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RESUMEN
El presente trabajo “Determinacion de las caracteristicas macroscopicas, microscopicas
y subpoblaciones espermaticas del semen de llama (Lama glama) colectado por
electroeyaculacion y vagina artificial”, 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 en los meses de enero a junio
del 2018, con el objetivo de determinar las caracteristicas macroscopicas (volumen, color,
filancia y pH) y microscépicas (motilidad, concentracion, morfologia y morfometria), y
numero de subpoblaciones espermaticas presentes en el semen de llama colectados por
los métodos de electroeyaculacion y vagina artificial. Se manej6é cuatro animales, para
cada método de colecta: electroeyaculacion y vagina artificial, con cuatro repeticiones a
cada uno. Se determinado las caracteristicas microscépicas y macroscopicas. Las
variables microscépicas se analizaron con el Integrated Semen Analysis System - ISAS®.
Se empled la estadistica descriptiva para las variables macroscoépicas, los parametros
microscopicos se evaluaron en un arreglo factorial en bloques. Se hallaron diferencias
altamente significativas (p<0,01) para el volumen, los parametros de morfometria de las
regiones de cabeza, forma de la cabeza y pieza intermedia; se encontré diferencias
significativas (p<0,05) para la concentracion y no se encontrd diferencias significativas
(p>0,05), para la filancia, pH, y motilidad. Para identificar lo morfologia, se hallé que existe
mayor porcentaje en espermatozoides de forma larga con un 47,18%, angosto de 26,90
%, normal de 16,90%, redondo de 7,95% vy piriforme de 1,07%. Para identificar las
subpoblaciones espermaticas en semen de llama, se ha realizado el analisis de
componentes principales (PCA), y luego, se ha determinado el numero de subpoblaciones
espermaticas tomando como criterio el coeficiente de determinacion mas alto. Se hallé
que los parametros de largo, ancho, area, perimetro y acrosoma explican al 94 % de la
varianza. Se han identificado 3 subpoblaciones espermaticas en funcion de los

parametros cinematicos del semen de llama.

Palabras clave: morfologia, morfometria, subpoblacion espermatica, Lama glama,

semen de llama.
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INTRODUCCION

Los camélidos sudamericanos (CS), constituyen un recurso genético de gran
importancia social, econémica, cultural y cientifica para el Peru asi como también para
algunos paises de la Region Andina; asimismo es el principal medio de utilizacién
productiva de extensas areas de pastos naturales de las zonas alto andinas donde no
es posible la agricultura ni de otras especies de animales domésticos. Los CSA
convierten, con inusual eficiencia, los pastos pobres de estas alturas en productos de

alta calidad como son la fibra y la carne (Fernandez 2005).

Uno de los principales objetivos en este ambito, es contar con machos de fertilidad
comprobada; es por ello, importante tener la capacidad de determinar el potencial fértil
de un macho mediante la evaluacion de su calidad espermatica (Evangelista, 2015).
La morfologia espermatica debe ser identificada como una caracteristica util para

predecir esta capacidad fecundante (Maroto, 2012).

Las caracteristicas seminales de camélidos sudamericanos hacen que la coleccion,
evaluacion y posterior utilizacion sea dificultosa, obteniéndose una gran variedad de
datos entre los diferentes investigadores (Pacheco, 2008), existiendo varios factores
que causan su variabilidad, entre ellos se encuentran la época, la edad, frecuencia de
coleccién y el método de coleccion (Sumar, 2000). La exactitud de la valoracion de la
morfometria de espermatozoides depende del método de tincién, la habilidad para

tedir y la fijacion de los espermatozoides (Menkveld et al., 1990).

Es de conocimiento que la evaluacion de las caracteristicas del semen es necesaria
para implementar planes de manejo reproductivo y que los métodos tradicionales de
estimaciéon de la calidad de los eyaculados de diferentes especies se han basado
principalmente en la evaluacion de la movilidad individual, la morfologia espermatica

y morfometria de los espermatozoides (Giuliano et al., 2012).

La valoraciéon de morfologia de esperma incluyendo la morfometria, se usa para
determinar una de las calidades de prueba de semen que depende de la manera y

forma de tincion de espermatozoides (WHO, 1999).

Las caracteristicas macroscopicas del semen de llama han sido determinadas a través

de la observacion y la experimentacién, especificamente el color, de modo que
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no se cuenta con informacion segura, por otro lado tambien es importante evaluar la
caracterizacion de la morfologia y morfometria, asi mismo determinar las variables a
través de un sistema computarizado de analisis, que permite inferir sobre algunas
caracteristicas reproductivas de las llamas; y establecer parametros exactos de las

caracteristicas microscopicas del semen de llamas. (Rodriguez, 2013).



PROBLEMA OBJETO DE
INVESTIGACION FORMULACION DEL PROBLEMA

La morfologia y morfometria del espermatozoide del semen de la llama genera un
gran impacto para la crio preservacion del semen, debido a que es necesario
mantener espermatozoides viables, capacitados y de buenas caracteristicas, pero el
mayor impacto lo tiene en las restricciones para la exportacion comercial porque hasta
la fecha no se han establecido caracteristicas claras, precisas y contundentes de la
morfologia y Morfometria del espermatozoide siendo una barrera para lograr dichos

objetivos.

Es necesario resaltar que los camélidos sudamericanos son especies en la cual la
coleccién de semen es muy complicada, es decir hasta la fecha no existe una técnica
consensuada para hacerla, y debido a que los laboratorios en el pais no cuentan con
equipo adecuado, existen escasos reportes de la morfologia y morfometria del
espermatozoide de la llama (Lama glama), motivo por el cual se plantea realizar el
presente trabajo ya que actualmente cuenta con un equipo analisis computarizado de
semen — CASA, el sistema integrado de analisis de semen — ISAS, que nos permitira
obtener los diferentes parametros morfométricos del espermatozoide de la llama
como es su largo, ancho, perimetro, area, porcentaje de acrosoma, area y angulo de
insercion de la pieza intermedia, entre otros, de tal manera podremos tener una

caracterizacion objetiva de esta célula.

PROBLEMA GENERAL

e ,;Cudles son las caracteristicas macroscopicas, microscopicas Yy
subpoblaciones de espermatozoides de la llama obtenido mediante los
meétodos de coleccidn de semen por electroeyaculacion y vagina artificial?

PROBLEMAS ESPECIFICOS

1. ¢Cuales seran las caracteristicas macroscopicas (volumen, color, filancia y pH),
microscopicas (motilidad, concentracion, morfologia y morfometria) del semen de

la llama colectados por los métodos de electroeyaculacién y vagina artificial?



2. ¢Cual es la morfologia del espermatozoide de llama colectado por
electroeyaculacién y vagina artificial?

3. ¢Cuales son los valores de los parametros morfométricos del semen de la llama
(como es su largo, ancho, perimetro, area, porcentaje de acrosoma, area y angulo
de insercion de la pieza intermedia, entre otros) colectados por los métodos de
electroeyaculacion y vagina artificial?

4. ;Cudles seran las subpoblaciones espermaticas de semen de llama colectado

por electroeyaculacion y vagina artificial?



OBJETIVOS Y

JUSTIFICACION 1.1 OBJETIVO GENERAL

¢ Determinar las caracteristicas macroscépicas, microscopicas y subpoblaciones
espermaticas del semen de Illama (Lama glama) colectado por
electroeyaculacion y vagina artificial.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Determinar las caracteristicas macroscopicas (color, volumen, filancia y pH) y
microscopicas (motilidad, concentracion, morfologia y morfometria) del semen de
llama colectado por electroeyaculacion y vagina artificial.

Caracterizar la morfologia de los espermatozoides del semen de llama colectado
por electroeyaculacion y vagina artificial.

Determinar los parametros morfométricos de la cabeza de los espermatozoides de
la llama (area, perimetro, ancho, elipticidad, rugosidad, elongacion, regularidad,
porcentaje de acrosoma).

Determinar la existencia de subpoblaciones espermaticas por su morfometria en
semen de llamas.



1.3 JUSTIFICACION

En las zonas alto andinas del Peru existen miles familias que se dedican a la crianza
de camélidos manejados en sistemas extensivos, pero a la vez muestran una
preocupacion por la baja tasa de natalidad y baja produccion de machos
reproductores, es por ello que se muestra interés en este trabajo para ayudar de

alguna manera a los productores de estas zonas.

Existe la necesidad de medir las caracteristicas espermaticas con mayor exactitud
posible para establecer parametros exactos de las caracteristicas seminales, asi
mismo se ha incorporado en el centro de investigacién CICAS la Raya, sistemas
objetivos de medicion de los parametros espermaticos siendo el método confiable el
Integrated Semen Analysis System (ISAS), debido a que los estudios realizados en
camélidos sudamericanos en este caso en llamas (Lama glama) son muy variables,
del tal modo que es preciso estandarizar todas las caracteristicas del semen del

macho con el fin de definir la calidad seminal en llamas.

Asi mismo existe estudios muy variable sobre la forma de coleccién de semen en las
llamas, debido a la mala praxis en la coleccion de semen y su posterior evaluacion,
aun no se tiene una metodologia confiable y reproducible de la coleccion de semen 'y
evaluacion de las caracteristicas microscopicas del semen de llama, para poder

establecer una prediccién de la fertilidad del macho.

Por lo tanto, el presente estudio “Determinacion de la morfologia, morfometria y de
subpoblaciones espermaticas en semen de llama (Lama glama)”, usando el Integrated
Semen Analysis System (ISAS) busca estandarizar parametros que permitan
identificar machos con aptitudes reproductivas positivas, siendo esta informacion

relevante para futuras investigaciones.



CAPITULO I
MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Se tiene como base de la investigacion las siguientes investigaciones:

Segun (Cusiyunca, 2017) en su trabajo de investigacion titulado “Caracteristicas
morfométricas y morfolégicas de la cabeza del espermatozoide de la llama (lama
glama) usando el Integrated Sperm Analysis Sistem (ISAS)”, menciona que mediante
el método de post copula se obtiene los siguientes datos del tamafio y forma de la
cabeza de los espermatozoides. Los resultados fueron: volumen promedio obtenido
fue de 2,498 + 2,123 ml; color de colecta blanquecino en (38,46 %), rojo claro en
(28,85 %) y rojo oscuro en (32,69 %); la motilidad tuvo una media de 23,72 + 16,58

%; concentracion espermatica fue 44,46 + 42,83 x 108 espermatozoides/ml. En
tamano de la cabeza longitud de 5,987 £ 0,539 ym; ancho de 3,327 + 0,289 um; area
de 16,169 + 2,004 pmz; perimetro 17,683 + 1,382 um; todos estos parametros se
evaluaron en 5 538 espermatozoides de llama. En parametros de la forma de la
cabeza: elipticidad 1,813 = 0,222; rugosidad de 0,651 + 0,057; elongacion 0,285 *
0,056; regularidad 0,968 + 0,042 todas con distribucion normal. En la morfologia de la
cabeza del espermatozoide se clasifico en 5 formas la cabeza de los espermatozoides

de la llama, obteniendo asi las siguientes medidas: 9,54 % piriforme, 15,78 % corto,
53,97 % normal, 7,01 % redondos y 13,70 % largo.

Segun (Rodriguez, 2013) en su tesis titulada “indice de fragmentacién del ADN
espermatico y test de host en semen de llamas (lama glama) utilizando el Integrated
Sperm Analysis System” menciona que mediante el método de electroeyaculacion
obtiene los siguientes datos: Cabeza del espermatozoide (longitud de 5,2 + 0,5 ym;

anchode 3,1 +£0,3 ym; areade 13,6 + 1,9 pmz; perimetro de 16,6 £ 2,0 ym; porcentaje
de acrosoma de 46,3 + 6,7 %); la forma de la cabeza (elipticidad de 1,6 + 0,2;
rugosidad de 0,6 £ 0,1, elongacion de 0,2 + 0,1; regularidad de 0,9 £ 0,1); y de la pieza
intermedia (nivel de gris de 168,3 £ 10,5; anchura de la P.l de 1,4 £ 0,4 ym; area de
P.lde 3,0+0,7 pmz; distancia de insercion de la P.l de 0,2 + 0,2 y angulo de insercién
de la P.l de 11,0 £ 13,5).



Segun (Soler et al., 2014) en su trabajo de investigacion “Llama and alpaca
comparative sperm head morphometric analysis”, caracterizo la morfometria de la
cabeza del espermatozoide de la alpaca y llama hallando los siguientes datos que se

muestran en la siguiente tabla.

Tabla 1. Caracterizacion de la morfometria de la cabeza del espermatozoide de

la alpaca y llama

Parametro medida Alpaca Llama
Area um* | 159+23 | 13,7+28"
Perimetro Mm 15,1+1,2 14,1 £ 1,6
Longitud Mm 6,1+0,6 55+0,7*
Ancho Mm 3,6+0,3 3,4 +0,4"
Rugosidad Mm 0,9+£01 0,9+£0,1
Factor de confort % 1,5+0,1 1,4+0,1*
Regularidad Mm 1,1 0,1 1,1+0,1
Elipticidad um 0,3+0,1 0,2+0,1*

Segun (Soler et al., 2013) en su trabjo de investigacion titulada “Ejaculate Fractioning
Effect on Llama Sperm Head Morphometry as Assessed by the ISAS CASA system”,
caracterizo la morfometria de la cabeza del espermatozoide de la llama, usando una
vagina artificial, se realizo tomando muestras cada 5 minutos por 20 minutos, cuyos

datos se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 2. Caracterizacion de la morfometria de la cabeza del espermatozoide de

la llama
Parametro medida | Media | D.S | C.V (%)
Area um? | 1375 | 2,82 | 20,51
Perimetro gm 14,80 | 1,60 11,36
Longitud Mm 551 | 0,69 12,52
Ancho pum 3,38 | 0,42 12,43
Rugosidad um 0,24 | 0,06 | 25,00
Factor de confort % 0,87 | 0,06 6,70
Regularidad Mm 1,41 | 0,13 9,22
Elipticidad um 1,07 | 0,06 5,61




Segun (Maroto, 2012) en su trabajo de investigacion “Evaluacion objetiva de la
morfometria de ovino manchego (Ovis aries) Relacion con la fertilidad”, identifico 4
subpoblaciones de espermatozoides diferentes en funcion del tamafo y forma de la
cabeza espermatica, en resumen los espermatozoides caracterizados por una cabeza
pequefia y elongada han mostrado un efecto significativo positivo sobre el potencial

fértil de los machos.

Segun (Morales et al., 2012) en su trabajo de investigacién “Valoracion de la biometria
de la cabeza del espermatozoide mediante analisis computarizado de semen de
cerdo recién colectado y refrigerado”, logro establecer la presencia de 3
subpoblaciones espermaticas en semen de cerdos, donde clasifico la subpoblacién 1

como grandes, subpoblaciéon 2 como medianos y subpoblacién 3 como pequerios.

Segun (Esteso, 2006) en su trabajo de investigacion titulada “Evaluacion objetiva de
la morfometria de los espermatozoides del ciervo. Relaciones con congelaciéon y
calidad del semen”, identifico 3 subpoblaciones espermaticas morfometricamente

diferentes.

