléctrica (Electroeyaculacion)

a. Antes de realizar la coleccion de semen por electro eyaculacién se estimul6 al
animal a orinar y luego se prosiguié con la limpieza de la zona pene prepucio con 10
ml de solucion fisiolégica a 37°C, y luego se hizo el respectivo secado, este trabajo
previo se realizd para evitar que el semen colectado sea contaminado con la orina y

suciedad ubicado a nivel del prepucio.
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Foto 12: Limpieza del prepucio con agua bidestilada.

b. Posteriormente se realizé la limpieza por via rectal con papel toalla, seguidamente
se lubricé el transductor de Electroeyaculacion con Gel para facilitar la entrada y

asi ubicar la préstata del Macho.

Foto 13: Limpieza por via rectal.

C. Después de este proceso profilactico se empezd con la relajacion de la S
peniana y el posterior desenvaine y sujecion del pene. Es necesario tener sujetado el
pene de la llama antes de empezar la estimulacion eléctrica. La estimulacion eléctrica

fue realizada siguiendo el protocolo de (Director et al., 2004), con algunas
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modificaciones; con el Electroeyaculador Minitube, para lo cual se introdujo el
transductor, previa lubricaciéon hasta la altura de la prostata y seguidamente se
empezo la estimulacion eléctrica, el incrementd de voltaje fue cada 2 voltios, de 2 V
hasta 20 V, durando cada estimulo 3 segundos y repiti€éndose cada estimulo tres veces
con el mismo voltaje, con intervalos de 1 segundo de descanso. El tiempo que duro
todo el proceso de coleccion fue de 15 a 20 minutos. Se observo la ereccion del pene
a 15 Voltios y la eyaculacion a 18- 20 voltios, el cual fue diferente para cada llama. Se
desecho6 semen contaminado con orina, el cual fue poco observado en este estudio,

espermatozoides.

Foto 14: Estimulacion eléctrica a la llama Foto 15: Coleccion de semen por EE.

3.9.2. COLECCION DE SEMEN POR VAGINA ARTIFICIAL.

La coleccién del semen de las llamas se realizé en el corral de coleccién
ubicado en las cercanias del laboratorio de “Biotecnologias reproductivas”, utilizando
para ello, el maniqui. Las llamas fueron trasladadas desde su corral al area de
coleccién de semen, se les limpié con cuidado el prepucio y se permitié que efectuen

montas al maniqui, con las caracteristicas similares a una llama hembra en posicién
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de copula con una frecuencia de colecta de 1 vez por semana, para que el macho

presente mayor libido, se consiguié plasma seminal de llama hembra y Gel para

lubricar el maniqui.

La coleccién de semen se hizo de manera similar a lo reportado por (Bravo et

al., 1997) siguiendo el siguiente procedimiento:

a) Para este método de coleccién, se hizo el acondicionamiento de la vagina

artificial para camélidos, con fundas de jebe que contenia agua caliente 38 a 40 °C.

Foto 16: Acondicionamiento de la Vagina Artificial

b). La vagina artificial acondicionada, se envolvié con una frazadilla eléctrica para

mantener la temperatura constante y no interrumpir la copula.

Foto 17:Frazadilla Eléctrica envuelta a la vagina
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b) Luego se procedid a colocar la vagina artificial al maniqui, tomando las
precauciones, como es la temperatura de la vagina artificial, comodidad del macho

durante la copula.

oli

Ll 4G

ial al Maniqui.

o~

Foto 18: Colocado de la Vagina Artific

c) Luego se condujo el macho al corral, donde se encuentra el maniqui, se debera
apoyar al macho en la posicion correcta durante la copula que duro aproximadamente

25-35 minutos.

. Foto 19: Macho copulando al Maniqui.
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d) Luego de transcurrir el tiempo de la cépula, se retird al macho, para recoger la

muestra, observando que no haya restos de orina que alteraria la motilidad,

posteriormente realizar la evaluacién correspondiente de la muestra espermatica

colectada.

Grafico 1. Flujograma de la evaluacion del semen de llamas por el método de

Electroeyaculacion.
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Grafico 2. Flujograma de la evaluacion de semen de llama por el método de
Vagina Artificial.
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3.10. EVALUACION DE LAS CARACTERISTICAS DE SEMEN DE LLAMA

3.10.1. CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS

Inmediatamente después de la coleccién del semen de las llamas, por el
método de Electroeyaculacion y Vagina artificial, se prosiguié con la evaluacién del
volumen, color seminal, filancia y pH, es decir las caracteristicas macroscoépicas del
semen. Las caracteristicas macroscoépicas del semen colectado se realizaron a través

del examen visual.

3.10.1.1. Volumen seminal

El volumen seminal por el método de Electroeyaculacion se realizé en tubos
Falcon estériles y graduados en mililitros (ml), para facilitar la lectura del volumen del
semen colectado, en el cual se dio la lectura a través del examen visual en los tubos
graduados Falcon de 50 ml a temperatura corporal. La colecciéon de semen de las
llamas por el método de Vagina artificial se realizé en tubos falcon de 15 ml estériles

y el volumen Seminal se evalu6 a través del examen visual.

Foto 20: Evaluaciéon seminal Foto 21: Evaluaciéon seminal

por Electroeyaculacion oor Vagina Artificial.
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3.10.1.2. Color Seminal

El color seminal por el método de Electroeyaculacion y por vagina artificial se
determind paralelamente al volumen a través de la observacion directa, para lo cual

los tubos Falcén son transparentes.

Foto 23: Color seminal por Foto 22: Color seminal por
Electroeyaculacion. Vagina artificial

3.10.1.3. PH seminal

La determinacion del pH se realizé utilizando bandas para medir el Ph. con una

escalade 1 -12.

3.10.1.4. Filancia seminal

La filancia seminal por el método de Electroeyaculacion y vagina artificial de las

llamas se realizé como: la medicion del hilo formado al pipetear la muestra de semen.
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3.10.2. CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DEL SEMEN

3.10.2.1. Motilidad

Para determinar la motilidad del semen se procedié a colocar una pequena
fraccion de semen obtenido del (5 pl) sobre una lamina portaobjetos, previamente
calentado a 37°C, cubriendo con el cubre objetos a la misma temperatura, luego se
observo en un enfoque de 10X en el Equipo ISAS, que esta equipada con una platina

térmica.

Se ha trabajado con el moédulo de motilidad del sistema ISAS, con una
configuracion de 25 fotos por segundo, el sistema ha clasificado a los
espermatozoides en 3 grupos:

o Estaticos: Aquellos espermatozoides que carecen de movimiento, el sistema
la marca de color amarillo.

e Moviles progresivos: Los espermatozoides que muestran movimiento de
traslacion, el sistema la muestra de color rojo y verde.

e Modviles no progresivos: Los espermatozoides que no muestran movimiento

lineal, pero en el mismo lugar o de oscilacién de la cabeza, son identificados

con un color Azul.

Foto 25. Andlisis de Motilidad ~ Foto 24: Motilidad espermatica del
espermatica semen.
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3.10.2.1.1. Parametros de Motilidad:

Para ver los parametros de motilidad se utilizd6 los datos de motilidad. Los
parametros cinéticos medios, obtenidos para el total de los espermatozoides de cada
muestra de semen, fueron los siguientes:

a) Parametros de velocidad:

e Velocidad curvilinea (VCL, um/s)
e Velocidad rectilinea (VSL, um/s).
¢ velocidad media (VAP, uym/s
e Indice de linealidad (LIN, %)
e indice de rectitud (STR, %)
e indice de oscilacién (WOB, %)
b) Parametros de angularidad y oscilaciéon de la cabeza:
e Amplitud media del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH, um)

e Frecuencia de batido (BCF, Hz).

Foto 26: Parametros de motilidad con el ISAS CASA
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3.10.2.2. Concentraciéon espermatica

Es importante la determinacion precisa del numero de espermatozoides, dado que

es una caracteristica muy variable relacionado al animal.

La concentracién espermatica fue obtenida usando el médulo de motilidad del
Integrated Semen Analysis System (ISAS), para lo cual se procedié a homogenizar la
muestra de semen fresco, depositar una pequefia cantidad de muestra (0.5 ul) en un
porta objetos, cubrir con un cubre-objeto; luego, usando la lente de 40X, se capturo el
numero necesario de imagenes para el conteo de células espermaticas, contar el

numero de espermatozoides por campo y guardar las imagenes.

Foto 27: Concentracién espermatica
del semen de llamas

3.10.2.3. Vitalidad espermatica

El analisis de vitalidad espermatica se realizé inmediatamente después de la
coleccién de semen en el Integrated Semen Analysis System (ISAS) en el médulo de
vitalidad, Para la evaluacion de la vitalidad espermatica se utilizé Eosina y Nigrosina

que contiene una solucion roja y una solucion negra.

Se colocé sobre una platina precalentada a 37° los portaobjetos previamente

rotulados para evitar la confusion en el momento de la evaluacién. Luego con una
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micro pipeta graduada se deposité 5ul de la solucion espermatica de los diferentes
tratamientos sobre el portaobjeto que le corresponde, para luego agregar 5ul de
eosina, se homogenizo los componentes con movimientos en circulos, posteriormente
se depositd sobre la solucion homogenizada una gota de 5ul de nigrosina, por ultimo,
se homogeniza todos los componentes y se cubre con un cubreobjetos.

Una vez seco el frotis se procedié a observar en el microscopio de contraste
con un lente de 40x realizando la captura manualmente de pequefias poblaciones de
células espermaticas, posteriormente se realiza el conteo de 100 células como
minimo por tratamiento, finalmente se clasifico como: espermatozoides tefidos de

color verde (vivos) y espermatozoides tefiidos de color rojo (muertos). Los valores

hallados se promediaron y se expreso en valores porcentuales.

Foto 28: Tincion Eosina-Nigrosina. Foto 29: Vitalidad espermatica tefidos con
Rojos muertos(a) y tefiidos con verde vivos(b).

3.10.2.4. Funcionalidad de la membrana espermatica

La evaluacion de la funcionalidad de la membrana del espermatozoide de la
llama se realizé en el Motic plus 40X para lo cual se preparé la solucién hipoosmoética
ajustado a una concentracion de 50 mosm/kg y también se prepard la solucién

hipoosmotica formulada, y ambas fueron guardadas en un bafio maria a 37°C.
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3.10.2.4.1. Preparacion de la soluciéon hipoosmética

a.

En una balanza analitica se pesé:

e 0.0245 miligramos de citrato de sodio por mililitro de solucion.

e (0.045 miligramos de fructuosa por mililitro de solucion.

Luego se procedié a pesar de 0,0245 de citrato de sodio y 0,045 de fructuosa
de solucién hipoosmoética la cual estda ajustado en 50 mosm/Kg con estos

resultados calculados se preparé 10 ml de solucién hipoosmética.

