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Morfometria y subpoblaciones de espermatozoides de llama
(Lama glama) usando el sistema ISAS® CASA-Morph

Morphometry and subpopulation of llama (Lama glama) sperm using the
ISAS® CASA-Morph system

Hernan Cucho'?, Mitzi Gallegos!, Rufina Ccoiso!, Aydee Meza', Enrique Ampuero’,
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RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar la existencia de subpoblaciones espermaticas
segun la morfometria de los espermatozoides de llama, utilizando un sistema CASA-
Morph. Se colectd semen de cuatro llamas Q’ara de 4-6 afios mediante el método de
electroeyaculacién en cuatro oportunidades por animal, con intervalos de una semana.
Se determind el volumen, movilidad total, concentracion de espermatozoides, porcentaje
de espermatozoides vivos y porcentaje de espermatozoides con reaccion acrosomal. Los
parametros morfométricos de los espermatozoides se evaluaron utilizando el sistema
CASA-Morph, Integrated Semen Analysis System (ISAS®v1). Se determino6 la longitud,
anchura, area, perimetro, elipticidad, elongacion, regularidad y rugosidad de la cabeza del
espermatozoide de llama, asi como la anchura, area, distancia y angulo de insercion de la
pieza intermedia del espermatozoide. Las variables morfométricas se distribuyeron en
cinco componentes principales (PCA) denominados elongacion, longitud, circularidad,
anchura de la pieza intermedia e insercion de la pieza intermedia, que explicaron un 81.6%
de la varianza total. El andlisis de clusteres determino cuatro subpoblaciones (SP): SP1
agrup6 células pequefias con baja elongacion y elipticidad (36.8%); SP2 de espermas de
tamafio intermedio, tanto en la longitud y anchura de la cabeza (9.9%); SP3 de células
alargadas con valores bajos de anchura de la cabeza y pieza intermedia (33.0%); y SP4 de
espermatozoides conuna anchura de la pieza intermedia alta (20.2%). Se hallaron diferen-
cias significativas de subpoblaciones intra e inter animal.
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The aim of this study was to determine the existence of sperm subpopulations
according to the morphometry of llama sperm, using a CASA-Morph system. Semen was
collected from four 4-6-year-old Q’ara llamas by electroejaculation four times per animal,
at one week intervals. The volume, total motility, sperm concentration, percentage of live
sperm and percentage of sperm with acrosomal reaction were determined. The
morphometric parameters of the sperm were evaluated using the CASA-Morph, Integrated
Semen Analysis System (ISAS®vl). The length, width, area, perimeter, ellipticity,
elongation, regularity and rugosity of the llama sperm head were determined, as well as
the width, area, and distance and angle of insertion of the midpiece of the spermatozoa.
The morphometric variables were distributed in five main components (PCA) called
elongation, length, circularity, width of the midpiece and insertion of the midpiece, which
explained 81.6% of the total variance. The cluster analysis determined four subpopulations
(SP): SP1 grouped small cells with low elongation and ellipticity (36.8%); SP2, spermatozoa
of intermediate size, both in length and width of the head (9.9%); SP3 of elongated cells
with low head and midpiece width values (33.0%); and SP4 of sperm with a high midpiece
width (20.2%). Significant differences were found for intra- and inter-animal
subpopulations.
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INTRODUCCION

Entre los aspectos limitantes de la crian-
za de llamas se encuentran los bajos indices
de fertilidad (Diaz et al., 2011), en parte por
la baja calidad del semen (Giuliano et al.,
2008). La evaluacion del semen es de extre-
ma importancia para dilucidar la posible fer-
tilidad de los machos. El espermiograma
usualmente incluye la evaluacion de la movi-
lidad, concentracion y morfologia de los
espermatozoides, teniendo este Ultimo una
asociacion con aspectos genéticos (Landry
et al.,2003; Kosova et al., 2014; Ray et al.,
2017). La variabilidad de la morfologia del
espermatozoide dificulta la evaluacion subje-
tiva del operador, de alli las grandes variacio-
nes intra e inter observador, reduciendo la fia-
bilidad de los resultados (Yeung et al., 1997).