Segun (Nava y Quinteno, 2013) en su trabajo de investigacion “Los espermatozoides
bovinos con cromatina alterada estan distribuidos morfometricamente en distintas
subpoblaciones”, se basa en determinar las dimensiones de la cabeza del
espermatozoide en semen crio preservado bovino y agruparlas en subpoblaciones para
establecer el status de la cromatina (normal/dafiada) en funcién de cada subpoblacion,

identificandose 3 subpoblaciones espermaticas.



2.2 REVISION BIBLIOGRAFICA

2.2.1 GENERALIDADES DE LA LLAMA
Es el mas grande de los camélidos domésticos y se asemeja en muchos aspectos
morfolégicos o comportamentales a su progenitor silvestre, el guanaco. Del mismo
modo que la especie silvestre, tiene un muy amplio rango de distribucion geografica,
aunque en la actualidad es menor que el que se considera habia antes de la llegada
de la colonizacién europea. En la actualidad se distribuye desde Colombia, pasando

por Ecuador, Peru, Bolivia, Argentina, hasta el centro de Chile (Wheeler, 1984).

La llama (Lama glama) es un mamifero artiodactilo domestico de la familia Camelidae,
abundante en el Altiplano de los Andes de Argentina, Bolivia, Chile, Ecuador y Peru.
Fue creado por los pueblos andinos nativos mediante seleccion artificial a partir de
guanacos salvajes que fueron domesticados, del cual la llama deriva. Fue
aprovechado al maximo por el imperio Inca: ya que era utilizado como un animal de
carga (San Miguel, 2008).

Las llamas se asocian a los lugares secos y aridos, siendo mas rusticas que las
alpacas, el cuidado de las llamas durante el pastoreo requiere de mas esfuerzo, ya
que ascienden a partes mas altas y accidentadas, sin embargo, cuando se integran
al hato de alpacas, se adecuan a su comportamiento y se dejan conducir con facilidad
(Sumar, 1991).

Se le describe como un animal timido, manso y ddcil, reconoce con facilidad al duefio,
no obstante si siente exceso de carga, molestias por los aperos o reciben castigos,
reaccionan caprichosamente lanzando escupos y coces. La llama es utilizada para
producir carne, lana, como transporte y también como carga, actualmente su mayor
potencial se enmarca dentro de la produccion de carne, ya que la funcion de carga y
transporte es realizada por otros animales domésticos, motocicletas u otros vehiculos

motorizados. (Tapia, 2015).

2.2.2 ANATOMIA REPRODUCTIVA DEL MACHO
2.2.21. Pene y prepucio

El pene es fibroelastico con la flexura sigmoidea (semejante a la letra “S”) en posicién pre
escrotal, presenta una proyeccion cartilaginosa en la punta del glande y también tiene un

pequefio proceso uretral de aproximadamente 1 cm de largo (Sumar, 1985).
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La longitud del pene es de 35 a 45 cm (Sumar, 1983). En el momento de la ereccion
se extiende sobre una longitud de 18 a 25 cm, mas alla de la apertura de la cavidad

prepucial y tiene un diametro de 0,8 a 2,0 cm (Johnson, 1989).

La punta del glande que es una proyeccién cartilaginosa firme, tiene una forma de
gancho curvado ligeramente a la derecha, que sobrepasa a una proyeccion cénica
rigida a la que se le ha llamado “prepucio uretral” de aproximadamente de 1 cm de
largo; la forma del glande tiene que ver con la penetracion del pene por los anillos de
la cérvix, para la deposicidon intrauterina profunda del semen. El forro prepucial es
triangular pendiendo a manera de una tela grande con un orificio prepucial en el

angulo libre del triangulo y dirigido caudalmente (Franco et al., 1981).

2.2.2.2. Testiculo

En lallama y la alpaca los testiculos estan localizados en la region perineal por debajo
del ano estando a nivel del arco isquiatico. Tienen de 5-7 cm de longitud, 2,5-3,5 cm
de ancho y 3-4 cm de profundidad (Fowler, 1989). El peso del testiculo es de
aproximadamente 18 g en la alpaca (Sumar, 1991) y la orientacion del eje mayor es

de dorso caudal a antero ventral (similar al cerdo).

La mayor parte de veces, los dos testiculos estan presentes desde el nacimiento; a
los 6 meses de edad descienden a un escroto no pendular, situado bajo el ano
(Fowler, 1989). Son pequenos, elipticos, ubicados de manera que el diametro
principal es oblicuo con una orientacion dorsal y caudal; en condiciones normales;
ambos testiculos son del mismo tamano, firmes y con un movimiento libre dentro del

escroto (Sumar, 2000).

El tamafo de los testiculos varia segun la raza y la estacién (Fowler y Bravo, 1998).
El diametro de los tubos seminiferos en las llamas son de 223,07 £ 19,8 micras
(Dehlon y Von Lawzewitch, 1987).

2.2.2.3. Epididimo

El epididimo es pequefio y esta pegado al testiculo (Smith, 1999); se compone de tres

partes: la cola, el cuerpo y la cabeza. La cabeza del epididimo esta pegada a su polo
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dorsal (Fowler y Bravo, 1998). La histologia del epididimo es comparable al de otras

especies (Dehlon y Von Lawzewitsch, 1994).
2224, Conducto deferente

El conducto tiene una longitud de 35 a 40 cm y un diametro de 2 a 3 mm (Montalvo et
al., 1979), presenta un engrosamiento a su entrada en la cavidad abdominal. A
diferencia de los camellos, los camélidos presentan una ampolla del deferente con un
diametro de 4 mm, situada sobre la cara dorsal de la vejiga (Osorio y San Martin,
1966); Contrariamente a los rumiantes esta no constituye un lugar de almacenaje de

espermatozoides.

2.2.2.5. Glandulas sexuales accesorias

Las glandulas accesorias incluyen la préstata y un par de glandulas bulbouretrales
(semejantes a las glandulas de Cowper) ubicadas en posicion dorsolateral de la uretra.
La préstata es palpable por via rectal, siendo su tamafio de 3 x 3 x 2 cm y tiene forma de

disco. No tienen glandulas vesiculares (Dehlon y Von Lawzewitch, 1987).

2.2.2.51 Prostata

Tiene la forma de “H”, estando 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 |ébulos unidos y situados en el primer segmento de la uretra, la
glandula tiene un diametro transversal aproximadamente de 4 cmy un 1 cm de grosor
(Osorio y San Martin, 1966), (Ccoiso, 2018).

2.2.2.5.2 Glandulas bulbo uretrales

Estos son de forma ovoide, pequeinos, a unos 7,5 cm de la prostata, cubiertas por una
capsula muscular; se ubican lateralmente a la uretra en salida pélvica y tienen cada
uno un diametro aproximado de 1 cm. La llama y alpaca asi como los cameélidos
silvestres carecen de glandulas vesiculares o también llamadas vesiculas seminales.
(Osorio y San Martin; 1966), (Ccoiso, 2018).
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2.2.3 CARACTERISTICAS Y COMPONENTES DEL SEMEN
2.2.3.1. El semen

El semen eyaculado esta compuesto de espermatozoides y de plasma seminal, los
testiculos proveen los elementos celulares (espermatozoides), las glandulas
accesorias proveen la mayor parte de la porcion liquida (plasma seminal), la
contribucion del epididimo y del conducto deferente al volumen del semen es

relativamente pequefo (Bearden y Fuquay, 1982).
2.2.3.2. Caracteristicas seminales

El volumen es variable con un promedio de 1,98 ml (0,4-6,6 ml), obtenido con fundas
vaginales (Mogrovejo, 1952), Obtuvieron un promedio 1,36 ml (0,2-3,5 ml) con
electroeyaculador. La motilidad masal es muy baja debido a que el fluido seminal es

altamente viscoso y de color blanco lechoso (Sumar y Leyva, 1981).

La motilidad individual o progresiva de los espermatozoides es baja, lineal y rotatoria. El
primer informe sobre la concentracion espermatica en semen colectado por funda vaginal

(Mogrovejo, 1952) tuvo un promedio de 33,3 £ 26,4 millones/ml. (Fernandez y Calderon,

1966) informaron 1,000 a 255,000 espermatozoides/mm3

en semen obtenido por
electroeyaculacion y (Leyva et al., 1984) estimaron una concentracion de 292,900 +
84,321 espermatozoide/mm3, obtenida por vagina artificial. El pH normal en alpaca es 8,3
(7,1 a 8,8) (Mogrovejo, 1952), mientras que el semen de llama presenta un pH de 8
(Lichtenwalner et al., 1996). La morfologia de los espermatozoides de llama y alpaca es

muy similar a otras especies domésticas.

2.2.3.3. Células espermaticas

Los espermatozoides se forman en los tubos seminiferos de los testiculos. Estos tubos
contienen una serie de células germinales en desarrollo que finalmente constituiran los
gametos masculinos. Los espermatozoides maduros son células alargadas consistentes
en una cabeza aplanada portadora del nucleo y una cola que es necesario para la
motilidad celular. EI acrosoma es una estructura de doble pared situada entre la
membrana plasmatica y la porcion anterior de la cabeza del espermatozoide. Un cuello

une la cabeza del espermatozoide con su cola (flagelo), la
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cual a su vez se subdivide en los segmentos medio, principal y caudal o terminal
(Hafez, 1989).

2.2.4 FISIOLOGIA REPRODUCTIVA DEL MACHO
2.241. La pubertad

La pubertad en camélidos ocurre alrededor del primer afio (Novoa et al., 1972). Con
una aparicion de los primeros espermatozoides, aunque aun no son capaces de

realizar una copula hasta los 2 a 3 afios de edad.

El tamafio de los testiculos aumenta con la edad, acompanado de un incremento de

los niveles de testosterona en las llamas y alpacas (Bravo et al., 1992).

Entre los 20 a 24 meses, la espermatogénesis es mas evidente y los diametros de los
tubulos aumentan de manera notable, con una cantidad creciente de

espermatozoides en la cabeza del epididimo (Sumar, 1983).

2.24.2. Deposicion del semen

Para el caso de las alpacas, debido al largo del pene, su naturaleza fibroelastico y a
las formas tipicas de su glande, la intromision es sumamente facil mediante
movimientos semi rotativos y multiples oscilaciones pélvicas; el pene es introducido
alternadamente en ambos cuernos uterinos, sugiriéendose de esta manera que la

eyaculacion es intracorneal (Franco et al., 1981).
2.2.5 METODOS DE COLECCION DE SEMEN

Las particularidades de la copula de los camélidos sudamericanos, la posicion
sentada o prona, la eyaculacion con duracién de 10 a 50 minutos y el semen de
escaso volumen y gran viscosidad, ha motivado a poner en practica diversos sistemas

de coleccion de esperma.
2.2.51. Coleccion por electroeyaculacion

Reportada por (Fernandez y Calderon, 1966) (Calderdn et al., 1968); (Johnson, 1989),
(McEvoy et al, 1992; 1994); (Bourke et al., 1995), desde 1966 ha sufrido

modificaciones. En principio, implica tranquilizar al animal (Giuliano et al., 2008) por
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via intravenosa con una mezcla de xylacina, en dosis de 0,2 mg/kg y de ketamina 1,5
mg/kg. La coleccidn se realiza con el animal acostado; la sonda del electro eyaculador
consta de tres electrodos, lo cual es introducida sobre la prostata, cuya profundidad
es evaluada por medio de un transductor ecografico. La estimulacién ocurre mediante
impulsos eléctricos de 0,2 voltios a intervalos de un segundo durante tres segundos;
el voltaje va incrementando progresivamente de 2 a 10 voltios en 6 a 12 minutos. Este
método permitio recolectar semen en el 100% de las 110 tentativas de coleccién y sin
presencia de orina. En esta coleccion se evita la formacion de espuma, como ocurre
con la vagina artificial; no se evalua el libido del animal (Giuliano et al., 2008) (Ccoiso,
2018).

2.2.5.2. Coleccion por vagina artificial

Propuesta por (Sumar y Leyva 1981); implica como condicién que la libido del macho
sea normal (Giuliano et al., 2008). EI método evita la contaminacién del esperma con
la orina y permite evaluar la libido del macho; las propiedades del semen dependen
de la utilizacion de una hembra del maniqui (Davalos et al., 1999). Una dificultad
reside en predisponer al macho al maniqui (Adam y Ratto, 2001); la exposicion a una
hembra en estado receptivo durante la coleccién, hace que en el 82 % de veces esta

practica sea exitosa (Aller, 2001).

La presencia de hembras durante la coleccion de semen con vagina no influye en las
caracteristicas macroscopicas y microscopicas del semen (Morton, 2010). Debido a los
movimientos anteroposteriores y de rotacion del pene en la vagina artificial, el 16

% de colectas resultan acompafiadas de espuma, dificultando los examenes
microscépicos y macroscopicos del semen (Aller et al., 2003); (Von y Hellemann,
1998); (Giuliano et al., 2008). De todas las metodologias, en el presente la vagina
artificial es la mas utilizada (Garnica et al., 1993).

2.2.6 CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS Y MICROSCOPICAS DEL
SEMEN DE LLAMA

2.2.6.1. Caracteristicas macroscopicas
2.2.6.1.1 Volumen
El volumen de semen varia segun el estado fisiolégico del macho, edad, raza,

alimentacién, frecuencia de coleccidn, preparacion psicosexual y por el método de
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coleccién (vagina artificial, funda vaginal, esponja vaginal, fistula uretral, electro
eyaculacion, bulbouretrectomizacion, desviacion del conducto deferente y otros).
Existe una variabilidad de volumen de eyaculado entre individuos y aun en el mismo
individuo de una coleccion a otra. (Fernandez y Novoa 1968), en general el volumen

es muy variable, como se indica en la siguiente tabla:

Tabla 3. Volumen y métodos de colecciéon de semen de llamas

Autor Método Media (ml) £D.S
(Lichtenwalner et al., 1996) vagina artificial 3,0£1,9
(Von Baer y Hellemann 1998) | vagina artificial 3,5+2,6
(Aller 2001) vagina artificial 22+1,3
(Giuliano et al., 2008) vagina artificial 25116
(Giuliano et al., 2008) electroeyaculacion 1,3+4,3
(Carretero et al., 2009) electroeyaculacion 36+1,3
(Casaretto et al., 2011) electroeyaculacion 3,19+1,8
(Carretero et al., 2012) electroeyaculacion 28+1,6

Fuentes indicadas
2.2.6.1.2 Color y filancia
(Derivaux, 1982), Indica que en la mayoria de especies animales el semen tiene una
coloracion blanquecina y su opacidad se halla en funcién a la concentraciéon

espermatica (ver tabla 04).

El eyaculado de los camélidos no esta compuesto de una sola fase (Sumar, 1983,
1885); la mayor parte lo constituye el plasma seminal, en el 88,5 % y el resto son
espermatozoides, 11,5 % (Garnica et al., 1993).