En un tubo falcén de 15 ml se tomd 10 ml de agua bidestilada, posteriormente

se agrego citrato de sodio y fructuosa.

Para la soluciéon hipoosmaética mas formaldehido se colocé 1ml de solucién

hipoosmotica preparada mas 3pl de formaldehido en tubo vial.

3.10.2.4.2. Protocolo para la prueba de hipoosmoética

Primero se rotula cada tubo de eppendorf con el cédigo de cada animal.

En cada tubo de eppendorf se colocé 100 pl de solucién hipoosmética y esta
es calentada en bafio maria a 37°C.

Posteriormente se agrego 25 yl de muestra de semen y se incuba por 5 minutos
en bafio maria a 37°C.

Cuando concluye el tiempo de incubacion se pune 31yl de solucion formulada
para detener la reaccion al estrés hipoosmatica.

Finalmente se procedié al conteo de 100 células espermaticas en Motic plus a
un aumento de 40 X en donde se evalu6 a los espermatozoides con reaccion a

nivel de la cola.
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Foto 30:Solucion Hipoosmética  Foto 31: Espermatozoides expuestas a una
y formaldehido reaccion al estrés hipoosmotica
3.10.2.5. Integridad Acrosomal en el espermatozoide.

Para la integridad acrosomal se utilizé la tincion de Comasie blue, se utilizé los

siguientes colorantes y reactivos segun protocolo de Fumuso et al., (2014).

e 25 ml de metanol e 20 ml de agua destilada.

e 5 ml acido acético e 0.11g Coomasie Blue G 250

Se realizaron frotis los cuales se secaron al aire. Seguidamente se fijaron en
para formaldehido al 4% durante 15 minutos, se lavaron con PBS y se colorearon con
tincion de Coomassie Blue (0,22%) durante 5 minutos. Posteriormente se lavd con
agua destilada y una vez secos, se contaron 100 espermatozoides. Los
espermatozoides se clasificaron en dos categorias: El porcentaje de espermatozoides

con acrosoma intacto y con acrosoma danado.
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Foto 32: Integridad de la membrana espermatica con presencia
de capuchoén acrosomal(a) y con ausencia de capuchoén

3.11. ANALISIS ESTADISTICO

3.11.1. DISENO ESTADISTICO

Se realiz6 la estadistica descriptiva de las variables macroscopicas (volumen,
pH, color y filancia).

Para los siguientes parametros de motilidad (VCL, VSL, VAP, LIN STR, ALH y
BCF), concentracion, vitalidad, integridad acrosomal y funcionalidad de la
membrana espermatica se aplicod estadistica descriptiva con el procedimiento
UNIVARIATE del SAS v 9.4, donde se determiné el promedio, desviacion
estandar y coeficiente de variabilidad. Realizando el test de Shapiro-Wilk
presentaron con normalidad por lo cual se utilizé un analisis de varianza (ANVA)
con un disefio de Bloques Completamente al Azar (BCA), la comparacion de

medias se realizd con la prueba de Duncan.

se realizé empleando un arreglo factorial, cuyo modelo aditivo lineal es el siguiente:

Yik = p + Ci+ llam; + eik
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Doénde:

Yik = Variable respuesta

M= Media

Ci= Efecto de las colectas de semen
Llamj= Efecto de las llamas

eijk= Error experimental.

La motilidad general (moviles progresivos y moviles no progresivos) se evalué en un

arreglo factorial en bloques al azar, con el siguiente modelo aditivo lineal:

Yik = M + Ci+ M; + Llamk + (CxM)j + eiji

Dénde:

Yijkl = Variable respuesta

M= Media

Ci= Efecto de la colecta de semen

M; = Efecto de la motilidad

Llamk = Efecto de la Llama

(CxM)ij= Efecto de la interaccién de la colecta y motilidad
€ijki= Error experimental

3.12. Identificacion de subpoblaciones:

Se utilizé 8 llamas macho de la raza ch’aku y k’ara de los cuales 4 se utilizo para el
meétodo de vagina artificial y 4 para el método de Electroeyaculacion. Se realizo 4
colectas por cada método para determinar la presencia de subpoblaciones

espermaticas en muestras seminales y el porcentaje de espermatozoides en cada
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subpoblacion. Se procedié a realizar un estudio detallado de algunos parametros, que

se obtuvieron mediante el sistema CASA.

Los parametros de motilidad utilizados para la identificacién de subpoblaciones

espermaticas son las siguientes: VCL, VSL, VAP, LIN, STR, WOB, ALH y BCF.

3.12.1. Para determinar el nimero de subpoblaciones
3.12.1. Determinacion de variables.

El procedimiento PRINCOMP fue primero aplicado para examinar PCA (analisis de
principales componentes) de los datos de motilidad. El propdsito de PCA es para
derivar un pequefio numero de combinaciones lineales de un set de variables que
retienen mucha informacién en las variables originales tan posibles. Para determinar
el numero de componentes principales para ser usado en el subsiguiente paso de
analisis, el criterio de seleccionar con un autovalor (La discordia extractada para ese
componente principal particular) mas alto que uno (el criterio del Kaiser) fue seguido.

3.12.2. Determinacion de subpoblaciones

Se utilizo un analisis no jerarquico de grupos usando el procedimiento FASTCLUS y
los componentes principales seleccionados como las variables fueron entonces
aplicadas. Este procedimiento funciona en analisis en racimo disjunto con base a las
distancias euclideanas (la que quiere decir modelo) computadas de uno o mas
variables cuantitativas (los parametros de motilidad de esperma) que le permite el
estudio de conjuntos de datos grandes de las observaciones. Las caracteristicas de
motilidad de esperma fueron divididas en grupos algo semejante que cada
observacién pertenece para lo unico e incomparable el grupo. Los espermatozoides
que estaban muy cerca el uno para el otro fue asignados al mismo grupo, mientras los
espermatozoides que difiri6 en las caracteristicas fueron incluidos en grupos

diferentes.
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CAPITULO IV

41. RESULTADOS Y DISCUSIONES
4.1.1. CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS Y MICROSCOPICAS DE SEMEN

COLECTADAS POR EL METODO DE ELECTROEYACULACION Y VAGINA

ARTIFICIAL.

4.1.1. CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS.

4.1.1.1. Volumen

El promedio volumen de llamas colectadas por el método de Electro
eyaculacién y Vagina artificial se muestra en el siguiente cuadro, se hallaron
diferencias significativas (p<0.05) entre métodos de colecta.

Tabla 20. Volumen seminal de las llamas colectadas por Electroeyaculacion y Vagina
Artificial

Método N | Media(ml) | £ D.S(ml) C.V (%) | Max(ml) | Min(ml)
Electroeyaculacion | 16 | 3.63 b 1.64 4518 7 1
Vagina Artificial 16| 7.99 a 1.95 24 .45 12 5

Letras diferentes muestran diferencias significativas (p<0.05).

La media del volumen seminal de llamas colectados por el método de
Electroeyaculacion es superior a lo reportado por Laruta et al., (2015) de 1.67%, Valle,
(2013) de 0.25%, Rodriguez, (2013) de 1.6% y Carretero et al., (2012) de 2.8%, todos
estos estudios se realizaron en llamas colectadas por el método de
Electroeyaculacion. Las diferencias estarian sometidos al efecto animal, condiciones

medio ambientales y la frecuencia de colecta.

La media del volumen seminal de llamas colectadas por el método de vagina artificial

es superior al reportado por Godoy, (2014) de 5.48%, Valle (2013) de 1.56% y Aller
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et al.,, (2003) de 2.2%, las diferencias numéricas se deberia al efecto animal,

condiciones medio ambientales y frecuencia de colectas.

4.1.1.2. Color

El color fue evaluado de acuerdo al criterio del observante, determinando los colores

descritos en porcentajes.

Tabla 21. Porcentaje de color espermatico de llamas colectados por el método

Electroeyaculacion y Vagina artificial.

Método de colecta Color % | Total
EE Blanco cristalino | 80| 100

Blanco lechoso 20
VA Blanco lechoso 90 | 100

Blanco claro 10

Referente a los resultados en el método de Electroeyaculacion se tuvo el color
predominante fue blanco cristalino, diferente a lo reportado por Rodriguez, (2013), las

diferencias se deberian probablemente al criterio de evaluacién de cada Autor.

Los resultados de color de semen predominante colectado por método de
vagina artificial es blanco lechoso, similar a lo descrito por Valle, (2013) en llamas y
diferente a lo descrito por Quispe, (2018) en alpacas, las diferencias se deberian al

meétodo de evaluacion ya que es una medida subjetiva y la especie.

4.1.1.3. Filancia

El promedio de la filancia de llamas colectadas por el método de Electro
eyaculacién y Vagina artificial se muestra en el cuadro 20, donde se observa que no

hay diferencias significativas (p>0.05) entre métodos de colecta.
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Tabla 22: Filancia del semen de llamas colectadas por Electroeyaculacion y Vagina

Artificial.
Método colecta | N | Media (cm) *D.S(cm) [C.V (%) |Max(cm) | Min(cm)
Electroeyaculacion | 16 | 3.63 a 0.93 25.58 5 2
Vagina artificial 16 | 3.88 a 1.31 33.81 6 2

Letras iguales muestran diferencias no significativas (p>0.05).
No se tiene ningun reporte en llamas, pero si en alpacas mostrando resultados
superiores al reporte por Ccalta, (2017) de 2.38 cm, aplicando el método de coleccién

post copula. La diferencia se debe probablemente a la especie y método de colecta.

4.1.1.4. pH

El promedio PH de llamas colectadas por el método de Electroeyaculacién y
Vagina artificial se muestra en el siguiente cuadro, no se hallaron diferencias
significativas (p>0.05) entre métodos de colecta.

Tabla 23. PH del semen de llamas colectadas por el método de Electroeyaculacién y

Vagina artificial

Método N | Media *D.S C.V (%) | Max Min
Electroeyaculacion | 16 | 7.25 a 0.48 6.66 8 6.50
Vagina artificial 16 | 7.22 a 0.52 7.14 8 6.50

Letras iguales muestran diferencias no significativas (p>0.05).

La media del PH de semen de llamas colectadas por el método de
electroeyaculacion es superior al reporte por Valle, (2013), la diferencia seria al

instrumento de medida utilizado.

La media del PH de semen de llamas colectadas por el método de vagina
artificial son similares a los reportes por Godoy, (2014) de 7.97+0.3, Valle, (2013) de

7.41 y Giuliano et al., (2012) de 6.4+8 por el método de coleccion de semen por vagina
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artificial en llamas, la diferencia numérica se debe al instrumento de medida puesto

que los autores no indican el procedimiento ni el instrumento utilizado.