La tecnologia CASA (Computer
Assisted Semen Analysis) ha sido usada en
el estudio de la evaluacion seminal de diver-
sas especies, incluyendo a los camélidos (Soler

et al., 2014a,b; Meza et al., 2018, Cucho et
al., 2019). Asi, la tecnologia CASA-Morph
permite realizar una evaluacion objetiva de la
morfologia espermatica (Soler et al., 2005a,
Yaniz et al., 2015; Maroto-Morales et al.,
2016), eliminando de esta manera las evalua-
ciones subjetivas de los técnicos de laborato-
rio (Soler et al., 2016).

Usualmente, en las evaluaciones de la
morfologia espermatica se considera a la
muestra como una poblacién homogénea, con
una distribucién normal, lo cual puede llevar
a errores de interpretacion, toda vez que exis-
ten subpoblaciones espermaticas (Valle et al.,
2012, Valverde y Madrigal-Valverde, 2018),
determinadas a partir del analisis multivariado
de los parametros morfométricos (Hirai et al.,
2001; Valverde et al., 2016). Subpoblaciones
espermaticas han sido reportadas en bovinos
y ovinos (Rubio-Guillen et al., 2007; Marti et
al., 2011; Maroto-Morales et al., 2012), asi
como en especies silvestres tales como cier-
vos rojos o pumas (Esteso et al., 2009; Cu-
choetal.,2016). El objetivo del presente es-
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tudio fue determinar la existencia de
subpoblaciones espermaticas seguin la
morfometria de los espermatozoides de lla-
ma, empleando el Integrated Semen Analysis
System (ISAS®v1).

MATERIALES Y METODOS

Lugar del Estudio y Animales

El estudio fue realizado entre enero y
julio de 2018 en el Centro de Investigaciones
en Camélidos Sudamericanos (CICAS) La
Raya, de la Universidad Nacional de San
Antonio Abad del Cusco. El Centro se en-
cuentra en el distrito de Marangani, Region
Cusco, Pert, a una altitud de 4130 msnm. El
area pertenece a la zona de vida de paramo
htimedo-subalpino subtropical (Holdridge,
1967).

Se seleccionaron cuatro llamas Q’ara,
de 4-6 afios, sin problemas reproductivos y
pertenecientes al plantel de reproductores del
CICAS La Raya. El peso promedio fue de
121.2 £ 12.2 kg. El tamaio del testiculo iz-
quierdo fue de 4.38+0.94 x 3.08 £ 0.34 cm,
y el derecho fue de 4.35+1.36 x3.03 £ 0.28
cm. La alimentacion de los animales era en
base a pradera natural, siendo Stipa obtusa,
Festuca sp, Calamagrostis amoena y
Scirpus rigidus las especies predominantes.

Coleccion de Semen

La coleccion de semen se realizd me-
diante electroeyaculacion, siguiendo el pro-
cedimiento propuesto por Director et al.
(2007). Para esto, los machos fueron pesa-
dos y la distancia ano-prostata fue determi-
nada con un ecdgrafo Agroscan® L
(Angouléme, Francia). Las colectas de se-
men se realizaron entre las 07:00 y 08:00 h,
previo estimulo urinario. Las llamas estuvie-
ron en ayuno desde las 17:00 h del dia ante-
rior. Se aplicd 0.3 ml de xylacina y 2.8 ml de
ketamina por 100 kg de peso corporal
(Rodriguez, 2013), se limpio la zona peniana
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con 10 ml de agua destilada a 37 °C, y se
extrajeron las heces del recto. La sonda del
electroeyaculador (Minitube®, Tiefenbach,
Alemania), lubricada con gel de ecografia,
fue introducida via rectal y posada sobre la
prostata. Se inici6 la estimulacion eléctrica
con 3 voltios (V), con tres descargasde 1 s y
2 s de descanso, tras lo cual se incrementaba
el voltaje en 1 V. El procedimiento tuvo una
duracion de 15.5 + 1.3 minutos, alcanzando
un voltaje maximo de 17 V. La ereccion del
pene se logro alos 11.8 + 1.0 V, y la eyacula-
cién alos 15.3 + 1.0 V. El intervalo entre las
colecciones de semen fue de una semana.