Tabla 4. Color de semen colectado en alpacas

Autor Método Color
(Galindo, 1995) V.A Cremoso lechoso a blanco cristalino
(Fernandez y Novoa, 1968) E.E Blanco cristalino a blanco lechoso
(Ordonez et al., 2013) E.E Blanco lechoso claro a blanco

lechoso medio

(Gonzales et al., 2003) V.A Blanco cristalino

Leyenda: V.A: vagina artificial; E.E:

electroeyaculacion Fuentes indicadas
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El primer juicio en el examen visual sobre la calidad del eyaculado son la filancia y el
color. En muestras obtenidas en alpacas por fundas vaginales, se ha observado que
el color del semen varia de blanco lechoso, blanco cremoso y blanco cristalino. El
semen es filante, ofreciendo serias dificultades en la preparaciéon de frotices, al no
correr la muestra sobre la [amina porta objetos. Debido a esta alta viscosidad del
plasma seminal, el movimiento de los espermatozoides es lento (Fernandez y Novoa,
1968).

La filancia se define como la capacidad de formacion de hilo y es, por lo tanto, una
caracteristica reolégica diferente a la viscosidad. La formacién de hilo no refleja la
viscosidad del semen, sino que se esta evaluando la filancia del mismo reportado por
(Giuliano et al., 2012), ¢

(Ccalta, 2017), (Ccoiso, 2018) reporta que la filancia en alpacas colectadas por el

método de post copula es de 23,8 £ 0,70 mm.

2.2.6.1.3 Potencial de Hidrogeniones
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); (Fowler y Bravo, 1998) indica que el semen de llama colectado por
vagina artificial es de 7,2-7,9, mientras que (Quispe y Delgado, 2012), indica que el
semen de llama colectado por electroeyaculacion es de 7,7. Por otro lado

(Lichtenwalner et al., 1996), indica un pH de 8,1 £ 0,1 en llama con vagina artificial.

2.2.6.2. Caracteristicas microscopicas
2.2.6.2.1 Motilidad espermatica
Segun Sumar y Leyva (1981), mencionan que la motilidad de los espermatozoides
constituye un elemento importante de la apreciacion de su calidad e indica el grado
de energia de estos, donde la determinacion debe ser inmediata a la coleccion para

apreciar la intensidad de movimiento.

La motilidad individual de la llama es lenta, lineal y rotatoria, es decir que la motilidad
espermatica de la llama es en mayor porcentaje de movimientos no progresivos y

estaticos en relacion al porcentaje de los motiles progresivos de un mismo eyaculado,
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que es siempre menor, por el caracter filante que presenta el semen de la

(Rodriguez, 2013).

Tabla 5. Motilidad espermatica del semen de llama

llama

Autor Método Media (%) £ D.S
(Lichtenwalner et al., 1996) vagina artificial 23,7+ 20,0
(Von Baer y Hellemann, 1998) | vagina artificial 25,5
(Aller 2001) vagina artificial 54,3+ 10,5
(Giuliano et al., 2008) vagina artificial 27,02+ 25,44
(Giuliano et al., 2008) electroeyaculacion 26,88 + 28,66
(Carretero et al., 2009) electroeyaculacion 35,0+ 17,6
(Casaretto et al., 2011) electroeyaculacion 38,53 £ 28,5
(Carretero et al., 2012) electroeyaculacion 28,2+ 19,3

Fuentes indicadas

2.2.6.2.2 Concentracion espermatica

Fernandez y Novoa (1968), mencionan que es importante la determinacién 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 concentracidon 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 (Ccoiso,

2018).

La concentracion espermatica es diferente estadisticamente entre llamas, teniendo

en general de 65 x 109 espermatozoides por ml, estos rangos se debe esencialmente

a la influencia del efecto de eyaculaciones sucesivas.
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Tabla 6. Concentracion espermatica por método de colecciéon

Autor Método (106/ml )*D.S
(Lichtenwalner et al., 1996) vagina artificial 1,0+£0,8
(Von Baer y Hellemann 1998) | vagina artificial 85,0+ 89,0
(Aller et al., 2003) vagina artificial 75,2+ 20,4
(Giuliano et al., 2008) vagina artificial 72,79+ 68,96
(Giuliano et al., 2008) electroeyaculacion 50,28+ 73,13
(Carretero et al., 2009) Electroeyaculacion 148,4 + 164,4
(Casaretto et al., 2011) electroeyaculacion 126,62 + 159,2
(Carretero et al., 2012) electroeyaculacion 77,0 £83,6

Fuentes indicadas
2.2.6.2.3 Morfologia espermatica
Segun (Jakso et al., 1990), indican que la morfologia y morfometria espermatica es
una parte esencial en la evaluacion seminal de muchas especies, ya que una
disminucidn en el porcentaje de espermatozoides normales esta correlacionado con

una disminucién de la fertilidad del reproductor. (Buendia et al., 2002), la distribucion

de espermatozoides, espermatozoides normales (14,65 pm2 <area<17,38 pmz) con
un promedio de 15,95 pmz, espermatozoides grandes (area = 17,38 pmz).

Segun la opinion de Salisbury y Vandermark (1982), menciona que la morfologia
espermatica aceptable donde la fertilidad no se ve afectada es hasta el 20 % - 25 %
de anormalidad o que un 70 % de los espermatozoides posean morfologia normal.
Las anormalidades morfologicas de los espermatozoides pueden ser: Primarias;
debido a fallas en la espermatogénesis; Secundarias; ocurren durante el paso de los
espermatozoides por el epididimo; Terciaria; se produce durante la eyaculacion,

después de esta o por el manejo inadecuado de la muestra.

Reportes de investigadores sobre la morfologia normal espermatica de llamas
colectados con vagina artificial: (Lichtenwalner et al., 1996), reporta 39,7 + 18,5 % en
llamas; (Von y Hellemann, 1998) reportan en un estudio realizado en Chile-Temuco,
porcentajes de 32,5 + 22,3 % y (Giuliano et al., 2008), reportan porcentajes de 65,4 +

16,65 % (estudio realizado en la Universidad de Buenos Aires-Argentina).

Reportes de la morfologia normal espermatica en llamas usando la técnica de
electroeyaculacion: (Director et al., 2007) reporta 61,95 £ 17,9 %; (Giuliano et al.,
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2008) reporta 61,4 + 19,9 %; (Casaretto et al., 2011) reporta 57,14 £ 13,1 %;
(Carretero et al., 2012) reporta 62,0 £ 10,7 %. Todos estos estudios se realizaron en

el altiplano de Argentina - Buenos Aires.

Segun Von y Hellemann (1998), y (Buendia et al., 2002), mencionan que la morfologia
en llamas y la morfometria espermatica en alpacas respectivamente; muestran

diferencias significativas entre machos en los parametros estudiados.

La morfologia de la cabeza del espermatozoide de la llama se clasifico en 5 formas,
obteniendo asi las siguientes medidas: 9,54 % piriforme, 15,78 % corto, 53,97 %
normal, 7,01 % redondos y 13,70 % largo. Total se evaluaron en 5 590
espermatozoides de 26 llamas colectadas por el método de post copula (Cusiyunca,
2017).

(Mogrovejo, 1952), reporta un 41,23 % de formas anormales siendo las mas
frecuentes: cabezas solas, colas torcidas, micro cabezas, pieza intermedia
engrosada, colas rotas, cabezas alargadas, macro cabezas y micro cabezas; estas
podrian ser segun la clasica nomenclatura, defectos primarios. La mayoria de las
alteraciones en la cola (incluyendo el defecto “Dag”), en la vaina mitocondrial y en la
pieza principal también tienen su origen en la espermatogénesis, como de una
alteraciéon en la funcion epididimaria. Por su parte las cabezas sueltas también se
consideran defecto primario y secundario a la vez, ya que podria darse como
resultado de una alteracion en la base que conecta la cabeza del espermatozoide con
la porcién media del capitallum o bien por una funcion alterada del epididimo. Otros
defectos, sin embargo se consideran netamente secundarios, como las alteraciones

en la parte distal del flagelo.
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Tabla 7. Morfologia espermatica en alpacas

Promedio de %

Promedio de % formas

Autor Método
formas normales anormales
(Sumary Leyva 1981) vagina artificial 75,81 % 24,19 %
(Buendia et al., 2001) vagina artificial 87,6 % 12,4 %
(Director et al., 2007) electroeyaculacion 61,95 % -
(Giuliano et al., 2008) electroeyaculacion 61,4 % -
(Casaretto et al., 2011) | electroeyaculacién 57,14 % -
(Carretero et al., 2012) electroeyaculacion 62,0 % -

Fuentes indicadas

Segun (Buendia et al.,

piriforme, 19,7 % corto, 1,0 % redondeado y 28,7 % alargado.

2002); reporta una media de 47,0 % de forma normal, 3,6 %

<

(c)

‘ ".-

B &

(e)
<+ >
5 pum

B

Figura 1. Morfologia de la cabeza de espermatozoide de llama: (a) piriforme; (b)

normal; (c) largo; (d) redondeado; (e) estrecho. Fuente: (Soler et al., 2013).

2.2.6.2.4 Morfometria espermatica

Segun (Marti et al., 2011) los analisis de morfometria asistido por computadora
(CASA) han sido desarrollados para medir correctamente la forma de la cabeza de
esperma y las dimensiones. Estos programas han sido desarrollados para ser
precisos y repetibles, revelando diferencias sutiles entre individuos las cuales no

pueden ser detectadas con métodos subjetivos.
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Tabla 8. Parametros de morfometria espermatica de alpacas segun el ISAS

Forma De La
Cabeza Pieza Intermedia (P.I) Cabeza/Formula
Longitud (L) (um) | Nivel De Gris (%) Elipticidad L/W
Ancho (W) (um) Anchura de la P.I Rugosidad 4TIAIP?
Area (A) (um?) Area De la P.I Elongacion | (L-W)/(L+W)
Perimetro(P) (um) | Distancia de insercion de la P.l. | Regularidad mLW/42
% de Acrosoma Angulo de Insercion de la P.I

Fuente: (Soler et al., 2005).

.s‘: Acrosoma (%9)

{72 N |

head|

posterior ring” -X connecting f Rugosidad: 4xAF

‘ : E I .
MIAOChoNANa v tail Elongacion: (L-W)(L-W)
midpiece Regularidad: rLWi4A

Figura 2. Parametros de evaluaciéon morfometria del espermatozoide de llama

(cabeza y pieza intermedia) (fuente: Soler et al., 2005).

2.2.6.3. Tinciones para determinar la morfometria espermatica
Segun la opinion de (Hidalgo et al., 2006), sostienen que para el analisis morfométrico
de esperma (ASMA), asistido por computadora ha mejorado en la valoracion de
morfologia y morfometria espermatica, pero los resultados dependen del uso de
nuestros procedimientos y adecuadas tinciones que tifien los espermatozoides de las

diferentes especies.

Segun (WHO, 1999), sefiala que la valoracion de morfologia de esperma incluyendo
la morfometria, se usa para determinar una de las calidades de prueba de semen

dependiendo de la manera y forma de tincién de espermatozoides. Una técnica de
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tincion deberia dar lugar a convertirse en dimensiones de esperma, formar las

caracteristicas de la morfometria del esperma, etc.

(Menkveld, 2007); (Davis y Gravance, 1993), sostienen que la exactitud de valoracion
de la morfologia y morfometria del espermatozoide depende de la preparacion
cuidadosa, la fijacion y tincidon de espermatozoides, porque estos acontecimientos,
entre otras cosas, pueden afectar seriamente las dimensiones de la cabeza del
espermatozoide y/o forma de la cabeza del espermatozoide, o sea la morfometria de

la cabeza de espermatozoide.

2.2.6.3.1 Hemacolor
Hemacolor (Merck, Darmstadt, Alemania, Cat. no. 11661) sefiala que la tincién
Hemacolor tiene un tipico color de los nucleos celulares, mayoritariamente rojo

purpura, se basa en la interaccion molecular entre eosina y un complejo azur B — ADN.

Ambos colorantes forman el complejo, sin embargo la intensidad de la coloracion
depende del contenido de azur B y de la relacion entre azur B y eosina amarilla. El
resultado de tincion puede ser influido por diferentes factores como el valor del pH de
la solucién y de la solucion tampon, las sustancias tampon (amortiguadores), el tiempo
de tincion vy la fijacion.
2.2.6.4. Determinaciéon 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); (Ccoiso, 2018). En los ultimos afios
se ha demostrado la existencia de subpoblaciones espermaticas con distintos patrones
de movimiento en los eyaculados de todas las especies estudiadas hasta la fecha (ver
tabla 09). 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). En semen bovino fresco o
congelado, de momento, no se ha publicado ningun estudio relativo a la identificacion de

subpoblaciones espermaticas con distintos tipos de movimientos.
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Tabla 9. Publicaciones realizadas en subpoblaciones espermaticas en
diferentes especies estudiadas en funciéon de la morfometria espermatica

Numero de
Especie Autor
subpoblaciones
Ovino 4 (Maroto 2012)
Cerdo 3 (Morales et al., 2012)
Ciervo ibérico 3 (Esteso, 2006)
Bovino 3 (Nava y Quinteno, 2013)

Fuentes indicadas
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CAPITULO Il

MATERIALES Y
METODOS 3.1 DEL LUGAR DE ESTUDIO

3.1.1 Ubicacion geografica

El presente trabajo se realizé de enero a julio del 2018, en la provincia de Canchis,
distrito de Marangani, del departamento de Cusco, en el Centro Experimental de
Camélidos Sudamericanos CICAS la Raya. Los analisis de laboratorio se efectuaron
en el Laboratorio de Biotecnologias Reproductivas, de la Escuela Profesional de
Zootecnia, de la Universidad Nacional San Antonio Abad del Cusco. Se halla

comprendido entre:

Latitud sur 1 14°21°23”
Longitud oeste : 71°10°06”
Altitud :4130msnm
Superficie : 6320 ha

Promedio de precipitacion pluvial: 965mm

Temperatura promedio anual: 6.5 -13.5°C

Fuente: Municipalidad Distrital de Marangani, (2016).

3.1.2 Ubicacion politica

Region : Cusco
Departamento : Cusco
Provincia : Canchis
Distrito : Marangani

Fuente: Municipalidad Distrital de Marangani, (2016).
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3.1.3 Limites

Por el norte : Quispicanchis
Por el sur : Canas

Por el este : Carabaya y Melgar
Por el oeste : Chumbivilcas

Fuente: Municipalidad Distrital de Marangani, (2016).

3.2 MATERIALES Y EQUIPOS

3.21 Material biolégico de la investigacion

Se utilizé 8 llamas machos seleccionados del plantel del Centro Experimental de
Camélidos Sudamericanos, de la raza Q’ara, de 4 a 6 afios de edad, sexualmente
maduros, sin defectos, y con antecedentes de crias, a éstos se realizé un examen
clinico de sus drganos genitales externos, de los cuales se utilizé cuatro para la
coleccién de semen por el método de vagina artificial y cuatro para la coleccion por

electroeyaculacion; alimentados en praderas nativas.