4.1.2. EVALUACION MICROSCOPICAS DEL SEMEN.

4.1.2.1. Motilidad

4.1.2.1.1. Motilidad total

Se ha encontrado diferencias significativas (p<0.05) del semen incubado 20

minutos con papaina sobre el semen fresco (cuadro 24).

Tabla 24. Motilidad total de los espermatozoides de llamas colectadas por

Electroeyaculacion en fresco y Degelificados con papaina (20min).

Estado N Media (%) +D.S(%) | C.V (%) | Max (%) | Min (%)
Fresco 16 4468 b 18.93 42.36 82.30 13.30
Degelificado | 16 63.36 a 15.53 24.52 92.90 29.80

Letras diferentes muestran diferencias significativas (p<0.05).

La media de la motilidad total de semen fresco en llamas colectadas por
Electroeyaculacion son superiores a los reportes de Carretero et al., (2012) de 28.2 +
19.3 %, Casaretto et al., (2011) de 38.53 £ 28.5 % y Carretero et al., (2009) de 35.0 +
17.6 %, todos en Argentina a nivel del mar. Todos estos estudios se realizaron en
semen de llamas colectadas por Electroeyaculacion, en general todos los estudios
reportan bajos porcentajes de motilidad espermatica, que se debe al caracter filante y
viscoso del semen el cual dificulta la cinética espermatica, las diferencias estarian

dadas a los animales utilizados, medio ambiente, y método de evaluacion.

La media de la motilidad total de semen degelificado con papaina en llamas
colectadas por Electroeyaculacion es superior a los reportes por Laruta et al., (2015)
de 22.845.6% en semen diluido con extracto de pifa, Carretero et al., (2014) de

22.7+10.5%, diluido con colagenasa, Giuliano et al., (2010) de 45.4+20.81 diluido con
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H-TALP-BSA con colagenasa. Las diferencias se deberian a los degelificantes usados

y el método de evaluacion.

Se ha encontrado diferencias significativas (p<0.05) del semen incubado 20 minutos

con papaina sobre el semen fresco (cuadro 25).

Tabla 25. Motilidad total del espermatozoide de las llamas colectadas por Vagina
Artificial.
Estado N | Media (%) +D.S(%) | C.V (%) Max (%) Min (%)

Fresco 16 | 41.58 b 18.4 44.25 83.90 16
Degelificado | 16 | 51.88 a 14.65 |28.24 78.60 29.6
Letras diferentes muestran diferencias significativas (p<0.05)

La media de la motilidad total de semen fresco en llamas colectadas por vagina
artificial es superior al reportado por Godoy, (2014) de 11+ 1,8%, Von Baer y Helleman
(1998) de 25.5+18.7% e inferiores a lo reportado por Aller et al., (2003) de 68.5+15.03
los siguientes estudios se realizaron por el método de vagina artificial en llamas. Las
diferencias se deberian a los animales utilizados, medio ambiente, y método de
evaluacion.

La media de la motilidad total de semen degelificado con papaina en llamas
colectadas por vagina artificial es inferior al reportado por Delgado y Quispe, (2015)
de 64+10%, en llamas colectados por Vagina artificial, las diferencias se deberian a

los degelificantes usados y método de evaluacion.
4.1.2.1.2. Motilidad no progresiva (MNP)

Se ha encontrado diferencias significativas (p<0.05) del semen incubado 20

minutos con papaina sobre el semen fresco (Cuadro 26).
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Electroeyaculacion.

Tabla 26. Motilidad no progresiva de espermatozoides de las llamas colectados por

Estado N | Media (%) *D.S(%) | C.V (%) | Max (%) | Min (%)
Fresco 16 | 43.15b 18.31 42.45 79.10 12.90
Degelificado | 16 | 58.95 a 13.56 23 74.70 29.30

Letras diferentes muestran diferencias significativas (p<0.05).
La media de la motilidad no progresiva en semen fresco de llamas es superior

a los reportados por Rodriguez, (2013) de 12.7+2.0%, Giuliano et al., (2010) de
4.4+10.43% e inferiores al reportado por Valle, (2013) de 54.66% todos estudios
realizados en llamas por el método de Electroeyaculacion, las diferencias podrian
deber al método de evaluacion, Frecuencia de colecta y las condiciones medio

ambientales.

La media de la motilidad no progresiva de semen en llamas degelificados con
papaina colectadas por Electroeyaculacion son superiores al reportado por Giuliano
et al., (2010) de 10.32+18.78% en semen diluido con H-TALP-BSA y 45.4+20.8% en
semen diluido en una solucion de 0.1%de colagenasa en H-TALP-BSA, ambos
estudios en llamas por el método de Electroeyaculacion, las diferencias numéricas se

deberian a degelificante utilizado.

Se ha encontrado diferencias significativas (p<0.05) del semen incubado 20

minutos con papaina sobre el semen fresco (cuadro 27).

Tabla 27. Motilidad no progresiva del espermatozoide de las llamas colectada por

Vagina artificial.

Estado | N Media (%) | £ D.S(%) | C.V (%) | Max (%) | Min (%)
Fresco |16 3990b | 17.61 4415 [80.30 15.30
Papaina | 16 4863a |1350 |27.76 | 7110 |28.30

Letras diferentes muestran diferencias significativas (p<0.05)
La media de la motilidad no progresiva de semen fresco colectadas por el

método de Vagina artificial es superior al reportado por Valle, (2013) de 53.25% en
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llamas por Vagina artificial. Las diferencias de deberian a las condiciones Medio

ambientales, método de evaluacion y la época de la colecta

4.1.2.1.3. Motilidad Progresiva (MP).

Se ha encontrado diferencias significativas (p<0.05) del semen incubado 20

minutos con papaina sobre el semen fresco (cuadro 28).

Tabla 28. Motilidad Progresiva del espermatozoide de las llamas colectadas por

Electroeyaculacion.

Estado N | Media (%) *D.S(%) | C.V (%) | Max (%) | Min (%)
Fresco 16 | 1.53b 0.83 54.26 3.20 0.40
Degelificado | 16 | 4.41 a 5.18 117.45 18.20 0.40

Letras diferentes muestran diferencias significativas (p<0.05)

La media de la motilidad progresiva de semen fresco en llamas colectadas por
Electroeyaculacion es similar al reportado por Rodriguez, (2013) de 1.2+2.0% en
llamas y Huanca, método de

(2015) de 1.43+1.30% en alpacas por el

Electroeyaculacion y utilizaron el sistema de analisis computarizado ISAS.

La media de la motilidad progresiva de semen degelificado con papaina de llamas
colectadas por electroeyaculacion es superior al reportado por Fumuso et al., (2015)
de 3.84+ 5.49% estos estudios se realizaron en semen de llamas colectadas por
Electroeyaculacion utilizando la diluyente colagenasa al 0,1% en medio HEPES-TALP
(HT) durante 4 minutos a 37 °C, las diferencias se deberian a degelificante usado y el

método de evaluacion.

Se ha encontrado diferencias significativas (p<0.05) del semen incubado 20 minutos

con papaina sobre el semen fresco (cuadro 29).
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Tabla 29. Motilidad progresiva del espermatozoide de las llamas colectado por Vagina

artificial.
Estado N Media (%) | £ D.S(%) | C.V (%) | Max (%) | Min (%)
Fresco 16 1.67b 1.02 61.06 3.80 0.20
Degelificado | 16 3.25a 1.54 47.33 7.40 1.20

Letras diferentes muestran diferencias significativas (p<0.05).

La media de la motilidad progresiva de semen fresco de llamas colectadas por
Vagina artificial es inferior al reportado por Garcés, (2017) de 4,63+0,05 % en alpacas
por el método de vagina artificial y superiores por Huanca, (2015) de 1.58+1.00% en
alpacas por el método de post copula en alpacas. Las diferencias se deberian a la

especie y el método de colecta.

4.1.2.2. Concentraciéon espermatica

El promedio de la filancia de llamas colectadas por el método de Electro eyaculacién
y Vagina artificial se muestra en el cuadro (30), se hallaron diferencias significativas
(p<0.05) entre métodos de colecta.

Tabla 30. Concentracidon espermatica (millones/ml) en fresco de llamas colectadas por

Electroeyaculacion y Vagina artificial.

Método N | Media £ D.S (%) | C.V (%) | Max (%) | Min (%)
millones/ml)

Electroeyaculacion | 16 | 101.71b 39.52 38.86 186.50 |49.51

Vagina artificial 16 | 146.20 a 64.83 44.35 262.50 |48.87

Letras diferentes muestran diferencias significativas (p<0.05).

La media de la concentracidén espermatica por el método de Electroeyaculacion
es superior al reporte por Laruta et al., (2015) de 39.14 £11.22 x 10%/ml, Rodriguez.,
(2013) de 84.39+71.93 x 10%/ml y Carretero, et al., (2012) de 77.0 + 83.6, Todos estos
estudios fueron realizados en llamas por el método por Electroeyaculacion las

diferencias serian el método de evaluacion, medio ambiente y la frecuencia de

coleccion.
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La media de la concentracién espermatica en semen de llamas colectadas por
vagina artificial es superior al reportado por Godoy, (2014) de 33.3x106+9.3 x 108/ml,
Giuliano et al., (2008) de 82.24 + 61.28 x 10%ml y Aller et al., (2003) de 75.2 + 20.4 x
10%/ml, ambos trabajos se realizaron en llamas utilizando el método de coleccién por
vagina artificial, las diferencias numéricas se deberian al método de evaluacién, medio

ambiente y el factor animal.

4.1.2.3. Vitalidad Espermatica.

No se ha encontrado diferencias significativas (p>0.05) del semen incubado

20 minutos con papaina sobre el semen fresco (cuadro 31).

Tabla 31. Vitalidad espermatica (%) de llama colectada por el método de

Electroeyaculacion.

Etapa | N Media (%) | D.S %) | C.V (%) | Max (%) | Min (%)
Fresco 16 64.56 a 13.54 | 20.97 81.00 33.00
Papaina | 16 61.32 a 12.85 | 20.96 75.8 33.2

Letras iguales muestran diferencias no significativas (p>0.05)

Los valores obtenidos de semen fresco por el método Electroeyaculacién son
inferiores al reportado por Laruta et al., (2016) de 86.67+ 5,77% y Giuliano et al.,
(2010) de 60.22+12.58% en llamas. Las diferencias estarian dadas por el tipo de la
tincion que usaron los autores para evaluar la vitalidad espermatica, ya que hay una
amplia gama de tonalidades que adoptan las células vivas o muertas que se observa
en los frotices e inclusive estas varian con la calibracion del microscopio, método de

evaluacion subjetiva.

Los valores obtenidos de semen degelificados con papaina por el método EE son
superiores al reportado por Giuliano et al., (2010) de 57.13+13.51% en semen diluido
con H-TALP-BSA y 63.41+14.64% en semen diluido en una solucion de 0.1%de

colagenasa en H-TALP-BSA ambos estudios evaluados en llamas por el método de
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Electroeyaculacion. Las diferencias estarian dadas al método de evaluacion y factor

animal.

se ha encontrado diferencias significativas (p<0.05) del semen fresco sobre el

semen incubado 20 minutos con papaina (cuadro 32).