Se obtuvieron cuatro colectas por lla-
ma, con cuatro repeticiones (n=4, r=4). Las
muestras de semen se recuperaron en tubos
Falcon graduados de 50 ml. Se desecho el
semen contaminado con orina o con bajas
concentraciones.

Analisis del Semen

- Se midi6 el volumen (ml) del semen asi
como se determinaron las caracteristicas
macroscopicas.

- La movilidad de los espermatozoides se
evaluo utilizando un sistema CASA Mot
(ISAS®v1, Proiser R + D, Paterna, Espa-
fia), los archivos de video se analizaron a
25 cuadros por segundo (fps) durante un
segundo.

- La movilidad total (MT; %) se definio
como el porcentaje de células moviles den-
tro de la muestra.

- Laconcentracion de espermatozoides (mi-
llones de espermatozoides por ml), se eva-
lu6 con un Spermtrack® (Proiser R+D, SL,
Espatfia), empleando 3 ul de semen (100x).

- Elporcentaje de espermatozoides vivos se
valoré empleando cosina y nigrosina
(Minitube®, Alemania), usando 5 ul de se-
men y el porcentaje de espermatozoides
con acrosoma reaccionado se evalu6 con
azul de Coomassie (Sigma-Aldrich®), se-
gun lo descrito por Fumuso et al. (2014).
Espermatozoides con acrosoma intacto
mostraban una coloracion azul. Para esto,
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se empled un microscopio de contraste de
fase (UOP; Proiser R+D) del sistema
ISAS® v1, contando no menos de 200 es-
perma-tozoides por muestra a 400x.

Analisis Morfométrico

El analisis de morfometria espermatica
se realiz6 usando el sistema ISAS® vl CASA-
Morph (Proiser R+D, Espafia). Las células
espermaticas fueron capturadas empleando
un microscopio de contraste de fase (UOP;
Proiser R+D) equipado con un objetivo de
100x de campo claro (AN 0.17) y una cama-
ra digital de video (Proiser 782M). El tamafio
de las cuadriculas de captura de video fue de
768x576x8 bits con 256 niveles de grises. La
resolucion de las imagenes fue de 0.084 pm/
pixel en ambos ejes.

Se realizaron frotis empleando 5 pl de
semen. Luego de 20 minutos de secado se
tifieron con Hemacolor® (Merck, Alemania),
segun protocolo del producto. Las imagenes
en promedio de 270 espermatozoides de cada
colecta de semen fueron capturadas y anali-
zadas. Se analizaron los siguientes parametros
morfométricos: longitud (L, um), anchura (W,
um), area (A, um?), perimetro (P, pm),
elipticidad (L/W), elongacion ([L-W]/[L+W]),
regularidad (tLW/4A) y rugosidad (4nA/P?)
de la cabeza del espermatozoide. Asi mismo,
la anchura (um), area (um?), distancia de in-
sercion (distancia entre la cabeza y el eje de
la pieza intermedia, pm) y angulo de inser-
cion (°) de la pieza intermedia del esperma-
tozoide. La evaluacion de la morfometria de
un espermatozoide permite detectar altera-
ciones en la espermiogénesis y en la madu-
racion epididimaria (Hidalgo et al., 2006).