3.2.2 Materiales para el método de electroeyaculacion

e Libreta de campo y lapiceros

e Sogas

e Papel toalla

e Tubos falcon de 50 ml

o Gel

e Agujas de 18 G X1/2 y de 21 G X1/2
e Anestésicos (xylazina y ketamina)

e Balanza nature vision

e Vernier
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3.2.3 Equipo para el método de electroeyaculacion

e Electroeyaculador (Minitube 5 manual/automatico 19/32 V)

Foto 1. Electroeyaculador Minitube 5 manual/automatico 19/32 V

3.2.4 Materiales para el método de vagina artificial

e Tubos falcon de 15 ml

e Maniqui

e Libreta de campo

e lapiceros

e Tubo para la vagina artificial

e Fundas (rectangular y conica)
e jeringas de 50-60 mi

e TermoOmetro

e Termo (con agua caliente)

e Guantes quirurgicos

e Frazadilla eléctrica

e Espiral (para disimular la cérvix de la llama)

e Termocupla
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Foto 2. Materiales para el método de vagina artificial

3.2.5 Materiales y equipos de laboratorio para la evaluacion de semen

colectado por electroeyaculacion y vagina artificial

3.2.5.1. Materiales de laboratorio

e Micro pipeta de 0,5 - 10 yl y de 10 — 100 pl
e Tipsde 0,5-10plyde 10 — 100 pl
e Balanza analitica de precision

e Baro seco

e Bafo maria a 37 °C

e Platina caliente

e Papel Bond

e Lapiceros indelebles

o Tips

e Portaobjetos

e Cubreobjetos

e Aceite de inmersion

e Alcohol isopropilico
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e Barbijos

e Guantes quirurgicos
3.2.5.2. Reactivos para el dilutor

e Tris (3,025 g/100ml)

e Acido citrico (1,7 g/100ml)
e Fructosa (1,25 g/100ml)

e Agua bidestilada

3.2.5.3. Solucién para la evaluaciéon de morfometria

e Coloracion Hemacolor (solucion I, Iy 111)

Foto 3. Reactivos para la evaluacion del semen de llama

3.2.5.4. Equipos de laboratorio

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

e Computadora con software ISAS v 1,1

e Software SAS v 9,4 (sistema de analisis estadistico)

e Vernier digital

e |Impresora

e Camara digital
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Foto 4. Equipo Integrated Sperm Analysis System (ISAS) v 1,1; microscopio de
contraste de fases UB200i con camara, platina caliente y fluorescencia (derecha);

monitor y teclado (centro) y CPU mas la llave ISAS (izquierda)

3.3 METODOLOGIA DE ESTUDIO

3.31 Seleccion de las llamas
Los llamas que se utilizaron en esta investigacion fueron llamas de la raza Q’ara, se
preseleccionaron 10 machos del plantel de reproductores del CICAS La Raya;
machos sin problemas reproductivos y con fertilidad comprobada, que oscilaban entre
4 a 6 anos de edad, con pesos de 122,41 + 9,92 kg

De los cuales se seleccionaron 8 llamas macho para la respectiva coleccion de semen
por los métodos de electroeyaculacion y vagina artificial, dichas llamas fueron
codificados.

3.3.2 Coleccion de semen

Para efectuar la coleccion de semen por el método de electroeyaculacion se
selecciond cuatro machos, con cuatro repeticiones a cada macho; con intervalos de
descanso de una semana; animales entre 4 a 6 afnos, con peso promedio de 121,15
* 12,23 kg, se utilizo el electroeyaculador (Minitube 5 manual/automatico 19/32 V), y
tubos falcon para la coleccion, en el tubo falcon se rotulo el codigo del animal en

evaluacion.
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Por otro lado se efectud la colecta semen por el método de vagina artificial a cuatro
machos seleccionados, con cuatro repeticiones a cada macho, con intervalos de
descanso de una semana; para dicha evaluacion se entrend a los llamas durante tres
semanas para lograr una copula en el maniqui, una vez realizado esto se llevé a cabo
la coleccidén de semen utilizando un maniqui de alpaca, para ello se preparo la vagina
artificial, se utilizdé una frazadilla caliente para mantener la temperatura durante la
copula, y se efectud la colecta.

La primera coleccion de semen se inicio el 22 enero y la ultima 30 de marzo del 2018

(época de reproduccion).

Foto 6. Coleccion de semen por el método de vagina artificial
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3.3.2.1. Pesado de las llamas y medicion de testiculos de las llamas

El pesado de llamas se desarrollé con la ayuda de una balanza analoga nature vision. El
peso promedio de las llamas con las que se realiz6 esta investigacion fue de 122,41
t+ 9,92 kg, consecutivamente se efectud la medicion de los testiculos derecho e

izquierdo de cada animal, esta medicion se llevé a cabo con un vernier.

Tabla 10. Registro del peso de las llamas y medicion de testiculos en llamas

Medida de testiculos
Llamas Peso Derecho Izquierdo
(Kg) Largo Ancho Largo Ancho

(cm) (cm) (cm) (cm)
1 129,4 6,0 2,7 55 3,5
2 105,5 4,6 3,3 3,6 2,8
3 117,5 2,7 2,9 3,6 2,8
4 132,2 4,1 3,2 4.8 3,2
5 120,6 4,9 2,3 4.4 3,1
6 136,6 2,8 55 2,9 54
3 117,5 4,4 3,1 3,4 2,6
7 120,0 4,2 2,9 3,0 2,5

media * DS 122,41 +9,92

Foto 7. Pesado de llamas y medicion de testiculos en el centro experimental CICAS

la Raya

32



3.3.2.2. Aplicacién de anestésico para la coleccion de semen por el método
de electroeyaculacion

Para el proceso de la aplicacion de anestésicos para la coleccion de semen por el
meétodo de electroeyaculacion, se suministré dosis de 0,3 ml de xylacina y 2,8 ml de
ketamina por 100 Kg de peso vivo, es asi que se suministré hasta 3,70 ml de ketamina
y 1,98 ml de xylacina como maximos, con un lapso de caida aproximadamente de 40
a 60 segundos (ver tabla 11), esta alteracién se efectud debido a que los animales
manifestaron resistencia cuando se anestesiaba con el protocolo de (Rodriguez,
2013), (Ccoiso, 2018).

Tabla 11. Registro de coleccion de semen por electroeyaculacién en llamas

Dosis de
Llamas Peso Edad [ anestésico (ml) Duracién
(Kg) (anos) | ket. Xil. Respuesta al estimulo |del
(0,3 (2,8 estimulo
Caédigo mg/Kg) | mg/Kg) | Ereccién | Eyaculacion
1 129,4 6 3,62 1,94 12 voltios | 16 voltios 15 min
2 105,5 4 2,95 1,58 |11 voltios [ 16 voltios 16 min
3 117,5 5 3,29 1,76 | 13 voltios [ 15 voltios 14 min
4 132,2 4 3,70 1,98 |11 voltios [ 14 voltios 17 min
media £ DS 121,15+ 12,23

3.3.2.3. Protocolo de limpieza del zona prepucio y estimulacion eléctrica de
la préstata
Para realizar la coleccion de semen por el método de electroeyaculacion se limpio la
zona pene-prepucio con 10ml de agua destilada a 37 °C, esta praxis previa se realizé
para evitar que el semen colectado sea contaminado con la suciedad ubicada a nivel
del prepucio, después se utilizd6 guantes asépticos con agua destilada a 37 °C para

proseguir con la limpieza via rectal (Rodriguez, 2013).

Después de esta accidn profilactica se inicid con la relajacion de la S peniana, el
posterior desenvaine y sujecion de pene. Es importante tener sujetado el pene de la
llama antes de empezar la estimulacion eléctrica (Ccoiso, 2018).

La estimulacion eléctrica fue realizada siguiendo el protocolo de (Director et al., 2004),
con algunas modificaciones; con el electroeyaculador (Minitube 5 manual/automatico

19/32 V), se introdujo el transductor, previamente lubricado hasta la altura de la
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préstata y seguidamente se empez6 la estimulacion eléctrica, el incrementoé de voltaje
fue cada 3 voltios, de 3 voltios hasta 12 voltios, durando cada estimulo 3 segundos y
repitiéendose cada estimulo tres veces en el mismo voltaje, con intervalos de 2
segundo de descanso. El tiempo que duro todo el proceso de coleccion fue de 14 a
17 minutos. Se observo la ereccidn del pene a 11 Voltios y la eyaculacion a 14 voltios,

el cual fue diferente para cada llama (Rodriguez, 2013).

Para el método de vagina artificial se utilizé un maniqui en forma de una hembra
sentada en posicién de copula, se armo la vagina artificial el cual consistia en tubo
rigido de 7 cm de diametro por 25 de largo con una funda interna de latex, un cono de
latex al que envolvia un espiral simulando la cérvix de la llama y en la parte final un
tubo de 15 ml para coleccion de semen, con la ayuda de una jeringa se afnadio agua
a 45° se coloca por una valvula-espita; posteriormente se cubrié con la frazadilla
eléctrica para mantener la temperatura, los machos aceptaron el maniqui después de
las tres semanas de entrenamiento; la copula se interrumpia cada 10 min
aproximadamente para renovar el agua caliente, el semen colectado vario,
dependiendo de los machos, el tiempo de copula y el numero de interrupciones que

se les hacia para cambiar el agua (Ccoiso, 2018).

Foto 8. Profilaxis antes de la coleccién por el método de electroeyaculacion

3.3.2.4. Del dilutor
3.3.2.4.1. Preparacion del dilutor

La preparacion del dilutor, se tuvo por conveniente preparar en base a, (Souza, 2009),

Base tris: 3,025 g; acido citrico: 1,7 g; fructuosa: 1,25 g y agua bidestilada: 100 ml.

Preparacion de dilutor en 10 ml de agua destilada; usamos cantidades en gramos; el
cual obtuvimos: base tris 0,3028, acido citrico 0,1700 y fructosa 0,1250.
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Solo se utilizd el base tris como disolucién tampon, el intervalo util de tamponamiento
del tris es (7-9), uno de los mas utilizados en biologia y quimica, debido a que coincide
con el pH fisiolégico de la mayoria de los seres vivos. En el presente trabajo de

investigacion no se utilizé enzimas.

3.3.3 Evaluacion de las caracteristicas seminales de la llama

3.3.3.1. Caracteristicas macroscopicas del semen
Después de la coleccion del semen de las llamas, por los métodos de
electroeyaculacién y vagina artificial, se prosiguié con la evaluacién del volumen, el
color seminal, filancia y pH, es decir de las caracteristicas macroscopicas del semen;

estas se realizaron a través del examen visual.

3.3.3.1.1. Volumen seminal
La coleccion de semen de las llamas para el método de electroeyaculacion, se realizé en
tubos falcon de 50 ml, estériles y graduados en mililitros (ml), para facilitar la lectura del
volumen del semen colectado, se dio la lectura del volumen seminal a través del examen
visual en los tubos graduados falcones temperados a temperatura corporal. El volumen
del semen colectado por el método de electroeyaculacion vario de 5,5 a 2,5 ml,

encontrandose diferencias en cada llama evaluada.

La coleccion de semen de las llamas colectado por el método de vagina artificial, se
realizé en tubos estériles y graduados en milimetros de 15 ml, la lectura del volumen
fue a través de un examen visual. El volumen de semen colectado por este método

vario de 9,0 a 5,6 ml.

3.3.3.1.2. Color seminal
El color seminal se comprobd paralelo al volumen a través de la observacion continua,

esto se facilitd por que los tubos falcén eran transparentes. El color seminal colectado

35



para los métodos de electroeyaculacion y vagina artificial, fue blanco cristalino, blanco

lechoso y gris.

Foto 9. Evaluacion de volumen y color seminal de llamas

3.3.3.1.3. Filancia
La filancia se midié en centimetros, se colocé una regla a la pared, se usé6 (5 yl) de
muestra de semen, se puso la muestra en una superficie plana y se estiro

verticalmente, en seguida se prosiguioé a la lectura de la medida de la filancia.

3.3.3.1.4. Potencial de hidrogeniones

La determinacion del pH se realizé utilizando bandas con escala de 1 a 12.
El procedimiento para la medicién del pH, fue de la siguiente manera:

Se utilizo tiras de papel tornasol para la identificacidon del pH, estas tiras reaccionaban
con la muestra de semen y enseguida se tefiian del color correspondiente al nivel de
pH, estas tiras tenian una leyenda el cual describia los niveles desde basico, neutro

y acido con su respectivo color.
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Foto 10. Evaluacion de pH en semen de llamas

3.3.3.2. Caracteristicas microscoépicas del semen

3.3.3.2.1. Motilidad espermatica
Para determinar la motilidad del semen se procedié a colocar una pequefia fraccion
de semen obtenido por los métodos de electroeyaculacion y vagina artificial (5 pl)
sobre una lamina portaobjetos, previamente calentado a 37 °C, cubriendo con el
cubreobjetos a la misma temperatura, luego se observé en un enfoque de 10X en el

Equipo ISAS, que estéa provista con una platina térmica.

Se trabajé con el médulo de motilidad del sistema ISAS, con una configuracién de 25
fotos por segundo, el sistema ha dividido a los espermatozoides en 3 grupos:

o Estaticos, que son aquellos espermatozoides que carecen de movimiento, el
sistema los marca de color amarillo.

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

e Mboviles no progresivos, los espermatozoides que no muestran movimiento
lineal pero en el mismo lugar o de oscilacion de la cabeza, son identificados
con un color azul.

Parametros de motilidad: Para ver los parametros de motilidad se utilizé los datos de
motilidad.
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Los parametros cinéticos medios, obtenidos para el total de los espermatozoides de

cada muestra de semen, fueron los siguientes:
Parametros de velocidad:

e Velocidad curvilinea (VCL, ym/s)
¢ Velocidad rectilinea (VSL, uym/s)
¢ velocidad media (VAP, um/s)

e indice de linealidad (LIN, %)

e indice de rectitud (STR, %)

e indice de oscilacion (WOB, %)

Parametros de angularidad y oscilacién de la cabeza:

¢ Amplitud media del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH, um)
e Frecuencia de batido (BCF, Hz).

Foto 11. Preparacion de semen para la evaluacion de la motilidad espermatica
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Foto 12. Evaluacién de la motilidad espermatica utilizando el ISAS

3.3.3.2.2. Concentracion espermatica
La concentracién espermatica es obtenida usando el médulo de motilidad del Integrated
Semen Analysis System (ISAS), para lo cual se procede a homogenizar la muestra de
semen, se deposita una pequena cantidad de muestra (5 ul) en un porta objetos, cubrir
con un cubre-objeto; inmediatamente, usando el lente de 10X, se captura el numero
necesario de imagenes para el conteo de células espermaticas, se cuenta el numero de
espermatozoides por campo y se guarda las imagenes. Y asi se determina el numero de

espermatozoides por ml, y se expresa en millones por ml.

3.3.3.2.3. Morfologia y morfometria espermatica
La evaluacion de la morfometria espermatica se realizé en el médulo de Morfometria
del ISAS, el cual hace un analisis automatico de la morfologia y morfometria
espermatica, para lo cual se procedio con la tincién hemacolor, previo a esto se rotuld
el portaobjeto con los datos de la llama, luego se colocé a un extremo del porta objeto
5 pl del semen colectado con la ayuda de una micropipeta, y seguidamente se
esparcio la muestra con la ayuda de un cubreobjeto generando un frotis, el frotis se
dejo secar por 20 minutos. Una vez seco las laminas se procedieron a la tincion con

las 3 soluciones del hemacolor de la siguiente manera.