Tabla 32. Vitalidad espermatica (%) de llama colectadas por vagina artificial

Etapa |N Media |+ D.S|CV (%) |Max (%) | Min (%)
(%) (%)

Fresco |16 7023a |13.57 19.33 | 9240 | 49.00

Papaina | 16 64.38b | 10.70 16.62 | 9120 | 47.30

Letras diferentes muestran diferencias significativas (p<0.05).

Los valores obtenidos de semen en fresco por el método de Vagina artificial,
son superiores a los reportados por Godoy, (2014) de 49.55£2.8%, Aller et al., (2003)
de 68.5£12.3% en llamas y Alarcén et al., (2012) de 70.8+12.7%, Quispe, (2018) de
60.78+11.19% en alpacas colectadas por el método de vagina artificial. Las

diferencias estarian dadas a la especie y el tipo de tincion.

4.1.2.4. Funcionalidad de la membrana espermatica (HOST)

se ha encontrado diferencias significativas (p<0.05) del semen fresco sobre el

semen incubado 20 minutos con papaina (cuadro 33).

Tabla 33. Funcionalidad de la membrana espermatica (HOST) de llama colectadas

por Electroeyaculacion.

Etapa N Media (%) +D.S (%) | C.V (%) | Max (%) | Min (%)
Fresco 16 57.33 a 8.91 15.55 71.3 45.30
Papaina 16 53.10 b 8.14 15.32 68.30 38.90

Letras diferentes muestran diferencias significativas (p<0.05).

Los valores obtenidos de semen fresco por el método de Electroeyaculacion

son superiores al reporte por Rodriguez, (2013) de 38.2+1.93%, Giuliano et al., (2010) de
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42.35+15.03%, Giuliano et al.,(2008), de 35.58.46+13.93%, Carretero et al., (2014)
de 30.4+12.8, todo estos estudios se evaluaron en llamas por el método de
Electroeyaculacion, las diferencias estarian dadas al método de evaluacion y al factor

animal.

En cuanto al semen degelificado con papaina es mayor al reportado por
Giuliano et al., (2010) de 38.27+16.04% en semen diluido con H-TALP-BSA y
50.51+£14.73% diluido en una solucién de 0.1%de colagenasa en H-TALP-BSA ambos
estudios evaluados en llamas por el método de Electroeyaculacion. Las diferencias

numeéricas se deberian al degelificante usado y el método de evaluacion.

se ha encontrado diferencias significativas (p<0.05) del semen fresco sobre el semen

incubado 20 minutos con papaina (cuadro 34).

Tabla 34. Funcionalidad de la membrana plasmatica (HOST) de llamas colectadas por

Vagina Artificial.
Etapa N Promedio (%) | £ D.S (%) | C.V (%) | Max (%) | Min (%)
Fresco 16 54.30 a 9.29 71.60 42.40 17.10
Papaina | 16 48.10 b 10.0 20.90 73.20 35.40

Letras diferentes muestran diferencias significativas (p<0.05)

Los valores obtenidos de semen en fresco por el método de Vagina artificial,
son superiores al reportado por Giuliano et al., (2008) de 29.46 £15.34%, (Giuliano et
al.,2003) de 35.58+13,93 en llamas estos estudios se realizaron en un medio
hipoosmoético de 50 mOsm con soluciones de citrato de sodio-fructuosa, las
diferencias estarian dadas al método de evaluacion, condiciones medio ambientales

y al factor animal.

4.1.2.5. Integridad Acrosomal

No se ha encontrado diferencias significativas (p>0.05) del semen incubado

20 minutos con papaina sobre el semen fresco (cuadro 35).
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Tabla 35. Integridad Acrosomal de los espermatozoides de llama colectadas por

Electroeyaculacion.

Etapa N Promedio * D.S|C.V (%) | Max (%) | Min (%)
(%) (%)

Fresco |16 |59.33a 7.16 12.06 72.30 49.00

Papaina | 16 | 59.18 a 6.90 11.67 71.60 48.00

Letras iguales muestran diferencias no significativas (p>0.05).
Los valores obtenidos de semen en fresco por el método de electroeyaculacion
son inferiores al reportado por Fumuso et al., (2014) de 81.52+£10.95% y Carretero et
al., (2014) de 48,8+ 10,8% en llamas, las diferencias estarian dada al método de

evaluacion y al factor animal.

Los valores obtenidos de semen degelificado con papaina por el método de
Electroeyaculacion, son superiores al reportado por carretero et al., (2015) de
55.4+13.1%, (2015) de 64.6+ 13.6 utilizando como degelificante la colagenasa al 0,1%
en medio HEPES-TALP (HT) en llamas las diferencias se deberian al tipo de

degelificante y las tinciones usadas.

No se ha encontrado diferencias significativas (p>0.05) del semen fresco sobre

el semen incubado 20 minutos con papaina (cuadro 36).

Tabla 36. Integridad Acrosomal de los espermatozoides de llama colectadas por

Vagina Artificial
Etapa N Media (%) +D.S (%) | C.V (%) | Max Min (%)
(%)
Fresco 16 | 67.35a 11.00 16.34 | 87.90 45.80
Papaina | 16 | 66.50 a 8.53 12.83 | 79.90 49.80

Letras diferentes muestran diferencias significativas (p<0.05).
Los valores obtenidos de semen fresco son inferiores al reportado por
Quispe, (2018) de 76.43+16.23% método de coleccion vagina artificial en

alpacas y Ccalta, (2018) de 68.15+4.81% por el método de Podst copula y
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76.92+2.41%, por el método de Desviacién del conducto deferente. Las

diferencias estarian dadas a la especie y el método de colecta.

4.2. PARAMETROS DE MOTILIDAD

Se ha encontrado diferencias significativas (p<0.05) del semen incubado 20

minutos con papaina sobre el semen fresco (cuadro 37).

Tabla 37. Parametros de motilidad espermatica de

Electroeyaculacion en fresco y degelificados con papaina.

llama colectadas por

VARIABLE N° | Fresco Papaina
Media *D. S Mediax D. S
VCL (uml/s) 16 60.82 +11.47 b 80.18+20.79 a
VSL (pm/s) 16 13.1£2.12b 18.915.72 a
VAP (um/s) 16 28.75£3.88 b 36+8.03 a
LIN (%) 16 22121475 b 23.97+5.08 a
STR (%) 16 45.6314.57 b 52.24+7.72 a
WOB (%) 16 48.01£5.78 b 45.7916.09 a
ALH (pm) 16 3.18£0.71 b 3.31x1.13 a
BCF (Hz) 16 3.68t1.2b 5.61+1.83 a

Letras diferentes muestran diferencias significativas (p<0.05).

Los resultados obtenidos en el presente estudio en semen fresco son
superiores al reportado por Rodriguez, (2013) en llamas por el método de
Electroeyaculacion, reporto valores promedio de VCL de 36.9 £ 8.8 um/s; VSL de 8.0
+ 2.3 um/s; VAP de 18.5 + 3.3 um/s; LIN de 22.2 £+ 5.5 %; STR de 43.0 £ 8.2 %; WOB
de 51.6 £ 9.7 %; ALH de 1.0 £ 0.8 um; BCF de 1.8 + 1.8 Hz, las diferencias estarian
dadas a la época de colecta y los animales usados, ya que el estudio se realiz6 en el

mismo centro experimental, utilizando el sistema ISAS-CASA.

Los resultados obtenidos en el presente estudio en semen degelificado con

papaina (20 minutos) son superiores al reportado por Cucho et al., (2018) VCL de

71



52.324+ 9.05 uym/s; VSL de 12.16 + 2.83 pym/s; VAP de 26.02 + 4.21 ym/s; LIN de 23.37
+4.00 %; STR de 46.49 + 5.39 %; WOB de 50.11 + 5.53 %; ALH de 1.67 £ 0.94 ym;
BCF de 3.66 + 2.69 Hz en llamas por el método de Electroeyaculacion en semen
incubado con papaina (20 minutos). Las diferencias estarian dadas por el tiempo de

incubacion.

Se ha encontrado diferencias significativas (p<0.05) del semen incubado 20 minutos

con papaina sobre el semen fresco (cuadro 38).

Tabla 38. Parametros de motilidad espermatica de llama colectadas por vagina

artificial en semen fresco y degelificados con papaina.

FRESCO PAPAINA
VARIABLE | \o | Mediat D. S Mediat D.s
VCL (umls) |16 | 56.06+13.87b | 66.93+13.06 a
VSL (umis) |16 | 14.072.77b 19.44+4.49 a
VAP (umis) |16 | 28.57+5.87b 34.96+8.07 a
LIN (%) 16 |  25.52+2.69 b 28.95+2.94
STR (%) 16 | 49.0£3.00 b 56 +3.40 a
WOB (%) |16 | 51.63.81b 51.95:4.42 a
ALH (um) |16 | 3.22:041b 3.466+0.56 a

Letras diferentes muestran diferencias significativas (p<0.05).

Los valores obtenidos en semen degelificados con papaina por el método de Vagina
artificial son mayores al reportado por Quispe, (2018) de VCL de 34.62+8.14 um/s;
VSL de 9.56+1.55um/s; VAP de 18.84£3.81 um/s; LIN de 28.18+3.30 %; STR de
51.504£4.59%; WOB de 54.76+5.233 %; ALH de 1.57+ 0.48 um; BCF de 1.36+0.49Hz)
evaluado por el método de post copula en alpacas y degelificado con papaina en TALP
por 20 minutos. Las diferencias se deberian al degelificante usado, por el método de

colecta y la especie
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4.26. SUBPOBLACIONES ESPERMATICAS EN SEMEN DE LLAMAS.

4.26.1. EVALUACION DEL ANALISIS DE LOS COMPONENTES PRINCIPALES
(PCA).

A. Evaluacion en semen fresco.

Para seleccionar a los componentes principales en semen fresco colectadas por
Electroeyaculacion y Vagina artificial, se ha utilizado la informacion de 30890
espermatozoides, y se ha seguido el criterio de elegir aquellos con un autovalor
(varianza extraida de los componentes principales) mayor a 0,9, estos se muestran
en el siguiente cuadro.

Tabla 39: Andlisis y los componentes principales y sus autovalores en semen
fresco colectado por Electroeyaculacion y Vagina Artificial.

N° Variable | Autovalor % | Acumulada
1 VCL 3.04 38.05 50.73
2 VSL 1.63 20.33 77.85
3 VAP 0.91 11.39 93.03
4 STR 0.32 3.98 98.34
5 ALH 0.05 0.64 99.19
6 BCF 0.05 0.61 1.00

Los resultados obtenidos por analisis de los principales componentes (PCA)
con 5 variables en semen fresco por el método de Electroeyaculacion y Vagina artificial
con 99% son similares al reportado por Meza, (2014) de 98% evaluadas en alpacas

en semen fresco colectadas por el método de Desviacion del conducto deferente.