Analisis Estadistico

Se uso la estadistica descriptiva para el
volumen, movilidad total, concentracion,
espermatozoides vivos y reaccion acrosomal.
En el caso de las variables de morfometria,
se determinaron los supuestos de normalidad
y homocedasticidad mediante las pruebas de

Shapiro-Wilks y Levene para los datos obte-
nidos del anélisis CASA-Morph de todas las
células analizadas. Se realizaron procedimien-
tos de agrupamiento para identificar
subpoblaciones espermaticas del conjunto de
datos de morfometria. Todos los valores para
las variables morfométricas se estandarizaron
para evitar cualquier efecto de escala.

El primer proceso consistio en realizar
un analisis de componentes principales (PCA)
o analisis factorial de todos los datos para
obtener un menor numero de combinaciones
lineales (PC) que aun conservaran la mayor
cantidad de informacion posible de las varia-
bles originales. El nimero de componentes
principales (PC) utilizados en el siguiente pro-
ceso del analisis se determino a partir del cri-
terio de Kaiser; es decir, seleccionando solo
aquellos con un valor propio (eingenvalue;
varianza extraida de cada PC >1). Ademas,
se realizo la prueba de esfericidad de Bartlett
y la prueba KMO (Kaiser-Meyer-Olkin)
(Spencer, 2013). Como método de rotacion,
se utilizo el método varimax con la normali-
zacion de Kaiser (Kaiser, 1958).

El segundo proceso consistié en reali-
zar un analisis no jerarquico con el modelo de
k-medias (k-means) que utiliza distancias
euclidianas de las variables cuantitativas des-
pués de la estandarizacion de los datos, por
lo que los centros de agrupacion fueron las
medias de las observaciones asignadas a cada
agrupacion (Kaufman y Rousseeuw, 2005).
El analisis multivariado de grupos de k-me-
dias se realiz6 para clasificar los esperma-
tozoides en un nimero reducido de subpo-
blaciones (clusters o grupos) de acuerdo con
sus variables morfométricas. En el proceso
final, para determinar el numero 6ptimo de
grupos, los centroides finales se agruparon
jerarquicamente utilizando el método Ward
(Murtagh y Legendre, 2014). El procedimien-
to de agrupamiento permite la identificacion
de subpoblaciones de espermas ya que cada
grupo contribuy6 a un grupo final formado
por los espermatozoides unidos a los
centroides.
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Se realiz6 un analisis de la varianza para
determinar las diferencias estadisticas en las
distribuciones de observaciones dentro de las
subpoblaciones de espermatozoides para cada
variable morfométrica. Las diferencias entre
medias se analizaron mediante la prueba de
Bonferroni. Los resultados se presentan como
media + error estandar de la media (SEM).
La significacion estadistica se considerd en
p<0.05. Todos los datos se analizaron utili-
zando el paquete IBM SPSS v 23.0 para
Windows (SPSS Inc., EEUU).

RESULTADOS

Coleccion y Evaluacion del Semen

La eficiencia de las colecciones de se-
men con el método de electroeyaculacion fue
de 84%. El 16% restante presento baja con-
centracion de espermatozoides (<50x10%/ml),
presencia de orina, o eran eyaculados par-
ciales, lo cual determiné su exclusion del es-
tudio. En total, se analizaron 16 muestras de
semen, cuatro de cada animal. La duracion
promedio de las colectas fue de 15.5 £ 1.3
minutos. Las caracteristicas seminales por
macho se muestran en el Cuadro 1.

Morfometria Espermatica

Se encontroé un efecto animal (p<0.05)
en las variables morfométricas de cabeza y
pieza intermedia de los espermatozoides. Las
variables morfométricas que indicaron la
mayor variabilidad correspondieron a la pie-
za intermedia, y fueron la distancia, el angulo
de insercion y area, con coeficientes de va-
riacion de 78.0, 82.1 y 29.1%, respectivamen-
te. Hubo diferencias significativas (p<0.05)
entre animales para las variables de
morfometria, especialmente las variables de
cabeza del espermatozoide: longitud, ancho y
area (Cuadro 2).