* Realizar 5 inmersiones con intervalo de 1 segundo cada inmersion en la solucion |
de la tinciéon Hemacolor.
* Realizar 3 inmersiones con intervalo de 1 segundo cada inmersién en la solucion I

de la tincion Hemacolor.

39



* Realizar 6 inmersiones con intervalo de 1 segundo cada inmersion en la solucion

lll de la tincion Hemacolor.

* Dejar secar al aire durante 20 minutos y luego se empezd inmediatamente con la
lectura y evaluacion de la morfologia y morfometria espermatica en el ISAS.

La lectura de las laminas se realizé en un enfoque de 100X mas aceite de inmersion.
Se procedid a la captura manual entre 240-300 espermatozoides por colecta y por
animal evaluado, obteniendo un total de 4 370 espermatozoides evaluados por el
método de electroeyaculacion y 4 496 espermatozoides evaluados por el método de
vagina artificial, teniendo como resultado un total de 8 866 espermatozoides

evaluados por ambos métodos de colecta.

Foto 13. Solucién hemacolor para la evaluacion de la morfometria

El médulo de Morfometria del ISAS mide parametros de la morfometria espermatica
como: tamafno de la cabeza (area, perimetro, anchura, longitud, porcentaje de
acrosoma), forma de la cabeza (elipticidad, rugosidad, regularidad y elongacion), nivel
de color de la cabeza, area de la pieza intermedia, anchura de la pieza intermedia,
distancia de la insercion de la pieza intermedia y angulo de insercion de la pieza

intermedia.
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Foto 14. Evaluacion de la morfologia y morfometria del espermatozoide de

la llama evaluado con el software ISAS

Foto 15. Evaluacion de la morfologia del espermatozoide de la llama con

el software ISAS

3.4 DISENO ESTADISTICO PARA LA EVALUACION DE LOS RESULTADOS

Los datos obtenidos de las caracteristicas seminales tanto macroscopicas (volumen)
y microscopicas (concentracion, motilidad, morfologia y morfometria), evaluados en
el ISAS, fueron sometidos a la prueba de la normalidad, para ver si los datos se
ajustaban a una distribucion normal o no y decidir si se utilizaria estadistica
paramétrica 0 no paramétrica; respecto a la morfometria se utilizé estadistica no
parameétrica el Test de Kruskal Wallis para datos que no tienen normalidad; y se utilizé
el paquete estadistico SAS v 4.9. Para interpretar los resultados se determiné las
medidas de tendencia central (promedio), de dispersion (desviacién estandar,

coeficiente de variabilidad) y rangos de variacion maximos y minimos.

3.41 Caracteristicas macroscoépicas del semen

Para el volumen seminal se aplico estadistica descriptiva con el procedimiento de test
de normalidad del SAS v 4,9 donde se determiné el promedio, desviacion estandar,
coeficiente de variabilidad y rango de variacion (minimo y maximo del eyaculado). Con
respecto del color seminal se utilizd6 también la estadistica descriptiva, donde se
determind el porcentaje de colores, en funcién a los tres colores (blanco cristalino,
blanco lechoso y gris) observados en los eyaculados obtenidos de las llamas
mediante los métodos de electroeyaculacion y vagina artificial. Se evalué estas
caracteristicas macroscopicas del semen de llama en un total de 32 eyaculados
obtenidos por ambos métodos de colecta.
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3.4.2 Caracteristicas microscopicas del semen

3.4.2.1. Motilidad y concentracion espermatica
Los datos obtenidos de las caracteristicas seminales tanto macroscoépicas (volumen)
y microscopicas (concentracion, motilidad, morfologia y morfometria), evaluados en
el ISAS, fueron sometidos a la prueba de la normalidad, para ver si los datos se
ajustaban a una distribucién normal o no y decidir si se utilizaria estadistica
paramétrica o no paramétrica; respecto a la morfometria se utilizé estadistica no
paramétrica el Test de Kruskal Wallis para datos que no tienen normalidad; y se utilizé
el paquete estadistico SAS v 4,9. Para interpretar los resultados se determiné las
medidas de tendencia central (promedio), de dispersion (desviacién estandar,

coeficiente de variabilidad) y rangos de variacidn maximos y minimos.

3.4.2.2. Morfologia y morfometria espermatica
Segun el Test de Normalidad de Kolmogorov — Smirnov, los datos de la morfometria
espermatica no se ajustaban a una distribucién normal (excepto la elongacion) motivo por
el cual se aplicé estadistica no paramétrica determinadas con el Test de Kruskal

— Wallis, el cual utiliza la tabla de distribuciéon del Chi Cuadrado.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES
4.1 DE LAS EVALUACIONES MACROSCOPICAS DEL SEMEN
411 Volumen seminal

En la Tabla 12 se muestra el volumen de semen de llamas colectado por los métodos
de electroeyaculacién y vagina artificial, se observa que se hallaron diferencias
altamente significativas entre métodos (p<0,01), la media por el método de vagina

artificial es mayor a la media frente al método de electroeyaculacion.

Tabla 12. Volumen seminal en llamas colectado por electroeyaculaciéon y vagina

artificial

Método n | Media (ml) | £D.S(ml) | C.V (%) | Max(ml) | Min(ml)
Electroeyaculaciéon | 16 3,8b 0,80 21,26 55 2,5
Vagina artificial 16 7.4 a 1,22 16,58 9,0 5,6

Letras distintas muestran diferencias significativas (p<0,01).

La media del volumen seminal de Illamas colectado por el método de
electroeyaculacién fue: 3,8 £ 0,80 ml; es mayor al reportado por: (Giuliano et al., 2008)
de 1,3 £ 4,3 ml; (Carretero et al., 2009) de 3,6 £ 1,3 ml, (Casaretto et al., 2011) de
3,19 £ 1,8 ml y (Carretero et al., 2012) de 2,8 £ 1,6 ml; todos estos estudios se
realizaron en la Universidad de Buenos Aires-Argentina, en llamas confinadas y con

suplementacion alimenticia, colectadas por electroeyaculacion.

Se observa diferencias numéricas en el volumen seminal esto podria estar sometida
al efecto animal debido a que se utilizaron otros animales para el método de
electroeyaculacion y distintos para el método de vagina artificial, también en esta
investigacion se trabajé con llamas alimentadas con pasturas naturales, sin ningun

suplemento alimenticio y estuvieron en su estado natural.

La media del volumen seminal de llamas colectado por el método de vagina artificial
fue: 7,4 £ 1,22 ml; es mayor al reportado por (Lichtenwalner et al., 1996) de 3,0 £ 1,9
ml; (Von y Hellemann 1998), de 3,5 + 2,6 ml; (Aller 2001), de 2,2 + 1,3 ml y (Giuliano
et al., 2008), de 2,5 + 1,6 ml. Las diferencias estarian sometidos al efecto animal,

condiciones del medio ambiente y la frecuencia de colecta.
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41.2

El color del semen de llamas, colectados por electroeyaculacion fue de cristalino

Color seminal

brillante en 18 (56,3%) eyaculados, blanco lechoso en 11 (34,4%) eyaculados y gris

en 3 (9,4%) eyaculados, en 32 eyaculados evaluados.

Tabla 13. Color seminal en llamas colectado por electroeyaculaciéon y vagina

artificial
TOTAL Cristalino brillante | blanco lechoso Gris
32 colectas 18 11 3
100 % 56,3 34,4 9,4

Los colores seminales reportados son similares al reporte de (Gonzales et al., 2003),
en estudios realizados en llamas, obteniendo el semen mediante el método de vagina
artificial, observando semen de color blanco cristalino, mientras los colores blanco
lechoso y gris que dependen de su concentracidon son iguales al reporte de
(Lichtenwalner et al., 1996); (Bravo et al., 1997); (Tibary y Memon, 1999), en estudios
realizados en alpacas, cuya recuperacion de semen fue por medio de aspiracion

vaginal post copula.

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

las diferencias se deberian posiblemente al criterio de evaluacion de cada autor.

41.3

En la tabla 14 se observa los resultados de la filancia del semen en llamas colectado

Filancia

por los métodos de electroeyaculacion y vagina artificial, no se hallaron diferencias

significativas entre métodos (p>0,05).

Tabla 14. Filancia (cm) del semen en llamas colectado por electroeyaculacion y
vagina artificial

Método n | Media(cm) |£D.S (cm) | C.V (%) | Max(cm) | Min(cm)
Electroeyaculacioén | 16 3,7a 0,64 17,33 5,0 2,8
Vagina artificial 16 34a 0,58 17,13 4,5 2,1

Letras iguales muestran diferencias no significativas (p>0,05).
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No se tiene ningun reporte en llamas, pero si en alpacas mostrando resultados superiores
al reporte por (Ccalta, 2017) de 2,38 cm, utilizando el método de coleccion post copula.

La diferencia se debe posiblemente a la especie y método de colecta.

4.1.4 Potencial de hidrogeniones
En la tabla 15 se muestra el pH seminal en llamas colectados por los métodos de
electroeyaculacion y vagina artificial, no se hallaron diferencias significativas entre
métodos (p>0,05).

Tabla 15. pH seminal en llamas colectados por electroeyaculacién y vagina

artificial
Método n Media *D.S C.V (%) | Max | Min
Electroeyaculacion 16 7,0a 0,1 1,64 7,1 6,8
Vagina artificial 16 7,0a 0,1 1,68 7,2 6,8

Letras iguales muestran diferencias no significativas (p>0,05).

La media del pH colectado por el método de electroeyaculacion y vagina artificial fue
7,0 son inferiores al reporte de Quispe y delgado (2012), Fowler y Bravo (1998), en
estudios realizados en llamas, obteniendo el semen por ambos métodos de colecta
respectivamente, observando pH de 7,7 con el método de electroeyaculaciéony 7,2 -

7,9 con el método de vagina artificial.

4.2 DE LAS EVALUACIONES MICROSCOPICAS DEL SEMEN

4.2.1 MOTILIDAD ESPERMATICA
En la tabla 16 se muestra la motilidad espermatica total en semen de llamas colectado
por los métodos de electroeyaculacion y vagina artificial, sabiendo que se determind
la media de motilidad espermatica total (MP y MNP), no se hallaron diferencias
significativas entre métodos (p>0,05).

Tabla 16. Motilidad en semen de llamas colectado por el método de
electroeyaculacion y vagina artificial

Método n | Media (%) | £D.S (%) | C.V (%) | Max(%) | Min(%)
Electroeyaculacion | 16 449 a 19,1 42,7 82,3 13,3
Vagina artificial 16 41,6 a 18,4 44,2 83,9 16,0

Letras iguales muestran diferencias no significativas (p>0,05).

45



La media de la motilidad espermatica total colectado por el método de
electroeyaculacién fue de 44,9 + 19,1 % (MP y MNP), es mayor a los reportes de:
(Casaretto et al., 2011) de 38,53 £ 28,5 %; (Carretero et al., 2009) de 35,0 + 17,6 %;
(Giuliano et al., 2008) de 26,88 + 28,66 % de espermatozoides motiles total, todos
estos estudios fueron colectados por el método de electroeyaculacion. Las diferencias

se deberian a los animales utilizados y medio ambiente.

La media de la motilidad espermatica total colectado por el método de vagina artificial fue
de 41,6 + 18,4 % (MP y MNP), es mayor a los reportes de: (Lichtenwalner et al., 1996) de
23,7 £20,0 %; (Von y Hellemann 1998) de 25,5 %; (Giuliano et al., 2008) de 27,02 £ 25,44
%; y menor a los reportes de: (Aller 2001) de 54,3 + 10,5 %. Estos estudios se realizaron
en semen de llamas colectado por el método de vagina artificial. La diferencia se deberia

a la cantidad de animales utilizados.

4.22  CONCENTRACION ESPERMATICA
En la tabla 17 se muestra la concentracion espermatica del semen de llamas
colectados por los métodos de electroeyaculacion y vagina artificial, se hallaron

diferencias significativas entre métodos (p<0,05).

Tabla 17. Concentracion en semen de llamas colectado por el método de
electroeyaculacién y vagina artificial

Método |n |Media(10%/mlI) | D.S(10%ml) | C.V (%) | Max(10%mlI) | Min(108/ml)

EE 16 (97,14 b 44,22 45,53 186,5 22,5

VA 16 (146,19 a 64,84 44,35 262,5 48,9

Leyenda: V.A: vagina artificial; E.E: electroeyaculacion
Letras distintas muestran diferencias significativas (p<0,05).

La media de la concentraciéon espermatica en semen de llamas colectado por el
método de electroeyaculacion determinada en este estudio fue de 97,14 + 44,22 por

10%ml, es mayor al reporte de: Giuliano et al., (2008) de 50,28 + 73,13 por 10%/mi;
(Carretero et al., 2012) de 77,0 £ 83,6 por 106/ml; y es menor al reporte de: (Carretero
et al., 2009) de 148,4 £ 164,4 por 106/ml; (Casaretto et al., 2011) de 126,62 + 159,2

por 106/ml; todos esos estudios fueron colectados por el método de

electroeyaculacién. En el cual se concluye que la concentraciéon espermatica no es
una caracteristica uniforme y estandarizada debido a que las concentraciones

46




espermaticas determinadas por otros autores y este estudio exponen variaciones muy
grandes.

La media de la concentracion espermatica en semen de llamas colectado por el
método de vagina artificial determinada en este estudio fue de 146,19 + 64,84 por

106/ml, mayor al reporte de: (Lichtenwalner et al., 1996) de 1,0 £ 0,8 por 106/ml; (Von
y Hellemann 1998) de 85,0 + 89,0 por 10%/m; (Aller et al., 2003) de 75,2 £ 20,4 por
106/ml; (Giuliano et al., 2008) de 72,79 + 68,96 por 106/ml, en todos estos estudios el

semen fue colectado por el método de vagina artificial. Estos datos obtenidos ratifican
lo mencionado por (Fernandez y Novoa 1968), quienes indican que la concentracion
espermatica es una caracteristica muy variable.

4.3 MORFOLOGIA ESPERMATICA

Se ha clasificado en 5 formas la cabeza de los espermatozoides de llama, para los
cuales se evaluaron 8866 espermatozoides de llama colectado por los métodos de
electroeyaculacién y vagina artificial, los resultados se muestran en los siguientes

cuadros.

4.3.1 Evaluacién de la morfologia espermatica colectada por el método de
electroeyaculaciéon
Se trabajd6 con un total de 16 eyaculados colectado por el método de
electroeyaculacion, analizandose un total de 4 370 espermatozoides, los cuales
fueron evaluados por los diferentes patrones de formas de la cabeza establecidos que
son los siguientes; piriformes, normales, largos, redondos y angosto/estrecho;

observandose en la tabla 18.