B. Evaluacién en semen degelificado con papaina (20 minutos).

Para seleccionar a los componentes principales en semen degelificado con papaina
(20 minutos), colectadas por Electroeyaculacion y Vagina, se ha utilizado la

informacion de 33104 espermatozoides, y se ha seguido el criterio de elegir aquellos
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con un autovalor (varianza extraida de los componentes principales) mayor a 0,9,

estos se muestran en los siguientes cuadros.

Tabla 40: Analisis de los componentes principales y sus autovalores de semen de

llamas degelificados con papaina colectadas por Electroeyaculacion y Vagina

Artificial.
N° Variable | Autovalor % Acumulada
1 VCL 1.77 22.14 54 21
2 VSL 1.48 18.52 78.91
3 VAP 0.86 10.80 93.31
4 STR 0.33 4.07 98.73
5 ALH 0.04 0.53 99.45
6 BCF 0.03 0.41 1.00

Los resultados obtenidos por analisis de los principales componentes (PCA) con 5
variables en semen degelificado con papaina por el método de Electroeyaculacion y
Vagina artificial con 99% son superiores al reportado por Ampuero et al., (2018) de
88% con 3 variables, evaluadas en llamas en semen degelificado con papaina
colectadas por el método de Electroeyaculacion. Las diferencias estarian dadas por

el tiempo de incubacion con la papaina.

4.26.1. IDENTIFICACION DE SUBPOBLACIONES ESPERMATICAS.

Tras el analisis de grupos y variables realizado sobre 30890 espermatozoides
en semen fresco y 33103 en semen degelificados con papaina se identificaron 4

subpoblaciones espermaticas con distintos tipos de movimiento.

A. ldentificaciéon de subpoblaciones en semen fresco.

La VCL, VSL, VAP ALH y BCF, explican el 99% de la varianza de los componentes
principales, por ende, son los que se consideraron para el calculo de SPE. Se ha

identificado la existencia de 4 subpoblaciones espermaticas en semen de llama fresco,
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colectadas por el método de Electroeyaculacion y Vagina artificial, que se muestran
en el siguiente cuadro.

Tabla 41: Valores (Promedio + desviacion estandar) de los parametros de motilidad
en semen fresco de llamas, de acuerdo con su asignacion a sus subpoblaciones,

colectadas por Electroeyaculacion y Vagina artificial.

Variable SPE1 SPE2 SPE3 SPE4
N 4175 919 14914 10884
% 13.51% 2.97% 48.28% 35.23%
VCL (um/s) | 104.77+13.47 152.80+£22.48 36.66+10.76 68.27+10.49
VSL (um/s) 20.94+12.82 31.95+£19.05 10.51+6.04 15.2049.51
VAP (um/s) | 47.14+12.08 65.70+£18.30 19.85+6.43 33.25+9.05
ALH (um) 5.38+0.95 7.20+1.28 2.26+0.59 3.73+0.72
BCF (Hz) 4.89+2.43 4.92+2.60 3.48+2.12 4.67+2.28

No existen reportes acerca de este tema en semen fresco de llamas, pero si
realizaron estudios en alpacas colectados por Desviacién del conducto deferente
utilizando semen fresco Meza, (2014) hallé 3 SPE, este seria el trabajo mas proximo
al realizado y otros como: Quintero Moreno et al., (2003). En perro, equino, porcino y
conejo, reportando 4, 4, 3 y 4 subpoblaciones respectivamente; Abaigar et al., (2001).
En gacela reportando 4 subpoblaciones; Miro et al., (2004). en burros reporta 4
subpoblaciones. Mientras que en semen congelado holt, (1996). En mono titi reporta
3 subpoblaciones y Abaigar et al., (1999). Reporta 3 subpoblaciones; y en semen
refrigerado Thurston et al., (2001) y Rivera et al., (2000), En cerdos reportan 3 y 4
subpoblaciones.

SPE1, incluye a los espermatozoides con valores intermedios de VCL, VSL y VAP,
bajos en ALH y BCF, trayectorias mas lineales que los de la SPE4, esta poblacién
incluye al 13.51% de los espermatozoides moviles, esta SPE es calificada como

rapidos.
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SPE2, constituida por los espermatozoides con valores mas altos de VCL, VSL, VAP,
ALH y BCF, con trayectorias mayores que los de SPE1, esta poblacion agrupa al
2.97% de espermatozoides motiles, que poseen trayectorias circulares, esta SPE es
calificada como muy rapidos.

SPE3, muestra espermatozoides con valores bajos de VCL, VSL, VAP, ALH y BCF,
ésta incluye al 48.28% de los espermatozoides moviles. esta SPE es calificada como
lentos.

SPE4, presenta los valores de VCL, VSL, VAP, ALH y BCF con trayectorias similares
a SPE3, agrupa al 35.23% de espermas moviles. esta SPE es calificada como

intermedios.

B. Identificacion de subpoblaciones en semen incubado con papaina (20

minutos).

La VCL, VSL, VAP ALH y BCF, explican el 99% de la varianza de los componentes
principales, por ende, son los que se consideraron para el calculo de SPE. Se ha
identificado la existencia de 4 subpoblaciones espermaticas en semen de llama
degelificados con papaina (20 minutos), colectadas por el método de
Electroeyaculacion y Vagina artificial, que se muestran en el siguiente cuadro.

Tabla 42: Valores (promedio +desviacion estandar) de los parametros de motilidad de
los espermatozoides de llama degelificados con papaina (20 minutos) de acuerdo con
su asignacion a sus subpoblaciones colectadas por el método de Electroeyaculacién

y Vagina artificial.

Variable SPE1 SPE2 SPE3 SPE4
N 12346 2507 10575 6499
% 37.29% 7.57% 31.94% 19.63%
VCL (um/s) | 38.24+ 11.46 150.85+18.53 71.52+10.85 107.41+12.46
VSL (um/s) | 10.87+5.84 35.51+16.42 19.62+9.70 26.58+12.52
VAP (um/s) | 20.11+6.54 63.03+15.03 37.05+9.11 50.94+11.34
ALH (um) 2.21+0.63 6.99+1.10 3.64+0.74 5.22+0.91
BCF (Hz) 4.34+2.46 6.01+2.62 5.72+2.67 5.85+2.49
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SPE1, incluye a los espermatozoides con valores bajos de VCL, VSL, VAP, ALH y
BCF, esta poblacion incluye al 37.29% de los espermatozoides moviles, esta SPE es
calificada como lentos.

SPE2, constituida por los espermatozoides con valores mas altos de VCL, VSL, VAP,
ALH y BCF, con trayectorias mayores que los de SPE1, esta poblaciéon agrupa al
7.57% de espermatozoides motiles, que poseen trayectorias circulares, esta SPE es
calificada como muy rapidos.

SPE3, muestra espermatozoides de VCL, VSL, VAP, ALH y BCF con valores mas
altos que SPE1, esta incluye al 31.94% de los espermatozoides moviles, esta SPE es
calificada como intermedios.

SPE4, presenta valores intermedios de VCL, VSL, VAP y similares a SPE3 en ALH y
BCF, agrupa al 19.63% de espermas moviles, esta SPE es calificada como rapidos.
Los resultados obtenidos en semen degelificados con papaina (20 minutos)
colectadas por el método de Electroeyaculacion y Vagina artificial en llamas son
similares al reportado por Ampuero et al., (2018), hallo 4 SPE en llamas colectados
por Electroeyaculacion e incubados (60 minutos). Algunas diferencias numéricas

estarian dadas por el tiempo de incubacién con la papaina.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES

En sustento a los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion

se concluye lo siguiente:

1. Se hallo diferencias significativas (p<0,05) para el volumen, concentracion
siendo el método de coleccion por vagina artificial mayor al método por
Electroeyaculacion. Se hall6 diferencias significativas (p<0,05) para la motilidad total,
motilidad progresiva, motilidad no progresiva, parametros de motilidad, funcionalidad
de la membrana plasmatica en semen incubado con papaina a 20 minutos sobre el
semen fresco por el método de vagina artificial y Electroeyaculacion, en vitalidad solo
se hallé diferencias por el método de vagina artificial entre tratamientos. No se hallé
diferencias significativas (p>0,05) para el pH y filancia entre métodos de colecta y para
la integridad acrosomal entre tratamientos.

2. Se hallo diferencias significativas (p<0,05) en los parametros de motilidad
siendo mejor en semen incubado con papaina (20 minutos) sobre el semen fresco por
el método de vagina artificial y Electroeyaculacion.

3. Se identifico las SPE en semen fresco y degelificado con papaina (20 minutos)
de llama, hallandose que el VCL, VSL, VAP, ALH Y BCF explican el 99% de varianza
de los componentes principales, e identificandose 4 SPE en funcién a los parametros

de motilidad de los espermatozoides de llama en fresco y degelificados.
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RECOMENDACIONES:

1.

Se recomienda usar como degelificante la papaina para mejorar los parametros
de motilidad.
Se recomienda el uso de método de vagina artificial ya que se obtuvo mejores

resultados en las caracteristicas microscopicas.

. Se recomienda realizar trabajos complementarios a este estudio, donde se

determine todas las caracteristicas microscopicas en el semen fresco y crio
preservado de llamas.
Se recomienda utilizar el semen colectado por el método de Electroeyaculacion

y Vagina artificial para trabajos de fecundacion in vitro.
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ANEXOS

Anexo 1: ANVA para la filancia de semen de Illamas colectadas por

Electroeyaculacion y vagina artificial.

Fuente DF| TipolSS|Cuadrado de la media|F-Valor| Pr>F
ANI 6]1.14843750 0.19140625 0.69|0.6624
MET 110.28125000 0.28125000 1.01|0.3265
COoL 310.21093750 0.07031250 0.25|0.8588
Error 21|5.85156250

Total corregido | 31|7.49218750

CV=22.24990

Anexo 2: ANVA para el PH de semen de llamas colectadas por Electroeyaculacion y

Vagina artificial.

Fuente DF Tipo | SS | Cuadrado de la media | F-Valor | Pr>F
ANI 6|18.62093750 3.10348958 4.45)10.0047
MET 1| 0.78125000 0.78125000 1.12|0.3019
CoL 3| 5.11343750 1.70447917 2.44/0.0924
Error 21/14.64406250
Total corregido | 31 |39.15968750

CV=7.296679

Anexo 3: ANVA para el volumen de semen de llamas colectadas por

Electroeyaculacion y Vagina Artificial.
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Fuente DF Tipo | SS | Cuadrado de la media | F-Valor| Pr>F
ANI 6| 136.8084375 22.8014063| 17.54|<.0001
MET 1| 57.7812500 57.7812500| 44.44|<.0001
CoL 3| 28.3509375 9.4503125 7.27|0.0016
Error 21| 27.3065625
Total corregido | 31 |250.2471875

CV=19.62883

Electroeyaculacion y Vagina artificial.