Rev Inv Vet Peru 2021; 32(1): e19506

Componentes Principales (PCs) y Es-
tructura Subpoblacional

El analisis de componentes principales
indico cinco PCs:

- Elongaciéon (PC1), representada por la
elipticidad, la elongacion y la anchura de la
cabeza del espermatozoide. El efecto del
valor propio de las dos primeras variables
fue el mismo, mientras que para la anchura
de la cabeza fue de -0.710 indicando que
en este grupo se encontraban aquellas cé-
lulas con menor anchura de la cabeza.

- PC2 se referia a anchura, longitud y area
de la cabeza, llamado longitud con un ma-
yor efecto por anchura de la cabeza.

- PC3, representado por el perimetro y la
rugosidad, denominada circularidad dada
principalmente por rugosidad (-0.860).

- PC4, representado por anchura de la pieza
intermedia (0.867) y area de la pieza inter-
media, denominado anchura de la pieza in-
termedia.

- PCS5, representado por la distancia y el
angulo de insercion de la pieza intermedia,
llamado insercion de la pieza intermedia y
con una variacion total explicada de
81.60%.

Los resultados indicaron que la forma y
el tamafo del espermatozoide tiene un efec-
to relativamente mayor sobre la varianza to-
tal que las otras variables (Cuadro 3).

Los datos del andlisis de conglomera-
dos mostraron cuatro subpoblaciones (SP).
Los valores morfométricos correspondientes
a cada subpoblacion se caracterizaron por:
(a) células pequenas con baja elongacion y
elipticidad (SP1), que mostr6 la longitud de la
cabeza (5.03 +£0.01 um) y elipticidad (1.57 £
0.003) mas baja; y comprendia el 36.8% del
total de células; (b) células de tamafio inter-
medio (SP2), tanto en la cabeza como en la
pieza intermedia, exhibiendo longitudes de
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Cuadro 1. Caracteristicas seminales de cuatro llamas machos reproductores (promedio,
desviacion estandar [D.E.] y coeficiente de variabilidad [C.V.]) colectados

por electroeyaculacion (n = 4 muestras por macho)

Variable Promedio D.E. C.V.
Volumen (ml) 3.63 1.64 45.18
Movilidad total (%) 44.68 18.93 42.36
Concentracion (x10%/ml) 101.71 38.52 38.86
Espermatozoides vivos (%) 64.56 13.54 20.97
Reaccion acrosomal (%) 59.33 7.16 12.06

Cuadro 2. Variables morfométricas de la cabeza y pieza intermedia (medias + SEM)
del espermatozoide de llama (Lama glama)

Variabl Macho
ariable 1 7 3 2

Longitud cabeza (um) 5.21+£0.01*  5.15+£0.01°  5.32+0.01° 5.26+0.01¢
Anchura cabeza (um) 3.06+0.01*  3.01+0.01°  3.24+0.01°  3.14+0.01¢
Area cabeza (um?) 13.31+£0.04*  13.10+£0.04* 14.13+£0.05° 13.83+0.05¢
Perimetro cabeza (um)  16.77+0.04*  15.93+0.04° 17.28+0.04° 16.64+0.04
Elipticidad 1.71£0.005*  1.72+0.004* 1.65+0.005* 1.68+0.01°
Rugosidad 0.60+0.002*  0.65+0.002° 0.60+0.002* 0.63+0.002¢
Elongacion 0.26+0.001*  0.26+0.001*  0.24+0.001° 0.2540.001°
Regularidad 0.94+0.001*  0.93+0.001° 0.96+0.001° 0.94+0.001?
Anchura PI (um) 1.33+£0.01*  1.47+0.011° 1.28+0.01*  1.43+0.01°
Area PI (um?) 2.80+0.02*  2.98+0.02° 2.81+0.03*  2.92+0.03°
Angulo insercion PI (°)  11.04+0.308* 11.25+0.30°  9.32+0.34> 10.07+0.32%
Distancia insercion PI 0.234+0.005*  0.194+0.005* 0.25+0.01*°  0.2540.005°

(pm)