Tabla 18. Porcentaje de espermatozoides del semen de llamas colectado por el
método de electroeyaculacion

Porcentaje de espermatozoides segun la forma de la cabeza

Llama |[n [Piriforme | Normal [ Largo | Redondo | Angosto/Estrecho | Total
1 |4 1,35 11,25 | 44,02 8,16 35,21 100
2 (4 0,49 10,80 | 47,75 4,05 36,91 100
3 |4 1,94 22,21 | 48,26 11,30 16,29 100
4 |4 1,90 12,35 | 51,87 5,33 28,55 100
Total |16 1,42 14,16 | 47,97 7,21 29,24 100
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En la morfologia de la cabeza del espermatozoide se clasifico en 5 formas la cabeza
del espermatozoide de la llama, donde el porcentaje de la forma fue: 1,42 % piriforme,
14,16 % normal; 47,97 % largo; 7,21 % redondo; 29,24 % angosto inferior al reporte
de (Cusiyunca, 2017) de 9,54 % piriforme, 53,97 % normal, 7,01 % redondos y
superiores en las formas de 15,78 % corto angosto, 13,70 % largo. La variacion se
puede deber al total de espermatozoides evaluados, numero de llamas y método de

colecta (post copula).

4.3.2 Evaluacién de la morfologia espermatica colectada por el método de
vagina artificial
En el método de vagina artificial se trabajo con un total de 16 eyaculados,
analizandose 4 496 espermatozoides de cada muestra elaborada, los cuales fueron
evaluados por los diferentes patrones de formas de la cabeza establecida que son las
siguientes; piriforme, normal, larga, redonda y angosto/estrecho. Los resultados se

muestran en la tabla 19.

Tabla 19. Porcentaje de espermatozoides del semen de llamas colectado por el
método de vagina artificial

Porcentaje de espermatozoides segun la forma de la cabeza

Llama | n |Piriforme | Normal | Largo | Redondo | Angosto/Estrecho | Total
1 4 0,62 21,49 | 46,32 6,33 25,23 100
2 4 0,33 16,43 | 43,70 20,88 18,66 100
3 4 1,36 20,21 | 48,58 3,29 26,56 100
4 4 0,54 20,46 | 46,92 4,29 27,79 100
Total 16 0,71 19,65 | 46,38 8,70 24,56 100

En la morfologia de la cabeza del espermatozoide se clasifico en 5 formas la cabeza del
espermatozoide de la llama, donde el porcentaje de la forma fue: 0,71% piriforme; 19,65
% normales; 46,38 % largos; 8,70 % redondos; 24.56 % angosto/estrecho. La media de
los parametros de la morfologia determinadas en este trabajo son similares al reporte de
(Soler et al., 2013). Siendo menores los siguientes datos: 21,4 % de espermatozoides
largos; 7,9 % de espermatozoides redondos; 7,0 % de espermatozoides
angostos/estrechos, y mayores a los siguientes datos: 14,4 % de espermatozoides

piriformes y 49,3 % de espermatozoides normales; este estudio fue
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realizado en llamas mediante el método de vagina artificial en el centro experimental
cicas la raya, la variacion de datos se deberia al numero de animales, edad de llamas,

numero de espermatozoides evaluados e intervalos de colecta.

4.3.3 Evaluacién de la morfologia espermatica colectada por los métodos
de electroeyaculacion y vagina artificial
De manera general, se trabajo con un total de 32 eyaculados colectado por los
métodos de electroeyaculacion y vagina artificial, analizandose 8 866
espermatozoides de las muestras elaboradas colectados por los métodos de
electroeyaculacién y vagina artificial, los cuales fueron evaluados por los diferentes
patrones de formas de la cabeza establecida, piriforme, normal, larga, redonda y

angosto/estrecho; observandose en la tabla 20.

Tabla 20. Porcentaje de espermatozoides del semen de llama colectado por

ambos métodos

Porcentaje de espermatozoides segun la forma

Método n | Piriforme | Normal | Largo | Redondo | Angosto | Total
Electroeyaculacién | 16 1,42 14,16 | 47,97 7,21 29,24 100
Vagina artificial 16 0,71 19,65 | 46,38 8,70 24,56 100
Total 32 1,07 16,90 | 47,18 7,95 26,90 100

La media de los parametros de morfologia espermatica colectada por el método de
electroeyaculacion y vagina artificial determinadas en este estudio fue de 1,07 % de
espermatozoides piriformes; 16,90 % de espermatozoides normales; 47,18 % de
espermatozoides largos; 7,95 % de espermatozoides redondos y 26,90 % de
espermatozoides angostos/estrechos. Siendo similares al reporte de (Soler et al.,
2013); Siendo menores los siguientes datos: 21,4 % de espermatozoides largos; 7,9
% de espermatozoides redondos; 7,0 % de espermatozoides angostos/estrechos, y
mayores a los siguientes datos: 14,4 % de espermatozoides piriformes y 49,3 % de
espermatozoides normales; este estudio fue realizado en llamas mediante el método
de vagina artificial en el centro experimental CICAS la Raya, la variacién de datos se
deberia al numero y edad de llamas, numero de espermatozoides evaluados e

intervalos de colecta.
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Por otro lado la son menores al reporte de (Cusiyunca, 2017), en los siguientes datos,
15,78 corto-agosto, 7,01 redondos y 13,70 largos; y mayores en los siguientes datos,
0,54 piriforme y 53,97 normal, este estudio fue realizado en llamas mediante el
método de post copula en el centro experimental CICAS la Raya, la variacién se

deberia a la cantidad de animales y método de colecta.

4.4 MORFOMETRIA ESPERMATICA

Se evaluaron un total de 8866 espermatozoides, colectados por los métodos de
electroeyaculacioén y vagina artificial.

Tabla 21. Parametros de la morfometria en semen de llamas

Region Parametros n Media | #D.S |C.V (%) | Max. Min.
Longitud (um) 8866 | 5,21 0,41 7,86 9,73 3,47
Ancho (pm) 8866 | 3,17 0,27 8,66 4,30 2,07
Cabeza Area (pmz) 8866 | 13,70 | 1,67 12,19 20,69 | 9,94

Perimetro (um) |8866 | 16,75 | 1,51 6,47 24,31 (11,36

% de Acrosoma | 8866 | 51,19 | 6,47 12,64 69,22 9,73

Forma de | Elipticidad 8866 | 1,65 0,16 9,84 2,98 1,00
la cabeza | Rugosidad 8866 | 0,62 0,07 12,00 0,84 0,30

Elongacion 8866 | 0,24 0,05 18,60 0,50 0,00

Regularidad 8866 | 0,95 0,05 4,94 1,79 0,62
Pieza Nivel de gris 8866 | 123,10 | 18,49 | 15,02 | 179,60 | 34,94
intermedia | Anchura (pm) 8866 | 1,39 0,37 26,84 5,66 0,58
P.l Area de P.l (um) [8866 | 2,94 0,82 27,84 7,60 0,72

Dist Insercion 8866 | 0,23 0,17 77,25 2,75 0,00

Ang Inserciéon (8866 | 9,50 | 10,99 | 115,66 | 179,77 | 0,00

SDN: Sin distribucion normal

La media de los parametros de la morfometria espermatica determinadas en esta
investigacion son menores al reporte de (Casaretto et al., 2011), area de 20,09 £ 2,75

umz; longitud de 6,60 + 3,83 um; ancho de 4,14 + 2,78 um; perimetro de 18,54 + 0,47 um,;

elipticidad de 1,28 + 3,70 y elongacion de 1,59 + 1,02; estudio realizado en Argentina en
llamas colectadas por electroeyaculacion. La diferencia se deberia a que este estudio se

realizé con un equipo especializado en el analisis espermatico el
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ISAS y los datos reportados por (Casaretto et al., 2011) se realizé con un equipo no
especifico para la evaluacion de la morfometria espermatica, el Leica Microsystems

Co., Wetzlar, Germany y medido con el Software QWin Plus.

4.4.1 Evaluacion de la morfometria colectado por el método de
electroeyaculacién
Tabla 22. Parametros de la region de la cabeza del semen de llamas colectado

por el método de electroeyaculaciéon

Parametros Media | £D.S | C.V (%) | Max Min
Longitud (um) 5,23 0,39 7,54 9,46 3,85
Ancho (um) 3,10 0,27 8,66 417 2,07

Area (um?) 1355 | 161 | 11,89 |2063 | 7,81
Perimetro (um) | 16,61 | 1,43 | 864 |2431 | 11,83

% de Acrosoma 51,67 6,23 12,06 66,71 9,73

La media de los parametros de la morfometria de la region de la cabeza colectada por el
método de electroeyaculacion determinadas en este estudio fue: longitud de 5,23

+ 0,39 um; ancho de 3,10 + 0,27 ym; area de 13,55 +1,61 pmz; perimetro de 16,61 £
1,43 um; porcentaje de acrosoma 51,67 £ 6,23.

La media de los parametros de la morfometria espermatica de la regién de la cabeza
determinadas en este trabajo son menores al reporte de (Casaretto et al., 2011), area de
20,09 £ 2,75 pmz; longitud media de 6,60 + 3,83 um; ancho media de 4,14 £ 2,78 um;
perimetro media de 18,54 £ 0,47 uym, estudio realizado en Argentina en llamas colectadas
por electroeyaculacién. La diferencia se deberia a que este estudio se realiz6 con un

equipo no especifico para la evaluacion de la morfometria espermatica, el Leica

Microsystems Co., Wetzlar, Germany y medido con el Software QWin Plus.

Los parametros de la morfometria espermatica de la cabeza determinadas en este
estudio son similares al reporte de (Rodriguez, 2013), longitud de 5,2 + 0,5 um; ancho

de 3,1 £ 0,3 ym; area de 13,6 + 1,9 pmz; perimetro 16,6 + 2,0 ym y porcentaje de

acrosoma de 46,3 = 6,7, estudio realizado en la raya, en llamas colectados por el
meétodo de electroeyaculacion. La similitud se deberia a las mismas condiciones
medio ambientales y al equipo especializado el ISAS.
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Tabla 23. Parametros de la region de la forma de la cabeza del semen de llamas

colectado por el método de electroeyaculacién

Parametros | Media | £D.S | C.V (%) Max Min
Elipticidad 1,70 0,16 9,55 2,97 1,14
Rugosidad 0,62 0,07 11,57 0,83 0,33
Elongacién 0,26 0,04 17,06 0,50 0,07
Regularidad 0,94 0,05 5,00 1,66 0,77

La media de los parametros de la morfometria de la region de la forma de la cabeza
colectada por el método de electroeyaculacion determinadas fue: elipticidad de 1,70
+ 0,16; rugosidad de 0,62 + 0,07; elongaciéon de 0,26 + 0,04; regularidad de 0,94 +
0,05.

La media de los parametros de la morfometria espermatica de la region de la forma de la
cabeza determinadas en este trabajo son mayores al reporte de (Casaretto, et al., 2011),
elipticidad media de 1,28 + 3,70 y elongaciéon media de 1,59 + 1,02; estudio realizado en
Argentina en llamas colectadas por electroeyaculacién. La diferencia se deberia a que
este estudio se realizdé con un equipo especializado en el analisis espermatico el ISAS y
los datos reportados por (Casaretto et al., 2011) se realiz6 con un equipo no especifico
para la evaluacion de la morfometria espermatica, el Leica Microsystems Co., Wetzlar,

Germany y medido con el Software QWin Plus.

Los parametros de la morfometria espermatica de la forma de la cabeza determinadas
son similares al reporte de (Rodriguez, 2013), elipticidad de 1,6 + 0,2; rugosidad 0,6

+ 0,1; elongacién 0,2 + 0,1 y regularidad 0,9 = 0,1, estudio realizado en la raya, en
llamas colectados por el método de electroeyaculacion. La similitud se deberia a las

mismas condiciones medio ambientales y al equipo especializado el ISAS.
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Tabla 24. Parametros de la region de la pieza intermedia del semen de llamas
colectado por el método de electroeyaculacién

Parametros Media | #D.S [ C.V (%) | Max Min
Nivel de gris (%) 119,81 | 20,66 17,24 | 170,35 | 34,94
Anchura (um) 1,39 0,39 27,80 4,42 0,58
Area de P.I (um) 2,89 0,84 29,15 7,60 0,92
Dist Insercion (um) 0,23 0,18 78,79 2,75 0,00
Ang Insercion (um) 10,72 | 12,09 | 112,74 (177,65 | 0,01

La media de los parametros de la morfometria de la region de la pieza intermedia
colectada por el método de electroeyaculacién determinada en este estudio fue: nivel gris
de 119,81 + 20,66; anchura de la pieza intermedia 1,39 + 0,39 um; area de pieza

intermedia de 2,89 + 0,84 pmz; distancia de la insercion de la pieza intermedia de 0,23

+ 0., 8; y angulo de insercién de la pieza intermedia de 10,72 £ 12,09.

Los parametros de la morfometria espermatica de la pieza intermedia determinadas
en este estudio son similares al reporte de (Rodriguez, 2013), nivel gris de 168,3 +
10,5; anchura de la pieza intermedia de 1,4 + 0,4 ym; area de la pieza intermedia de

3,0+0,7 pmz; distancia de la insercion de la pieza intermedia de 0,2 £ 0,2 y angulo
de insercion de la pieza intermedia de 11,0 £ 13,5, estudio realizado en la raya, en

llamas colectados por el método de electroeyaculacién. La similitud se deberia a las
mismas condiciones medio ambientales y al equipo especializado el ISAS.

4.4.2 Evaluacion de morfometria del espermatozoide colectado por el
método de Vagina Artificial
Tabla 25. Parametros de la region de la cabeza del semen de llamas colectado
con vagina artificial

Parametros Media | £D.S | C.V (%) Max Min
Longitud (um) 5,19 0,42 8,14 5,89 3,47
Ancho (um) 3,23 0,26 8,17 4,30 2,11
Area (um?) 13,84 | 1,71 12,37 | 20,69 6,86
Perimetro (um) 16,89 1,57 9,30 23,81 11,36
% de Acrosoma | 50,72 6,67 13,14 69,22 13,13
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La media de los parametros de la morfometria de la regidén de la cabeza colectada por
el método de vagina artificial determinadas en este estudio fue: longitud de 5,19 +
0,42 um; ancho de 3,23 + 0,26 um; area de 13,84 £ 1,71 pm2; perimetro de 16,89 £

1,57 ym; porcentaje de acrosoma 50,72 + 6,67.

La media de los parametros de la morfometria espermatica de la region de la cabeza
determinadas en este trabajo son mayores al reporte de (Soler et al., 2014), area 13,7

+ 2,8 pmz; perimetro 14,1 £ 1,6 um; longitud 5,5 + 0,7 ym; ancho 3,4 + 0,4 uym; similares
al reporte de (Soler et al., 2013), siendo mayor los datos de longitud de 5,51

+ 0,69 um y ancho de 3,38 + 0,42 ym, y menores los siguientes datos, area de 13,75

+ 2,82 pm2 y perimetro de 14,80 + 1,60 uym, cuyos estudios fueron realizados por el

método de vagina artificial en el centro experimental cicas la raya. La variacion se
deberia al numero de animales utilizados.