Anexo 4: ANVA para la Concentracion de semen de llamas colectadas por

Fuente DF Tipo | SS | Cuadrado de la media | F-Valor| Pr>F
ANI 6|24813.14375 4135.52396 1.30|0.3011
MET 1| 404.70125 404.70125 0.13]0.7251
CoL 3110190.13250 3396.71083 1.07 {0.3847
Error 21| 66920.9425
Total corregido | 31 |102328.9200

CV=45.54334

Anexo 5: ANVA para la motilidad total de semen colectado por Electroeyaculacion

Fuente DF Tipo | SS | Cuadrado de la media | F-Valor | Pr>F
ANI 3| 709.098438 236.366146 1.13]0.3670
COL 3| 207.235937 69.078646 0.33|0.8027
TRAT 112791.912813 2791.912813| 13.40/0.0023
ANI*COL 914951.165313 550.129479 2.64|0.0466
Error 15| 3125.88219

Total corregido

31

11785.29469

CV=26.72 % R-Cuadrado: 0.73
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Anexo 6: ANVA para la motilidad no progresiva de semen de llamas colectadas por

Electroeyaculacion

Fuente |DF Tipo | SS | Cuadrado de la media | F-Valor| Pr>F
ANI 3| 564.092500 188.030833 0.82]0.5018
COL 3| 287.005000 95.668333 0.42]0.7425
TRAT 111997.120000 1997.120000 8.73]0.0098
ANI*COL | 93508.262500 389.806944 1.70|0.1736
Error 15/1815.437188

Total 31|7998.472188

CV=24.85298

R-Cuadrado: 0.65

Anexo 7: ANVA para la motilidad progresiva de semen de llamas colectadas por

Electroeyaculacion

Fuente DF Tipo | SS | Cuadrado de la media | F-Valor | Pr>F
ANI 3| 564.092500 188.030833 0.82|0.5018
COL 3| 287.005000 95.668333 0.42|0.7425
TRAT 111997.120000 1997.120000 8.73|0.0098
ANI*COL 913508.262500 389.806944 1.70/0.1736
Error 15| 14.63500000
Total corregido| 31|71.03500000
CV=40.11202

R-Cuadrado: 0.63

Anexo 8: ANVA para velocidad curvilinea VCL) de semen de llamas colectadas por

Electroeyaculacion



Fuente DF Tipo | SS | Cuadrado de la media | F-Valor | Pr>F
ANI 311953.325938 651.108646 2.33|0.1153
COL 3| 299.728437 99.909479 0.36|0.7841
TRAT 1{3001.187813 3001.187813| 10.75|0.0051
ANI*COL 912014.460312 223.828924 0.80|0.6210
Error 15| 4185.92719

Total corregido | 31| 11454.62969

CV=23.69419
R-Cuadrado: 0.63

Anexo 9: ANVA para la velocidad rectilinea (VSL) de semen de llamas colectadas por

Electroeyaculacion

Fuente DF Tipo | SS | Cuadrado de la media | F-Valor| Pr>F
ANI 3| 93.9984375 31.3328125 2.39|0.1096
COL 3| 39.9909375 13.3303125 1.02|0.4130
TRAT 1]267.3828125 267.3828125| 20.39|0.0004
ANI*COL 91227.9153125 25.3239236 1.93|0.1249
Error 151196.7421875
Total corregido | 31|826.0296875
CV=22.63956

R-Cuadrado: 076



Anexo 10: ANVA para la velocidad media (VAP) se semen de llamas colectadas por

Electroeyaculacion.

Fuente DF Tipo | SS | Cuadrado de la media | F-Valor | Pr>F
ANI 31277.3525000 92.4508333 3.04|0.0616
CoL 3| 5.6425000 1.8808333 0.06|0.9791
TRAT 11421.9512500 421.9512500| 13.88|0.0020
ANI*COL 91456.6350000 50.7372222 1.670.1829
Error 15| 456.098750

Total corregido| 31|1617.680000

CV=17.03233
R-Cuadrado: 0.71

Anexo 11: ANVA para el indice de linealidad (LIN) de semen de llamas colectadas

por Electroeyaculacion.

Fuente DF Tipo | SS | Cuadrado de la media | F-Valor | Pr>F
ANI 31141.6009375 47.2003125 2.85|0.0726
COL 3| 26.4659375 8.8219792 0.53|0.6667
TRAT 1| 27.1953125 27.1953125 1.64|0.2194
ANI*COL 91309.9878125 34.4430903 2.08|0.1008
Error 15|248.3496875
Total corregido | 31|753.5996875

CV=17.65526
R-Cuadrado: 0.63
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Anexo 12: ANVA para el indice de rectitud (STR) de semen de llamas colectadas

por Electroeyaculacion

Fuente DF Tipo | SS | Cuadrado de la media | F-Valor | Pr>F
ANI 3| 99.3250000 33.1083333 0.97|0.4314
CoL 31169.8075000 56.6025000 1.66|0.2173
TRAT 11349.8012500 349.8012500| 10.28|0.0059
ANI*COL 91425.6775000 47.2975000 1.39|0.2752
Error 15| 510.388750

Total corregido| 31| 1555.000000

CV=11.92269
R-Cuadrado: 0.67

Anexo 13: ANVA para el indice de oscilacion (WOB) de semen de llamas colectadas

por electroeyaculacion

Fuente DF Tipo | SS | Cuadrado de la media | F-Valor| Pr > F
ANI 3(237.9059375 79.3019792 2.76|0.0788
COL 3| 41.7784375 13.9261458 0.48|0.6983
TRAT 1| 39.3828125 39.3828125 1.37|0.2602
ANI*COL 91344.2578125 38.2508681 1.33|0.3005
Error 15| 431.482187

Error corregido| 31|1094.807188

CV=11.43342
R-Cuadrado: 0.67



(ALH) de semen de llamas colectadas por Electroeyaculacion.

Anexo 14: ANVA para la amplitud media del desplazamiento lateral de la cabeza

Fuente DF Tipo | SS | Cuadrado de la media | F-Valor | Pr>F
ANI 3| 3.48843750 1.16281250 1.71/0.2070
CoL 3| 1.16843750 0.38947917 0.57|0.6409
TRAT 1] 0.16531250 0.16531250 0.24|0.6288
ANI*COL 9111.77781250 1.30864583 1.93|0.1254
Error 15110.17968750

Total corregido | 31|26.77968750

CV=25.32333 R-Cuadrado: 0.62

Anexo 15: ANVA para la frecuencia de batido de la cabeza (BCF) de semen de llamas

colectadas por Electroeyaculacion.

Fuente DF Tipo | SS | Cuadrado de la media | F-Valor | Pr>F
ANI 3| 2.26093750 0.75364583 0.35|0.7913
coL 3110.87093750 3.62364583 1.67 | 0.2155
TRAT 129.45281250 29.45281250 | 13.590.0022
ANI*COL 9126.31531250 2.92392361 1.35]0.2922
Error 15| 32.5121875

Total corregido | 31|101.4121875

CV=31.76774 R-Cuadrado: 0.68

Anexo 16: ANVA para la vitalidad espermatica en semen de llamas colectadas por

Electroeyaculacion

Fuente DF Tipo | SS | Cuadrado de la media | F-Valor | Pr>F
ANI 3| 851.112554 283.704185 2.36|0.1157
COL 311021.091780 340.363927 2.83|0.0767
TRAT 1| 155.376033 155.376033 1.29|0.2749
ANI*COL 911409.742550 156.638061 1.30(0.3176
Error 14|1684.768767

Total corregido | 30 |5122.091684

CV=17.44260

R-Cuadrado: 0.67




Anexo 17: ANVA para la funcionalidad de la membrana (HOST) de semen de llamas

colectadas por Electroeyaculacion

Fuente DF Tipo | SS | Cuadrado de la media | F-Valor | Pr>F
ANI 3| 665.039650 221.679883| 12.97|0.0002
CoL 3| 230.716150 76.905383 4.50|0.0192
TRAT 1| 142.974050 142.974050 8.37/0.0112
ANI*COL 911032.948950 114.772106 6.72|0.0007
Error 15| 256.292750

Total corregido | 31|2327.971550

CV=7.486439
R-Cuadrado: 0.89

Anexo 18: ANVA para la reaccion acrosomal de semen de llamas colectadas por

Electroeyaculacion

Fuente DF Tipo | SS | Cuadrado de la media | F-Valor | Pr>F
ANI 31412.2466000 137.4155333| 12.34|0.0002
COL 31415.4331000 138.4777000| 12.44|0.0002
TRAT 1] 0.1922000 0.1922000 0.02|0.8972
ANI*COL 91488.2413000 54.2490333 4.870.0036
Error 15| 166.997000

Total corregido | 31| 1483.110200

CV=5.631214
R-Cuadrado: 0.89
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Anexo 19: ANVA para la Motilidad total de semen de llamas colectadas por Vagina
Artificial

Fuente DF Tipo | SS | Cuadrado de la media | F-Valor | Pr>F
ANI 313904.310938 1301.436979| 10.35|0.0006
CoL 3| 809.083438 269.694479 2.15/0.1372
TRAT 1| 849.750312 849.750312 6.76|0.0201
ANI*COL 911696.125312 188.458368 1.50|0.2345
Error 15| 1885.594687
Total corregido | 31|9144.864688
CV=23.99386

R-Cuadrado: 0.79

Anexo 20: ANVA para la Motilidad no progresiva (MNP) se semen de llamas

colectadas por Vagina Atrtificial

Fuente DF Tipo | SS Cuadrado de la media| F-Valor| Pr>F
ANI 3| 3377.965938 1125.988646 9.30| 0.0010
coL 3 715.810937 238.603646 1.97| 0.1616
TRAT 1 609.877812 609.877812 5.04| 0.0403
ANI*COL 9 1479.380313 164.375590 1.36| 0.2883
Error 15 1815.437188

Total corregido 31 7998.472188

CV=24.85298
R-Cuadrado: 0.77



por Vagina Atrtificial

Anexo 21: ANVA para la Motilidad progresiva (MP) en semen de llamas colectadas

Fuente DF Tipo | SS | Cuadrado de la media | F-Valor | Pr>F
ANI 3119.82750000 6.60916667 6.77|0.0042
COL 3| 6.32750000 2.10916667 2.16|0.1351
TRAT 1119.84500000 19.84500000| 20.34|0.0004
ANI*COL 9110.40000000 1.15555556 1.180.3708
Error 15| 14.63500000

Total corregido| 31|71.03500000

CV=40.11202
R-Cuadrado: 0.75

Anexo 22: ANVA para la velocidad curvilinea (VCL) de semen de llamas colectadas

por Vagina Artificial.