Numero total de células por macho: 1 =1147; 2 =1229; 3 =915; 4 = 1056
Pl: pieza intermedia; SEM: error estandar de la media

ad Superindices distintos dentro de fila indican diferencias significativas

(p<0.05)

entre machos
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Cuadro 3. Valores propios de componentes principales (PCs) para variables
morfométricas en espermatozoides de llama (Lama glama)
Variable Componentes principales
PC1 PC2 PC3 PC4 PC5
Elongacion 0.992
Elipticidad 0.992
Anchura de cabeza -0.710 0.690
Longitud de cabeza 0.859
Area de cabeza 0.812
Regularidad
Rugosidad -0.860
Perimetro de cabeza 0.839
Anchura PI 0.867
Area PI 0.816
Distancia insercion PI 0.737
Angulo insercion PI 0.697
Varianza explicada (%) 26.22 22.81 14.17 9.84 8.56

Varianza total explicada = 81.60%

Cuadro 4. Subpoblaciones espermaticas para variables morfométricas (medias + SEM)
en llamas (Lama glama)

PI

Subpoblacion
SP1 SP2 SP3 SP4

N.° de células (%) 1600 (36.8) 432 (9.9) 1435 (33.0) 880 (20.2)
Longitud cabeza 5.03£0.01*  5.20+0.02° 5.43+0.01°¢ 5.27+0.014
Anchura cabeza 3.224+0.01° 3.15+0.01° 3.00£0.01°¢ 3.0411+0.01¢
Area cabeza 13.63£0.04*  13.40+0.08° 13.50+0.04* 13.57+0.0573%
Perimetro cabeza 16.60+£0.03* 16.70+£0.07°°* 16.86+0.04°>  16.17+0.05¢
Elipticidad 1.57+£0.003*  1.66+0.01°  1.82+0.003°¢ 1.74+0.004¢
Rugosidad 0.63£0.002*  0.61+0.003>  0.60+0.002° 0.65+0.002¢
Elongacion 0.224+0.001*  0.24+0.001°  0.29+0.001°¢  0.27+0.001¢
Regularidad 0.94+0.001*  0.96+0.002°  0.95+0.001° 0.93+0.001¢
Anchura PI 1.32+0.01* 1.43+0.01° 1.17+£0.01°¢ 1.83+0.01¢
Area PI 2.62+0.02*  3.01£0.033>  2.58+0.02* 3.80+0.023¢
Angulo insercion PI ~ 8.18+0.23*  25.79+0.44>  9.26+0.24¢ 9.25+0.31°
Distancia insercion ~ 0.20£0.004*  0.52+0.01°  0.20+0.004* 0.17+0.005°¢

SP: subpoblacién; Pl: pieza intermedia
ad Syperindices distintos dentro de fila indican diferencias significativas entre subpoblaciones
espermaticas (p<0.05)
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Cuadro 5. Porcentaje de células espermaticas en cada subpoblacidn caracterizada en
semen de cuatro llamas (Lama glama)

Subpoblaciones (% espermatozoides)

Macho SP1® Sp2° SP3¢ SP4d
T 34.00 11.24 40.98 13.78
2 31.49 6.75 27.91 33.85
3 45.25 11.80 35.08 7.87
4° 36.81 9.94 33.01 20.24

Cada fila indica el porcentaje de espermatozoides en cada subpoblacidn

Conglomerado; suma de porcentajes de cada animal = 100

Numero total de células por macho: 1 =1147,2 =1229, 3 =915, 4 = 1056

abed Syperindices distintos indican diferencias dentro de fila respecto a las subpoblaciones

espermaticas

%BYeSyperindices distintos indican diferencias dentro de columna para cada animal

Chi cuadrado, p<0.05

cabeza (5.20+0.02 um) y anchura (3.15+0.01
um) intermedias; (c) células alargadas y con
valores bajos de anchura de cabeza (SP3
3.00£0.01 um) y pieza intermedia (1.17+£0.01
um). Ademas, esta subpoblacion presento
células con valores mayores de elipticidad
(1.82+0.003) y elongacion (0.29+0.001), y
represento el 33.0% del total de células; y
(d) células de pieza intermedia grande (SP4),
que se caracterizo por la anchura de la pieza
intermedia mas alta (1.83+0.01 pm). La
subpoblacion SP2 mostr6 la menor propor-
cion de células (9.9%), seguida de SP4 con
20.2% del total de células espermaticas (Cua-
dro 4).