Tabla 26. Parametros de la region de la forma de la cabeza del semen de llamas

colectado por el método de vagina artificial

Parametros | Media |*D.S | C.V (%) | Max Min
Elipticidad 1,61 0,15 9,44 2,98 1,00
Rugosidad 0,61 0,08 | 12,38 0,84 0,30
Elongacién 0,23 0,04 18,86 0,50 0,00
Regularidad 0,95 | 0,05 4,81 1,79 0,62

La media de los parametros de la morfometria de la region de la forma de la cabeza
colectada por el método de vagina artificial determinadas fue: elipticidad de 1,61 + 0,15;
rugosidad de 0,61 £ 0,08; elongacion de 0,23 £ 0,04; regularidad de 0,95 + 0,05.

La media de los parametros de la morfometria espermatica de la regién de la cabeza
determinadas en este trabajo son similares al reporte de (Soler et al., 2014), rugosidad
0,9 £ 0,1; regularidad 1,1 £ 0,1; elipticidad 0,2 + 0,1; similares al reporte de (Soler et al.,
2013), elipticidad de 0,24 + 0,06, rugosidad de 0,87 + 0,06 y regularidad de 1,07

+ 0,06, cuyos estudios fueron realizados por el método de vagina artificial en el

centro experimental cicas la raya.
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La media de los parametros de la morfometria espermatica de la region de la cabeza
determinadas en este trabajo son menores al reporte de (Cusiyunca, 2017), rugosidad
0,65 £ 0,06; regularidad 0,96 £ 0,04 1,1 £ 0,1; elipticidad 1,81 £ 0,22 y elongacion 0,28
+ 0,06, cuyos estudios fueron realizado en llamas, en el centro experimental CICAS
la Raya, la variacion posiblemente se deberia al método de colecta (post copula) y

numero de animales.

Tabla 27. Parametros de la region de la pieza intermedia del semen de llamas
colectado por el método de vagina artificial

Parametros Media | £D.S | C.V (%) Max Min
Nivel de gris 126,30 | 15,45 | 12,23 179,60 | 70,10
Anchura (um) 1,40 | 0,36 25,88 5,66 | 0,58
Area de P.I (um) 299 | 0,79 26,48 7,10 | 0,72
Dist Insercién 0,22 | 0,17 75,66 2,10 | 0,00
Ang Insercion 8,31 9,65 | 116,14 | 179,77 | 0,00

La media de los parametros de la morfometria de la region de la pieza intermedia
colectada por el método de vagina artificial determinada en este estudio fue: nivel gris de
126,30 £ 15,45; anchura de la pieza intermedia 1,40 + 0,36 um; area de pieza intermedia

de 2,99 £ 0,79 pmz; distancia de la insercién de la pieza intermedia de 0,22

+ 0,17; y angulo de insercidn de la pieza intermedia de 8,31 £ 9,65.

No se encontraron reportes colectado por vagina artificial, los parametros de la
morfometria espermatica de la pieza intermedia determinadas en este estudio son
similares al reporte de (Rodriguez, 2013), nivel gris de 168,3 + 10,5; anchura de la

pieza intermedia de 1,4 + 0,4 uym; area de la pieza intermedia de 3,0 £+ 0,7 pmz;

distancia de la insercion de la pieza intermedia de 0,2 £ 0,2 y angulo de insercion de
la pieza intermedia de 11,0 + 13,5, estudio realizado en la raya, en llamas colectados
por el método de electroeyaculacién. La similitud se deberia a las mismas condiciones
medio ambientales y al equipo especializado el ISAS.
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4.4.3 Evaluacion de morfometria del espermatozoide colectado por los
métodos electroeyaculacion y vagina artificial

En la tabla 28, se muestra los parametros de la region de la cabeza colectada por los
métodos de electroeyaculacion y vagina artificial; para los parametros de longitud y
porcentaje de acrosoma se hallaron diferencias altamente significativas entre
métodos (p<0,01), para los parametros de ancho, area y perimetro también se
hallaron diferencias altamente significativas entre métodos (p<0,01).

Tabla 28. Parametros de la region de la cabeza del semen de llamas colectado

por los métodos de electroeyaculaciéon y vagina artificial

Parametros Electroeyaculacion | Vagina artificial
Longitud (um) 5,23 a 519b
Ancho (um) 3,10b 3,23 a
Area (um?) 13,55 b 13,84 a
Perimetro (um) 16,60 b 16,89 a
% de Acrosoma 51,67 a 50,72 b

Letras distintas muestran diferencias significativas (p<0,01)
La media de los parametros de la morfometria de la region de la cabeza determinadas
en este estudio son similares al reporte de (Rodriguez, 2013), longitud de 5,2 + 0,5
pMm; ancho de 3,1 £ 0,3 ym; area de 13,6 £ 1,9 pmz; perimetro 16,6 £ 2,0 um y
porcentaje de acrosoma de 46,3 + 6,7, estudio realizado en la raya, en llamas

colectados por el método de electroeyaculacién. La similitud se deberia a las mismas
condiciones medio ambientales y al equipo especializado el ISAS.

La media de los parametros de la morfometria de la regidon de la cabeza determinadas
en este estudio es menor al reporte de (Cusiyunca, 2017), longitud de 5,98 £ 0,54 um,
ancho de 3,33 £ 0,29 um, area de 16,17 + 2,00 pm2 y perimetro de 17,68 + 1,38 um,
cuyo estudio se realizd en llamas, en el centro experimental CICAS la Raya, la
variacion se deberia al numero de animales y método del colecta.

En la tabla 29 se muestran los parametros de la regién de la forma de la cabeza donde
se hallaron diferencias altamente significativas entre métodos (p<0,01).
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Tabla 29. Parametros de la region de la forma de la cabeza del semen de

llamas colectado por los métodos de electroeyaculacion y vagina artificial

Parametros Electroeyaculacion | Vagina artificial
Elipticidad 1,70 a 1,61 b
Rugosidad 2,26 a 0,61b
Elongacién 0,26 a 0,23 b
Regularidad 0,94 b 0,95 a

Letras distintas muestran diferencias significativas (p<0,01)

Los parametros de la morfometria espermatica de la forma de la cabeza determinadas
son similares al reporte de (Rodriguez, 2013), elipticidad de 1,6 £ 0,2; rugosidad 0,6

+ 0,1; elongacion 0,2 + 0,1 y regularidad 0,9 + 0,1, estudio realizado en la raya, en
llamas colectados por el método de electroeyaculacion. La similitud se deberia a las

mismas condiciones medio ambientales y al equipo especializado el ISAS.

La media de los parametros de la morfometria espermatica de la regién de la cabeza
determinadas en este trabajo son similares al reporte de (Soler et al., 2014), rugosidad
0,9 £ 0,1; regularidad 1,1 £ 0,1; elipticidad 0,2 + 0,1; similares al reporte de (Soler et al.,
2013), elipticidad de 0,24 + 0,06, rugosidad de 0,87 £+ 0,06 y regularidad de 1,07

+ 0,06, cuyos estudios fueron realizados por el método de vagina artificial en el

centro experimental cicas la raya.

En la tabla 30, se muestran los parametros de la region de la pieza intermedia, donde se
hallaron diferencias altamente significativas (p<0,01) en los parametros de nivel gris,
anchura, area de la pieza intermedia y angulo de insercién; por otro lado no se hallaron

diferencias significativas (p>0,05) en el parametro de distancia de insercion.
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Tabla 30. Parametros de la region de la pieza intermedia del semen de llamas

colectado por los métodos de electroeyaculacién y vagina artificial

Parametros Electroeyaculaciéon | Vagina artificial
Nivel de gris (%) 119,81 b 126,30 a
Anchura (um) 1,39 b 1,40 a
Area de P.I (um) 2,89 b 2,99 a

Dist Insercién(um) 0,23 a 0,22 a

Ang Insercion (um) 10,72 a 8,31b

Letras iguales muestran diferencias no significativas (>0,05)

Los parametros de la morfometria espermatica de la pieza intermedia determinadas
en este estudio son similares al reporte de (Rodriguez, 2013), nivel gris de 168,3 +
10,5; anchura de la pieza intermedia de 1,4 + 0,4 uym; area de la pieza intermedia de
3,0£0,7 pmz; distancia de la insercion de la pieza intermedia de 0,2 £ 0,2 y angulo
de insercion de la pieza intermedia de 11,0 £ 13,5, estudio realizado en la raya, en
llamas colectados por el método de electroeyaculacidn. La similitud se deberia a las
mismas condiciones medio ambientales y al equipo especializado el ISAS.

4.5 IDENTIFICACION DE SUBPOBLACIONES ESPERMATICAS
4.5.1 VARIABLES UTILIZADAS

Para la identificacion de subpoblaciones espermaticas se evaluaron 8866
espermatozoides colectados por los métodos de electroeyaculacién y vagina artificial,
para ello se siguid el criterio de elegir aquellos con un auto valor y porcentaje
acumulado. Esto se realizé como primer paso para conocer las subpoblaciones
espermaticas, para ello se tomo el criterio de escoger el coeficiente de determinacion
o R% mas alto. En el resultado del andlisis de principales componentes elaborado con

los datos de analisis de espermas procesados por el programa PRINCOM, se obtuvo
lo siguiente:
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Tabla 31. Resultado del analisis principal de componentes realizado en los
datos de analisis de esperma

n Variable | AUTO VALOR | ACUMULADA
PRIN 1 Largo 2,92 0,32
PRIN 2 Ancho 2,46 0,60
PRIN3 |Area 1,21 0,73
PRIN 4 Perimetro 1,01 0,84
PRIN 5 Acrosoma 0,85 0,94

4.5.2 DETERMINACION DE SUBPOBLACIONES ESPERMATICAS
Para el resultado de las subpoblaciones espermaticas los datos de espermas se
procesaron con el programa FASTCLUS, donde se evalué 8866 espermatozoides,

donde se identificaron 3 subpoblaciones.

Subpoblaciéon 1: constituida por espermatozoides con parametros de la cabeza,
(largo de 5,24 + 0,48 ym; ancho de 3,18 + 0,33 ym; area de 13,66 + 2,10 pmz;
perimetro de 16,23 + 1,62 um y porcentaje de acrosoma de 38,78 + 4,53), del total de

espermatozoides, el 11,19 % fue asignada a esta poblacion. Esta subpoblacién con
los resultados de morfometria es calificada como normales.

Subpoblacién 2: constituida por espermatozoides con parametros de la region de la
cabeza, (largo de 5,20 + 0,39 ym; ancho de 3,15 * 0,27 um; area de 13,54 + 1,62
pmz; perimetro de 16,50 £ 1,40 um y porcentaje de acrosoma de 48,77 + 2,51), del

total de espermatozoides, el 43,40 % fue asignada a esta poblacion. Esta
subpoblacién con los resultados de morfometria es calificada como microcefalicos.

Subpoblaciéon 3: constituida por espermatozoides con parametros de la cabeza,
(largo de 5,21 + 0,41 pm; ancho de 3,19 + 1,58 ym; area de 13,86 + 1,58 pmz;
perimetro de 17,12 + 1,52 um y porcentaje de acrosoma de 56,56 + 2,97), del total de

espermatozoides, el 45,41 % fue asignada a esta poblacion. Esta subpoblacion con
los resultados de morfometria es calificada como macrocefalicos.
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Tabla 32. Numero de subpoblaciones espermaticas y parametros de

morfometria obtenidos del semen de llama colectado por ambos métodos

Parametros de Subpoblaciones de espermatozoides
morfometria 1 2 3

n de espermas 992 3848 4026
Porcentaje 11.19 % 43.40 % 45.41 %
Largo 5,24+0,48 5,20 + 0,39 5,21+ 0,41
Ancho 3,18+0,33 3,15+ 0,27 3,19+ 1,58
Area 13,66+2,10 | 13,54 +1,62 | 13,86 £+ 1,58
Perimetro 16,23+1,62 | 16,50+1,40 | 17,12 +1,52
Acrosoma 38,784,563 | 48,77 +£2,51 | 56,56 + 2,97

No existen reportes acerca de subpoblaciones espermaticas morfométricos en
camélidos sudamericanos, pero si se hicieron estudios utilizando semen fresco como
el presente trabajo en otras especies con resultados similares tales como: (Meza,
2014); (Quinteno et al., 2003) y (Abaigar et al., 1999), en alpacas, porcinos y Mono
titi, reportando 3 subpoblaciones respectivamente; en subpoblaciones espermaticas
de motilidad; por otro lado en subpoblaciones morfométricos tales como: (Maroto
2012); (Morales et al., 2012); (Esteso, 2006); (Nava y Quinteno, 2013) en ovinos,
cerdos, ciervo iberico y bovino, reportando en ovinos 4 y las demas especies 3

subpoblaciones espermaticas.
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Grafico 1. Identificacion de subpoblaciones espermaticas
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CAPITULO V

CONCLUSIONES
De acuerdo a las condiciones del presente trabajo de investigacion se concluye lo

siguiente:

1. En las caracteristicas macroscopicas del semen de llama se hallé diferencias
significativas (p<0,01) para el volumen, siendo el método por vagina artificial mayor
frente al método por electroeyaculacion. Para las caracteristicas microscépicas del
semen de llama se hall6é diferencias significativas (p<0,05) para la concentracion,
siendo el método de vagina artificial mayor frente al método electroeyaculacién. No
se hallo diferencias significativas (p>0,05) para el pH, filancia y motilidad entre

métodos de colecta.

2. Para la morfologia del espermatozoide del semen de llama se hallé6 que existe
mayor porcentaje en espermatozoides de forma larga con un 47,18%, angosto de
26,90 %, normal de 16,90%, redondo de 7,95% y piriforme de 1,07 %.

3. Se obtuvo parametros de morfométricos donde se hallé diferencias altamente
significativas entre métodos (p<0,01), para los parametros de ancho, areay perimetro,
Elipticidad, rugosidad, elongacion, regularidad, nivel gris, anchura, area de la pieza
intermedia y angulo de insercion; por otro lado no se hallaron diferencias significativas

(p>0,05) en el parametro de distancia de insercion.

4. Se identifico las subpoblaciones espermaticas en semen de llama, hallandose que
el largo, ancho, area, perimetro y acrosoma explican el 85% de varianza de los
componentes principales, e identificandose 3 SPE en funcion a los parametros de

morfometria de los espermatozoides de llama.
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CAPITULO VI

RECOMENDACIONES

1. Se recomienda el uso del método de vagina artificial para la conservacion de
semen, puesto que fue mas efectivo al proporcionar mayor porcentaje de volumen y

concentracion.

2. Se recomienda realizar trabajos complementarios a este estudio, donde se
determine todas las caracteristicas microscépicas en el semen fresco y crio

preservado de llamas.

3. Se recomienda realizar trabajos de inseminacion artificial en llamas, obteniendo

semen por el método de vagina artificial.