Fuente DF Tipo | SS Cuadrado de la media| F-Valor| Pr>F
ANI 3| 2491.708438 830.569479 8.12| 0.0019
coL 3 299.363437 99.787812 0.98| 0.4304
TRAT 1 942.865312 942.865312 9.21| 0.0083
ANI*COL 9| 1124.252812 124.916979 1.22| 0.3519
Error 15| 1534.879687

Total, corregido 31| 6393.069687

CV=16.44896

Anexo 23: ANVA para la velocidad rectilinea (VSL) de semen de llamas colectadas

por Vagina Atrtificial.

Fuente DF Tipo | SS | Cuadrado de la media | F-Valor | Pr>F
ANI 31139.5534375 46.5178125 5.02|0.0131
CoL 3| 18.1834375 6.0611458 0.65|0.5924
TRAT 11230.5878125 230.5878125| 24.91|0.0002
ANI*COL 91121.4403125 13.4933681 1.46|0.2493
Error 15(138.8671875

Total corregido| 31|648.6321875

CV=18.14824 R-Cuadrado:0.70



Anexo 24: ANVA para la velocidad media (VAP) de semen de llamas colectadas por

Vagina Artificial
Fuente DF Tipo | SS | Cuadrado de la media | F-Valor | Pr>F
ANI 31536.7484375 178.9161458 5.38|0.0102
CoL 3| 42.0284375 14.0094792 0.420.7402
TRAT 11328.3203125 328.3203125 9.88|0.0067
ANI*COL 91418.2303125 46.4700347 1.40|0.2718
Error 15| 498.444688
Total corregido| 31|1823.772188

CV=18.14703 R-Cuadrado:0.75

Anexo 25: ANVA para el indice de linealidad (LIN) de semen de llamas colectadas

por Vagina Atrtificial.

Fuente DF Tipo | SS | Cuadrado de la media | F-Valor | Pr>F
ANI 31103.7009375 34.5669792 4.8410.0149
coL 3| 5.5709375 1.8569792 0.26 | 0.8529
TRAT 1| 93.5028125 93.5028125| 13.10|0.0025
ANI*COL 9| 23.0653125 2.5628125 0.36 | 0.9376
Error 15(107.0321875

Total corregido | 31| 332.8721875

CV=9.808309

Anexo 26: ANVA para el indice de rectitud (STR) de semen de llamas colectadas por

Vagina Atrtificial.
Fuente DF Tipo | SS | Cuadrado de la media | F-Valor| Pr>F
ANI 3| 48.2384375 16.0794792 1.5410.2445
COL 3| 46.6234375 15.5411458 1.49|0.2572
TRAT 11316.8903125 316.8903125| 30.41|<.0001
ANI*COL 9| 56.4103125 6.2678125 0.60|0.7774
Error 15]156.3146875
Total corregido | 31|624.4771875

CV=6.141919 R-Cuadrado:0.75



por Vagina Atrtificial.

Anexo 27: ANVA para el indice de oscilacion (WOB) de semen de llamas colectadas

Fuente DF Tipo | SS | Cuadrado de la media | F-Valor | Pr>F
ANI 31170.1909375 56.7303125 3.61|0.0382
CoL 3| 23.5784375 7.8594792 0.50|0.6875
TRAT 1] 0.9453125 0.9453125 0.06 | 0.8095
ANI*COL 9| 79.3878125 8.8208681 0.56|0.8075
Error 15|235.4796875

Total corregido| 31|509.5821875

CV=7.651249

(ALH) de semen de llamas colectadas por Vagina Artificial.

Anexo 28: ANVA para la amplitud media del desplazamiento lateral de la cabeza

Fuente DF| Tipo|SS | Cuadrado de la media|F-Valor| Pr>F
ANI 312.70593750 0.90197917| 10.57|0.0005
CcoL 311.49093750 0.49697917 5.83|0.0076
TRAT 110.47531250 0.47531250 5.57|0.0322
ANI*COL 9(1.68031250 0.18670139 2.19/0.0865
Error 1511.27968750

Total corregido | 31|7.63218750

CV=8.75975 R-Cuadrado:0.83

por Vagina Atrtificial.

Anexo 29: ANVA para la frecuencia de batido (BCF) de semen de llamas colectadas

Fuente DF Tipo | SS | Cuadrado de la media | F-Valor| Pr>F
ANI 3| 2.64093750 0.88031250 0.85]0.4882
COL 31 12.99593750 4.33197917 4.18|0.0245
TRAT 1] 53.30281250 53.30281250| 51.44|<.0001
ANI*COL 91 10.45781250 1.16197917 1.12| 0.4055
Error 15| 15.54218750

Total corregido | 31| 94.93968750

CV=19.4003

R-Cuadrado: 0.83




Anexo 30: ANVA para la Vitalidad espermatica de semen de llamas colectadas por

Vagina Artificial.
Fuente DF Tipo | SS | Cuadrado de la media | F-Valor| Pr>F
ANI 3(2676.865938 892.288646| 19.86|<.0001
COoL 3| 10.055938 3.351979 0.07|0.9727
TRAT 1| 274.365312 274.365312 6.11{0.0259
ANI*COL 9(1120.102812 124.455868 2.77|0.0392
Error 15| 673.819687
Total corregido| 31|4755.209688

CV=9.958433

R-Cuadrado:0.85

colectadas por Vagina Artificial

Anexo 31: ANVA para la Funcionalidad de la membrana de semen de llamas

Fuente DF Tipo | SS | Cuadrado de la media | F-Valor | Pr>F
ANI 311387.451250 462.483750 | 26.64 | <.0001
CcoL 3| 57.756250 19.252083 1.11(0.3765
TRAT 1| 310.005000 310.005000 | 17.85|0.0007
ANI*COL 911100.551250 122.283472 7.04 1 0.0005
Error 15| 260.455000

Total corregido | 31 | 3116.218750

CV=8.139613

R-Cuadrado: 0.91

Anexo 32: ANVA para la Reaccion acrosomal de semen de llamas colectadas por

Vagina Artificial.
Fuente DF Tipo | SS | Cuadrado de la media | F-Valor| Pr>F
ANI 312122.791250 707.597083| 30.05|<.0001
COL 3| 89.936250 29.978750 1.2710.3193
TRAT 1 5.780000 5.780000 0.25]0.6275
ANI*COL 9| 343.231250 38.136806 1.62|0.1965
Error 15| 353.190000
Total corregido | 31|2914.928750

CV=7.249860

R-Cuadrado:0.87
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Anexo 33: Procedimiento PRINCOMP en semen fresco de llamas colectadas por

Electroeyaculacion y Vagina artificial.

Procedimiento PRINCOMP
Observaciones 30890

Variables

6

Estadisticos simples

VCL VSL VAP STR ALH BCF
Medi 60.464567 14.212437 29.627471 48.748926 3.3501197 4.1347232
a 82 68 67 51 80 11
StD  30.798332 10.246911 14.475843 23.207486 1.4679376 2.3288134
36 02 44 34 79 19
Matriz de correlacién

VCL VSL VAP STR ALH BCF

VCL 1.0000 0.3999 0.7779 -.2425 0.9413 0.2763

VSL 0.3999 1.0000 0.6734 0.6172 0.3180 0.1307

VAP 0.7779 0.6734 1.0000 -.0683 0.7143 0.2192

STR -.2425 0.6172 -.0683 1.0000 -.2787 -.0934

ALH 0.9413 0.3180 0.7143 -.2787 1.0000 0.1909

BCF 0.2763 0.1307 0.2192 -.0934 0.1909 1.0000

Autovalores de la matriz de correlacion

Autovalor

1 3.04406365
2 1.62672568
3 0.91103390
4 0.31848080
5 0.05085993
6 0.04883604

Prin1 Prin2 Prin3
VCL 0.539359 -.163369 -.093353
VSL 0.355115 0.595225 0.007655 -.225382

0.5073
0.7785
0.9303
0.9834
0.9919
1.0000

Prin5 Prin6

Diferencia Proporcion Acumulada
1.41733797 0.5073
0.71569179 0.2711
0.59255309 0.1518
0.26762088 0.0531
0.00202388 0.0085
0.0081
Autovectores

Prin4

0.332963

-.388800 0.641606
-.572347 -.375718
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Autovectores
Prin1 Prin2 Prin3 Prin4 Prin5 Prin6
VAP 0.525091 0.083037 -.095640 -.626985 0.521677 0.207316
STR -.053527 0.747770 0.054192 0.461510 0.401314 0.246970
ALH 0.513298 -.209952 -.186690 0.480361 0.292105 -.584397
BCF 0.202296 -.094248 0.971746 0.038603 0.052240 -.041045

Grafico de sedimentacidn “arianza explicada

0.8 r—

0.6

Autavalar
Froporcidn

0.4

0.2

1 2 3 4 3 6 1 2 3 4 3 6

Componente principal Componente principal

@ Acumulada
—a—— Proporcion

Anexo 34: Procedimiento PRINCOMP en semen de llamas degelificados con papaina

( 20 minutos) colectadas por Electroeyaculacion y Vagina artificial.