Los analisis de la proporcion de
espermatozoides en cada subpoblacion para
los cuatro machos revelaron diferencias en-
tre machos y subpoblaciones de cada ma-
cho. Las subpoblaciones de esperma se dis-
tribuyeron de manera desigual para cada
macho. Las subpoblaciones de esperma-
tozoides con el mayor nimero de células se
asociaron con un macho especifico, [macho

1: SP3 (40.98%); macho 2: SP4 (33.85%);
macho 3: SP1 (45.25); macho 4: SP1 (36.81%)];
sin embargo, las subpoblaciones con porcen-
tajes mas bajos de células en los machos 2 y
4 se asociaron en SP2 (Cuadro 5).

DiscusioN

Coleccion y Evaluacién del Semen

El tiempo de colecta (15.5 &+ 1.3 minu-
tos) fue mayor al reportado por Giuliano et
al., (2008) de 6-12 minutos en Argentina. El
volumen de 3.63 + 1.64 ml fue inferior a los
valores de 3.82-4.90 ml descritos por Carre-
tero et al., (2016), Casaretto et al., (2012) y
Fumuso et al., (2018), pero mayor a los valo-
res de 2.1-2.8 obtenidos por Giuliano et al.
(2008) y Carretero et al. (2015), siendo el
semen colectado por electroeyaculacion en
todos los casos. Esta variable es dependiente
de la libido del macho y de la estacion
reproductiva (Giuliano et al., 2008).
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La movilidad espermatica total (44.68
+ 18.93%) fue superior a las movilidades de
26.1 a 35.4% reportadas por otros autores
(Giuliano et al., 2008; Casaretto et al., 2012;
Carretero et al., 2015; Fumuso et al., 2018),
quienes hicieron las evaluaciones de forma
subjetiva. De otra parte, la concentracion
espermatica obtenida en el presente estudio
(Cuadro 1), fue similar a la reportada por
Fumuso et al. (2018), pero mayor a los valo-
res de 50.4-78.3x10%ml reportada por Giuliano
et al. (2008), Casaretto et al. (2012) y Ca-
rretero et al. (2015), posiblemente debido a
la libido de los animales, y al instrumento de
medicion (camara hemocitométrica), ya que
en este estudio se empled un Spermtrack®,
que muestra una mejor performance que las
camaras de Neubauer para estas evaluacio-
nes (Soler et al.,2012; Crespilho et al.,2017).

El 64.56% de espermatozoides vivos
encontrado en el presente estudio se encuen-
tra dentro del rango de 52.2 y 65.2% repor-
tado en la literatura (Giuliano et al., 2008;
Casaretto et al., 2012; Carretero et al., 2015;
Fumuso et al. 2018). E1 59.33% de reaccion
acrosomal del estudio fue inferior a los valo-
res reportados por Fumuso et al. (2018) y
Carretero et al. (2015) en semen de llama
colectado por electroeyaculacion. En llamas,
esta variable es importante, ya que permite
evaluar los efectos de las biotecnologias
reproductivas empleadas en esta especie
(Giuliano, 2012).