4. Contrastar los parametros de morfometria reportados en este estudio con trabajos
futuros, realizando inseminaciones tanto con semen fresco y crio preservado y

determinar la tasa de prefiez en funcion a la morfologia y morfometria.
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Anexo 1. Tabla del ANVA para el volumen de semen en llamas colectado por los

metodos de electroeyaculacién y vagina artificial

Fuente DF |Tipo | SS |Cuadrado de la media |F-Valor |Pr > F
método 1| 103,68 103,680 163,12 | <,01
animal 6 | 17,245 2,874 4,52 0,43
colecta 3 1,363 0,454 0,71 0,55
metodo*animal | O 0,000

C.V=14,33

Anexo 2. Tabla del ANVA de la filancia en semen de llamas colectado por los

métodos de electroeyaculacion y vagina artificial

Fuente DF |Tipo | SS |Cuadrado de la media |F-Valor |Pr > F
método 1 0,781 0,781 2,52 | 0,12

Animal 6 | 3,103 0,517 1,67 | 0,17

Colecta 3 1,652 0,550 1,78 | 0,18

método*animal | 0 0,000

C.V=15,67

Anexo 3. Tabla del ANVA para el pH en semen de llamas colectado por los métodos

de electroeyaculacion y vagina artificial

Fuente DF |Tipo | SS |Cuadrado de la media |F-Valor |Pr > F
método 1 0,001 0,001 0,08 | 0,77
animal 6 | 0,067 0,011 0,72 | 0,63
colecta 3| 0,013 0,004 0,30 | 0,82
método*animal | 0 0,000

C.v=1,77
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Anexo 4. Tabla del ANVA para la motilidad en semen de llamas colectado por los

metodos de electroeyaculacién y vagina artificial

Fuente DF |Tipo | SS |Cuadrado de la media |F-Valor (Pr>F
método 1| 86,790 86,790 0,22 | 0,64
animal 6 [1466,296 244,382 0,61 0,72
colecta 3 | 674,563 224,854 0,56 | 0,64
método*animal | O 0,000

C.V=46,35

Anexo 5. Tabla del ANVA para la concentracién en semen de llamas colectado por

los métodos de electroeyaculacion y vagina artificial

Fuente DF |Tipo |l SS |Cuadrado de la media |F-Valor (Pr>F
método 1 119 250,163 19 250,163 6,22 | 0,02
animal 6 [19727,885 3 287,980 1,06 | 0,41
colecta 3 | 7649,242 2 549,747 0,82 | 0,49
método*animal | 0 0,000

C.V=45,73

Anexo 6. Tabla del ANVA para el parametro de longitud en semen de llama

colectado por los métodos de electroeyaculacion y vagina artificial

Fuente DF |Tipo | SS |Cuadrado de la media |F-Valor |Pr > F
método 1 4,824 4,824 29,86 | <,01
animal 6 | 50,913 8,485 52,51 | <,01
colecta 3 1,376 0,458 2,84 | 0,03
método*animal | 0 0,000

C.v=7,71
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Anexo 7. Tabla del ANVA para el parametro de ancho en semen de llama colectado

por los métodos de electroeyaculacién y vagina artificial

Fuente DF |Tipo | SS |Cuadrado de la media |F-Valor |Pr > F
método 1| 38,487 38,487 591,99 | <.01
animal 6 | 52,666 8,777 135,01 | <,01
colecta 3 0,821 0,273 4,21 0,05
método*animal | O 0,000

C.V=8,04 Pr > Chi-cuadrado <,01

Anexo 8. Tabla del ANVA para el parametro de area en semen de llama colectado

por los métodos de electroeyaculacion y vagina artificial

Fuente DF |Tipo | SS |Cuadrado de la media |F-Valor |Pr > F
método 1 | 182,248 182,248 70,42 | <,01
animal 6 [1570,486 261,747 101,14 | <,01
colecta 3 | 27,663 9,221 3,56 | 0,02
método*animal | 0 0,000

C.V=11,74 Pr > Chi-cuadrado <,01

Anexo 9. Tabla del ANVA para el parametro de perimetro en semen de llama

colectado por los métodos de electroeyaculacion y vagina artificial

Fuente DF |Tipo | SS [Cuadrado de la media [F-Valor |Pr>F
método 1] 190,410 190,410 90,19 | <,01
animal 6 [1623,818 270,636 128,19 | <,01
colecta 3 | 29,595 9,865 4,67 | 0,03
método*animal | 0 0,000

C.v=8,67
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Anexo 10. Tabla del ANVA para el parametro de % de acrosoma en semen de

llama colectado por los métodos de electroeyaculacion y vagina artificial

Fuente DF |Tipo I SS |Cuadrado de la media [F-Valor |Pr>F
método 1 11991,871 1991,871 49,62 | <,01
animal 6 |12295,461 2 049,243 51,05 | <,01
colecta 3 | 1648,818 549,606 13,69 | <,01
método*animal | O 0, 000

C.V=12,37 Pr > Chi-cuadrado <,01

Anexo 11. Tabla del procedimiento PRINCOMP en semen de llamas colectadas por

electroeyaculacién y vagina artificial

Procedimiento PRINCOMP

Observaciones |8 866

Variables 9

Estadisticos simples

Largo(um) | Ancho(um) Area(pmz) Perimetro(um) [Acrosoma%

Media 5,210 3,169 13,696 16,750 51,189

D.S. (um)| 0,410 0,274 1,669 1,521 6,472

Autovalores de la matriz de correlacion

Autovalor | Diferencia | Proporciéon | Acumulada
1 2,919 0,460 0,324 0,32
2| 2,458 1,253 0,273 0,59
3 1,205 0,194 0,133 0,73
4 1,011 0,161 0,112 0,84
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Autovalores de la matriz de correlaciéon
Autovalor | Diferencia | Proporciéon | Acumulada
5 0,849 0,528 0,094 0,94
6 0,321 0,134 0,035 0,97
71 0,187 0,161 0,020 0,99
8 0,025 0,003 0,002 0,99
9 0,022 0,002 1,00

Anexo 12. Tabla del procedimiento FASTCLUS del semen de llama colectado por

los métodos de electroeyaculacion y vagina artificial

Procedimiento FASTCLUS
Replace=FULL Radius=0 Maxclusters=3 Maxiter=10 Converge=0.02

Semillas iniciales
Cluster | Largo(um) [ Ancho(um) | Area(pum) Perimetro(pmz) Acrosoma%
1 5,500 3,000 13,300 15,20 9,70
2 5,700 3,800 18,000 19,70 39,20
3 4,600 3,700 14,400 16,90 69,20
Resumen de conglomerados
Distancia . .
s Y Distancia
Desviaciéon | maxima .
Radio Conglomerado | entre
Cluster | Frecuencia |estandar de la semilla | sobrepasado | mas préximo |Centroides
RMS a Ja del cluster
observacion
1 992 2,363 28,755 2 10,002
2 3848 1,489 8,871 3 7,812
3 4026 1,666 17,017 2 7,812

R-cuadrado general aproximado esperado = 0,78
Procedimiento FASTCLUS
Replace=FULL Radius=0 Maxclusters=4 Maxiter=10 Converge=0,02
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Semillas iniciales
Cluster | Largo(pm) | Ancho(um) Area(umz) Perimetro(pm) | Acrosoma%
1 5,500 3,500 15,600 0,200 57,100
2 6,100 3,900 20,400 18,700 35,400
3 5,300 3,300 13,700 23,800 61,000
4 5,500 3,000 13,300 15,200 9,700
Distancia minima entre semillas inic 23,99
Resumen de conglomerados
Distancia . .
. .. Distancia
Desviacion | maxima
Cluster |Frecuencia |estandar |de la semilla | Radio Conglomerado |entre
RMS a la sobrepasado |mas proximo Centroides
observacion del cluster
1 3683 1,295 8,306 3 6,701
2 1720 1,451 9,811 1 6,804
3 3082 1,561 17,098 1 6,701
4 381 2,351 24 377 2 9,779
R-cuadrado general aproximado esperado = 0,83
Medias del cluster
Claster | Largo(um) | Ancho(um) Area(pmz) Perimetro(pm) | Acrosoma%
1 5,208 3,149 13,593 16,613 50,90
2 5,202 3,154 13,504 16,339 44 10
3 5,209 3,198 13,906 17,212 57,56
4 5,269 3,207 13,860 16,197 34,33
Desviaciones estandar del cluster
Cluster | Largo(um) | Ancho(pm) Area(umz) Perimetro(pm) | Acrosoma%
1 0,397 0,265 1,601 1,389 1,913
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Desviaciones estandar del cluster
Cluster | Largo(um) [ Ancho(pm) Area(umz) Perimetro(pm) | Acrosoma%
2 0,415 0,285 1,762 1,498 2,220
3 0,409 0,261 1,569 1,54 2,666
4 0,506 0,360 2,337 1,712 4,342

Anexo 13. Tabla de cddigo de las llamas, repeticiones de colecta y numero de

espermatozoides evaluados

Llamas
Evaluacién | Peso (kg)

Color Cédigo [Método Repeticion n de spz
Negro 1 Electroeyaculacion | 4 colectas 1044 129,4
Plomo 2 Electroeyaculacion | 4 colectas 1157 105,5
Marrén con blanco 3 Electroeyaculacion |4 colectas 1059 117,5
Blanco 4 Electroeyaculacion |4 colectas 1110 132,2
Marrén 5 Vagina artificial 4 colectas 1147 120,6
Negro 6 Vagina artificial 4 colectas 1114 136,6
Marrén con blanco 7 Vagina artificial 4 colectas 1154 117,5
Blanco con negro 8 Vagina artificial 4 colectas 1081 120,0
Total 32 colectas spz. 8866

80




Anexo 14. Tabla de la evaluacion de la forma de la cabeza del espermatozoide de

la llama por ambos métodos de colecta

Forma %
n

Método Colecta| Llama Piriforme [ Normal [Largo |Redondo | Angosto
Electroeyaculacion 1 1 1,384 11,072 | 43,252 16,609 27,681
Electroeyaculacion 1 2 1,020 11,564 | 40,816 8,843 37,755
Electroeyaculacion 1 3 3,070 30,263 | 43,859 8,333 14,473
Electroeyaculacion 1 4 4,291 13,733 | 42,060 6,008 33,905
Electroeyaculacion 2 1 2,325 11,295 | 51,495 8,305 26,578
Electroeyaculacion 2 2 0,000 10,344 | 48,902 2,821 37,931
Electroeyaculacion 2 3 2,040 17,142 | 49,387 11,020 20,408
Electroeyaculacion 2 4 1,027 11,643 | 54,794 4,452 28,082
Electroeyaculacion 3 1 0,378 12,121 | 43,181 3,787 40,530
Electroeyaculacion 3 2 0,000 11,111 [ 50,000 2,614 36,274
Electroeyaculacion 3 3 1,754 20,175 | 50,000 13,157 14,912
Electroeyaculacion 3 4 1,532 11,494 | 57,471 4,597 24,904
Electroeyaculacion 4 1 1,315 10,526 | 38,157 3,947 46,052
Electroeyaculacion 4 2 0,955 10,191 | 51,273 1,910 35,688
Electroeyaculacion 4 ) 0,905 21,267 [ 49,773 12,669 15,384
Electroeyaculacion 4 4 0,738 12,546 | 53,365 6,273 27,306
Vagina artificial 5 1 0,354 19,503 | 43,262 10,638 26,241
Vagina artificial 5 2 0,322 14,193 | 48,709 23,225 13,548
Vagina artificial 5 3 1,087 19,927 | 51,087 2,536 25,362
Vagina artificial 5 4 0,000 17,921 | 53,763 4,659 23,655
Vagina artificial 6 1 0,348 20,209 | 45,644 5,923 27,874
Vagina artificial 6 2 0,666 15,000 | 54,000 10,666 19,666
Vagina artificial 6 3 0,809 19,433 | 54,251 5,263 20,242
Vagina artificial 6 4 0,714 20,714 | 43,571 3,928 31,071
Vagina artificial 7 1 0,000 19,788 | 48,409 2,473 29,328
Vagina artificial 7 2 0,321 15,434 | 41,157 12,540 30,546
Vagina artificial 7 3 1,792 21,147 | 42,652 4,301 30,107
Vagina artificial 7 4 1,067 22,064 | 44,281 3,914 28,825
Vagina artificial 8 1 1,793 26,457 | 47,982 6,278 17,488
Vagina artificial 8 2 0,000 21,088 | 30,952 37,074 10,884
Vagina artificial 8 3 1,754 20,350 | 46,315 1,052 30,526
Vagina artificial 8 4 0,358 21,147 | 46,236 4,659 27,598

Total 1,015 16,140 | 47,112 7,974 27,284
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Anexo 15. Tabla de la evaluacion de las caracteristicas macroscépicas (volumen,

pH, filancia y color) del semen de llama.

Metodo

Llama | Colecta |Volumen (ml) | pH Filancia (cm) |Color
Electroeyaculacion 1 1 41 7,0 4.0 Cristalino brillante
Electroeyaculacion 2 1 4.4 6,9 5,0 Cristalino brillante
Electroeyaculacion 3 1 3,0 7,0 4.7 Blanco lechoso
Electroeyaculacion 4 1 2,5 7,0 3,2 Gris
Electroeyaculacion 1 2 5,5 7,0 42 Blanco lechoso
Electroeyaculacion 2 2 4,0 7,0 4.0 Blanco lechoso
Electroeyaculacion 3 2 3,7 7,2 3,6 Cristalino brillante
Electroeyaculacion 4 2 4,0 6,9 2,9 Cristalino brillante
Electroeyaculacion 1 3 4,0 6,8 3,2 Cristalino brillante
Electroeyaculacion 2 3 3,0 7,0 3,5 Cristalino brillante
Electroeyaculacion 3 3 2.8 7,2 2,8 Cristalino brillante
Electroeyaculacion 4 3 3,2 7,0 3,4 Gris
Electroeyaculacion 1 4 5,0 7,0 43 Cristalino brillante
Electroeyaculacion 2 4 41 7,2 4.0 Cristalino brillante
Electroeyaculacion 3 4 3,3 6,9 3,5 Cristalino brillante
Electroeyaculacion 4 4 3,6 7.1 3,0 Cristalino brillante
Vagina artificial 5 5 6,0 7,0 3,2 Blanco lechoso
Vagina artificial 6 5 8,0 7,2 3,8 Blanco lechoso
Vagina artificial 3 5 7,3 7,0 3,8 Cristalino brillante
Vagina artificial 7 5 9,0 7,0 3,4 Blanco lechoso
Vagina artificial 5 6 6,0 7,0 3,7 Gris
Vagina artificial 6 6 7,0 7,2 3.5 Blanco lechoso
Vagina artificial 3 6 9,0 7,0 4.1 Blanco lechoso
Vagina artificial 7 6 7,0 7,0 3,0 Blanco lechoso
Vagina artificial 5 7 6,0 7,2 3,8 Cristalino brillante
Vagina artificial 6 7 7.4 7,0 4.5 Blanco lechoso
Vagina artificial 3 7 8,0 6,9 2,8 Cristalino brillante
Vagina artificial 7 7 7,5 6,8 3,0 Cristalino brillante
Vagina artificial 5 8 5,6 7,0 2,8 Cristalino brillante
Vagina artificial 6 8 9,0 6,9 30 Cristalino brillante
Vagina artificial 3 8 6,0 7,2 2,1 Cristalino brillante
Vagina artificial 7 8 9,0 7,0 30 Blanco lechoso
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