Procedimiento PRINCOMP
Observaciones 33103

Variables 6

Estadisticos simples

VCL VSL VAP STR ALH BCF

Medi 72.403685 19.012908 35.561199 53.395583 3.6852158 5.2591366
a 47 20 89 78 41 34
StD  36.413726 12.530326 17.044566 21.445292 1.6655060 2.6654827
74 25 67 65 73 56
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VCL
VSL
VAP
STR
ALH
BCF

Matriz de correlacién

VCL VSL VAP

VCL 1.0000 0.5627 0.8143
VSL 0.5627 1.0000 0.7540
VAP 0.8143 0.7540 1.0000
STR -.0962 0.5958 0.0066
ALH 0.9510 0.4555 0.7225
BCF 0.2431 0.2937 0.2374

STR ALH
-.0962 0.9510
0.5958 0.4555
0.0066 0.7225
1.0000 -.1566
-.1566 1.0000
0.1472 0.1471

BCF
0.2431
0.2937
0.2374
0.1472
0.1471
1.0000

Autovalores de la matriz de correlacion

Autovalor Diferencia Proporcion Acumulada
3.25285185 1.77125029
1.48160156 0.61749647
0.86410509 0.53857663

0.04275567 0.00959830

0.03315737

Prin1 Prin2
0.516068 -.237555
0.443328 0.435302
0.510217 -.058023
0.076669 0.765649
0.479072 -.315786
0.203529 0.254508

1
2
3
4 0.32552846 0.28277279
5
6

0.5421
0.7891
0.9331
0.9873
0.9945
1.0000

Prin4 Prin5 Prin6
0.303518 0.237534 -.727000
-.278100 -.685997 -.164275
-.626393 0.504157 0.285939

0.5421

0.2469

0.1440

0.0543

0.0071

0.0055

Autovectores

Prin3
-.012898
-.197623
-.089492
-.240907

-.070115
0.943301

0.409224 0.411632 0.113856
0.519451 -.222161 0.588785
0.029582 -.004027 0.055613
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Autovalor

Anexo 35: Procedimiento FACTCLUS en semen fresco de llamas colectadas por

Grafico de sedimentacian

0.8

0.8

0.4

Proparcian

0.2

2 3 4 ] i 1

Componente principal

Electroeyaculacion y Vagina artificial

Procedimiento FASTCLUS

“arianza explicada

a7

2

Componente principal

&

3

Fl

Acumulada

——a—— Proporcion

Replace=FULL Radius=0 Maxclusters=4 Maxiter=10 Converge=0.02

Semillas iniciales

Cluster VCL VSL VAP

1

2
3
4

137.7000000 105.7000000 121.8000000
274.8000000 43.1000000 97.0000000

7.1000000  6.6000000  6.8000000
161.4000000  2.7000000 31.0000000

ALH

]

BCF

6.2000000 6.3000000
11.8000000 0.0000000
0.6000000 1.0000000
7.2000000 7.3000000

Distancia minima entre las semillas inic 137.5579

Historia de iteracion

Iteracion Criterio Cambio relativo en valores germinales
del conglomerado

1 2
1 24.0803 0.4455 0.3916
2 10.0569 0.1270 0.2544
3 94623 0.0941 0.1222
4 89683 0.0705 0.0342

3
0.3289
0.0130
0.0125
0.0128

4
0.4294
0.0565
0.0536
0.0451
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Iteracion

Historia de iteracion

8.5933
8.3135
8.1297
8.0107
7.9206
7.8477

© ©W 00 N O O

Criterio Cambio relativo en valores germinales

del conglomerado

1
0.0523
0.0383
0.0275
0.0237
0.0214
0.0202

2
0.0230
0.0296
0.0210
0.0211
0.0264
0.0268

3 4
0.0121  0.0365
0.0104 0.0281

0.00860 0.0215
0.00709 0.0175
0.00586  0.0142
0.00478 0.0121

WARNING: lteration limit reached without convergence.

Criterio basado en las semillas 7.7852

Resumen de conglomerados

Cluster Frecuencia Desviacion

A WO DN =

estandar
RMS

Distancia
maxima
de la
semilla
ala

observacion

4175 9.9893
919 15.5700
14914 6.3027
10884 7.5940

75.5501

123.6
36.0012
50.9479

Radio Conglomerado Distancia
sobrepasado mas préximo entre
Centroides

del cluster

4 39.5014

1 52.7404

4 34.7077

34.7077

Estadisticos para variables

Variable

VCL 30.79751
VSL 10.24670
VAP 14.47562
ALH 1.46802
BCF 2.32896

OVER-ALL 15.94118

11.58598
9.08618
8.86510
0.72900
2.24091
7.75804

Total STD STD interior R-cuadrado RSQ/(1-RSQ)

0.858488 6.066561
0.213765 0.271884
0.624983 1.666548
0.753427 3.055592
0.074273 0.080232
0.763178 3.222588

Estadistico Pseudo F 33179.77

106



R-cuadrado general aproximado esperado = 0.73602

Criterio de agrupamiento cub 27.523

Medias del cluster

Cluster VCL VSL VAP ALH BCF
1 104.7700359 20.9437844 47.1474970 5.3870659 4.8924551
2 152.8603917 31.9544070 65.7040261 7.2014146 4.9203482
3 36.6646507 10.5123240 19.8532623 2.2633968 3.4824728
4 68.2795112 15.2032525 33.2529309 3.7324237 4.6714627

Desviaciones estandar del cluster

Cluster VCL VSL VAP ALH BCF

B WO N

13.47047581 12.82351245 12.08986467 0.95930636 2.43969589
22.48443418 19.05019169 18.30983090 1.28492523 2.60042092
10.76052626 6.04751806 6.43419336 0.59608843 2.12174670
10.49191859 9.51422920 9.05442647 0.72745654 2.28700825
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Anexo 36: Procedimiento FASTCLUS de semen de llamas degelificados con papaina

(20 minutos) colectadas por el método de Electroeyaculacion y Vagina artificial.

Procedimiento FASTCLUS
Replace=FULL Radius=0 Maxclusters=4 Maxiter=10 Converge=0.02

Semillas iniciales

Cluster VCL VSL VAP ALH BCF
1 0.0000000 54.4000000  0.0000000 0.0000000 0.0000000
2 239.1000000 55.4000000 87.6000000 9.1000000 10.0000000
3 103.7000000 2.5000000 16.4000000 4.4000000 3.0000000
4 118.9000000 85.0000000 101.3000000 4.7000000 8.9000000

Distancia minima entre las semillas inic 117.2375

Historia de iteracion

Iteracion Criterio Cambio relativo en valores germinales
del conglomerado

1 2 3 4
1 22.9988 0.4781 0.5027 0.3104 0.4232
2 9.8427 0.0632 0.1289 0.0171 0.1518
3 8.7745 0.0167 0.0533 0.00910 0.0583
4 85674 0.00315 0.0423 0.00882 0.0350
5 8.4720 0.00131 0.0316 0.0107 0.0264
6 8.4022 0.00301 0.0256 0.0114 0.0224
7 8.3464 0.00355 0.0209 0.0106 0.0186
8 8.3038 0.00353 0.0152 0.00974 0.0152

Criterio de convergencia satisfecho.

Criterio basado en las semillas 8.2726
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Resumen de conglomerados

Clust Frecuenc Desviaci Distancia Radio Conglomera Distancia
er ia on maxima sobrepasa do entre
estandar de la do mas Centroid
RMS semilla préximo es del
ala cluster

observaci

on
1 12346 6.5551 61.7462 3 38.4053
2 2507 13.0201 110.7 4  46.0024
3 10575 7.7840 42.8473 1 38.4053
4 6499 9.4650 66.1777 3 39.1389

Estadisticos para variables
Variable  Total STD STD interior R-cuadrado RSQ/(1-RSQ)

VCL 36.50459 12.18439 0.888603 7.976940
VSL 12.50149 9.87418 0.376211 0.603106
VAP 16.98541 9.38420 0.694788 2.276414
ALH 1.66890 0.77693 0.783297 3.614611
BCF 2.65195 2.55404 0.072567 0.078245

OVER-ALL 18.90606 8.26013 0.809133 4.239249
Estadistico Pseudo F 45109.84
R-cuadrado general aproximado esperado = 0.73364

Criterio de agrupamiento cub 105.594

Aviso: los dos valores anteriores no son validos para variables correlacionadas.

Medias del cluster

Cluster VCL VSL VAP ALH BCF
1 38.2462498 10.8704277 20.1121335 2.2118824 4.3484205
2 150.8522138 35.5104507 63.0399681 6.9972876 6.0188672
3 71.5234421 19.6261371 37.0525957 3.6485957 5.7224019
4 107.4122019 26.5855670 50.9423758 5.2215418 5.8599631
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Cluster
1

2
3
4

Desviaciones estandar del cluster

VCL

VSL

11.46279632 5.84232981
18.53554463 16.42776573
10.85893531 9.70483197
12.46330621 12.52211897

Cluster VCL

A W DN

VAP

ALH

BCF

6.54663034 0.63113794 2.46154933
15.03564500 1.10309757 2.62576235
9.11771185 0.74694489 2.67600323
11.34652164 0.91188117 2.49462526

Procedimiento FASTCLUS
Replace=FULL Radius=0 Maxclusters=4 Maxiter=10 Converge=0.02

Semillas iniciales
VAP

VSL
137.7000000 105.7000000 121.8000000
274.8000000 43.1000000 97.0000000

7.1000000  6.6000000

6.8000000
161.4000000  2.7000000 31.0000000

ALH

Distancia minima entre las semillas inic 137.5579

Historia de iteracion

Iteracion Criterio Cambio relativo en valores germinales
del conglomerado

1 24.0803
2 10.0569
3 9.4623
4 8.9683
5 8.5933
6 8.3135
7 8.1297
8 8.0107
9 7.9206
0 7.8477

1
0.4455
0.1270
0.0941
0.0705
0.0523
0.0383
0.0275
0.0237
0.0214
0.0202

2
0.3916
0.2544
0.1222
0.0342
0.0230
0.0296
0.0210
0.0211
0.0264
0.0268

3
0.3289
0.0130
0.0125
0.0128
0.0121
0.0104

0.00860
0.00709
0.00586
0.00478

4
0.4294
0.0565
0.0536
0.0451
0.0365
0.0281
0.0215
0.0175
0.0142
0.0121

BCF

6.2000000 6.3000000
11.8000000 0.0000000
0.6000000 1.0000000
7.2000000 7.3000000
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Criterio basado en las semillas 7.7852

Resumen de conglomerados

Clust Frecuenc Desviaci Distancia Radio Conglomera Distancia
er ia on maxima sobrepasa do entre
estandar de la do mas Centroid
RMS semilla préximo es del
ala cluster
observa’ci
6n
1 4175 9.9893 75.5501 4 39.5014
2 919 15.5700 123.6 1 52.7404
3 14914 6.3027 36.0012 4 347077
4 10884 7.5940 50.9479 3 34.7077
Estadisticos para variables
Variable  Total STD STD interior R-cuadrado RSQ/(1-RSQ)
VCL 30.79751 11.58598 0.858488 6.066561
VSL 10.24670 9.08618 0.213765 0.271884
VAP 14.47562 8.86510 0.624983 1.666548
ALH 1.46802 0.72900 0.753427 3.055592
BCF 2.32896 2.24091 0.074273 0.080232
OVER-ALL 15.94118 7.75804 0.763178 3.222588
Estadistico Pseudo F 33179.77
R-cuadrado general aproximado esperado = 0.73602
Criterio de agrupamiento cub 27.523
Medias del cluster
Cluster VCL VSL VAP ALH BCF
1 104.7700359 20.9437844 47.1474970 5.3870659 4.8924551
2 152.8603917 31.9544070 65.7040261 7.2014146 4.9203482
3 36.6646507 10.5123240 19.8532623 2.2633968 3.4824728
4 68.2795112 15.2032525 33.2529309 3.7324237 4.6714627
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Cluster
1

2
3
4

Desviaciones estandar del cluster

VCL
13.47047581
22.48443418
10.76052626
10.49191859

VSL VAP ALH BCF
12.82351245 12.08986467 0.95930636 2.43969589
19.05019169 18.30983090 1.28492523 2.60042092

6.04751806 6.43419336 0.59608843 2.12174670
9.61422920 9.05442647 0.72745654 2.28700825
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