Morfometria Espermatica

En la actualidad, el analisis de la
morfometria espermatica con los sistemas de
analisis computarizado de semen (CASA-
Morph), dan informacion precisa y objetiva
de las variables morfométricas de una mues-
tra de semen (Marti et al., 2012). En este
estudio, la morfometria de 4347 esperma-
tozoides de llama permiti6 encontrar diferen-
cias significativas (p<0.05) entre machos en
todas las variables evaluadas, al igual que en
otros estudios (Casaretto et al., 2012; Soler
et al., 2014a).
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En el analisis de la morfometria de la
cabeza del espermatozoide de llama, los va-
lores de longitud, anchura, area, perimetro,
elipticidad, rugosidad, elongacion y regulari-
dad, son similares a los reportados por Soler
et al. (2014a,b), empleando el mismo siste-
ma de analisis computarizado (ISAS®, Proiser
R+D, S.L.) y la tincion Hemacolor®. No obs-
tante, Casaretto et al. (2012) reportaron va-
lores mayores para la longitud, anchura, area,
perimetro, rugosidad y elongacion de la ca-
beza del espermatozoide, posiblemente debi-
do al software generalista que usaron para
dichos analisis (QWin Plus, Leica Micro-
systems, Alemania) y la Tincion 15% (Biopur,
Argentina), ya que diferentes técnicas de
tincioén proporcionan diferentes valores de
morfometria (Soler et al., 2005b; Cucho et
al., 2019).

Los valores del presente estudio para
anchura, area, distancia y angulo de inser-
cion de la pieza intermedia del espermatozoi-
de de llama (Cuadro 2), muestran diferen-
cias significativas entre animales, asi como
elevados coeficientes de variacion. La an-
chura, area y distancia de insercion de la pie-
za intermedia fueron similares a los reporta-
dos, en tanto que el angulo de insercion de la
pieza intermedia fue menor al hallado en
alpacas (Cucho et al., 2019).

Subpoblaciones Espermaticas

Existen dos tipos de espermatozoides en
funcion de la morfologia espermatica, los
homomorfos y los heteromorfos. Los prime-
ros tienen una morfologia constante entre in-
dividuos, asi como dentro del animal (Soler et
al., 2014a). Los camélidos sudamericanos
pertenecen al grupo de los heteromorfos
(Buendia et al., 2002; Casaretto et al., 2012;
Soler et al., 2014a; Cucho et al., 2019); es
decir, estas especies muestran gran variabili-
dad de su morfometria intra e inter animal.
En los ultimos afios la informacion proporcio-
nada por los sistemas CASA combinada con
la estadistica multivariada, ha mostrado la
verdadera estructura de la poblacion esper-
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matica, la cual estd compuesta por diferen-
tes subpoblaciones (Soler et al., 2017).

Este es el primer estudio que ofrece in-
formacion de la estructura de subpoblaciones
espermaticas de llamas y de camélidos en
funcién de la morfometria de dicha célula, en
la cual se identificaron cuatro subpoblaciones
espermaticas, como las halladas por
Gutiérrez-Reinoso y Garcia-Herreros (2016)
en gatos, mientras que se han reportado tres
SP en pumas (Cucho et al., 2016) y cinco SP
en gallinas de guinea (Garcia-Herreros,
2016). La evidencia que los espermatozoides
se agrupan en subpoblaciones bien definidas
de acuerdo con sus caracteristicas cinéticas
y/o morfométricas, permite dar una vision mas
amplia del comportamiento espermatico; ade-
mas, se ha visto que la distribucion subpo-
blacional varia entre individuos, lo cual indi-
caria diferentes estrategias de competencia
entre eyaculados (Valverde et al., 2019). La
informacion hallada en este estudio propor-
ciona nuevos conocimientos que podrian usar-
se en futuros estudios que emplean la
morfometria del espermatozoide de llama
como un indicador del estado reproductivo
de esta especie.

CONCLUSIONES

El empleo de un sistema CASA-Morph
apoyado con la estadistica multivariada ba-
sada en el analisis de componentes principa-
les permiti¢ identificar cuatro subpoblaciones
espermaticas con caracteristicas diferentes
de su morfometria en los eyaculados de lla-
mas, hallandose diferencias significativas de
subpoblaciones intra ¢ inter animal.
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