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RESUMEN

PALaBrAS CLAVES " , SR .
Los camélidos suramericanos poseen una relevancia econémica, biclégica y cultural para estas regiones. A pesar

de ello, la conservacién y la utilizacién de tecnologias de reproduccién asistida no se ha promovido lo suficiente. La
caracferizacién y conservacién de los eyaculados seminales de esfas especies, pueden favorecerse con estos procesos.
El objetivo de este estudio fue determinar los patrones la morfométricos del semen criopreservado de alpaca recuperado
mediante dos métodos de colecta sobre la dindmica subpoblacional espermdtica. El estudio se realizd en el distrito de
Marangani de la provincia de Canchis, Cusco, Pert por el Laboratorio de Biotecnologias Reproductivas de la Facultad
de Agronomia y Zootecnia, Universidad Nacional de San Anfonio Abad del Cusco y el Laboratorio de Reproduccion
Animal (AndroTEC) del Instituto Tecnoldgico de Costa Rica, Escuela de Agronomia, Costa Rica. Se utilizaron un fotal
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de 18 eyaculados de seis alpacas adultas (6-8 afios). Se ufilizé un sistema computarizado de andlisis seminal (médulo
CASAmorph) para la determinacién de la forma y tamafio de la cabeza del espermatozoide de alpaca. Se ufilizaron
modelos generales lineales y mixtos para evaluar las variables morfométricas de la cabeza del espermatozoide de
alpaca. Hubo un efecto sobre las variables de morfometria de acuerdo con el método de colecta y el proceso de con-
servacion del semen. Se determinaron cuatro subpoblaciones espermdticas en los eyaculados de alpaca. Los procesos
de conservacién seminal influyen sobre el tamaifio y forma de los espermatozoides de alpaca. También, fienen efecto
sobre la distribucién de los espermatozoides en subpoblaciones dentro de un eyaculado. La valoracién de la morfo-
logia espermdtica puede favorecer a seleccionar los animales para los procesos de conservacion de estas especies.

Subpopulation dynamics of cryopreserved alpaca semen obtained from the deferent
vas and post-copulation
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INTRODUCCION

Los sistemas de produccion de camélidos sudame-
ricanos relacionados con la Alpaca (Vicugna pacos) tie-
nen una relevancia econémica para las zonas cercanas
a la cordillera de los andes en Perd, principalmente
por su adaptacién a las condiciones medioambienta-
les (Trillo Zarate et al. 2021). Estas caracteristicas de
adaptabilidad promueven el desarrollo de progra-
mas de conservacion de este recurso zoo genético, sin
embargo, las biotecnologias reproductivas utilizadas
actualmente en estos animales no se han empleado
a nivel comercial debido a la falta de protocolos es-
tandarizados que permitan validar los resultados de
evaluaciones androlégicas y que contribuyan a mejorar
las tasas reproductivas en esta especie (Carretero et
al. 2025), ademas de mitigar las posibles pérdidas de
biodiversidad (Holt & Comizzoli 2024).

Los protocolos para la colecta del semen y el es-
tudio de la calidad del esperma forman parte de los
factores que influyen sobre los procesos de conserva-
cién de especies locales y de interés productivo (Mo-
naco & Lacalandra 2020). La seleccién de los métodos
de recuperacion del semen de alpaca tiene influencia
sobre las caracteristicas seminales, incluyendo varia-
bles de forma y tamafio del espermatozoide que se
pueden cuantificar mediante el andlisis de la morfo-
metria espermaética (Cucho et al. 2019; Huanca-Marca
et al. 2020), a través de la tecnologia CASA (Computer-
Assisted Semen Analysis) (Soler & Valverde, 2023;
Viquez et al., 2023; Yaniz, Capistros, et al., 2016). Otros
trabajos en los que se ha utilizado los sistemas CASA
han estudiado las variables de movilidad espermatica
(Meza et al. 2018).

Los estudios en morfometria del espermatozoide
de alpaca sugieren que existe una variacion intra e
inter, respecto a la forma y el tamafio de la cabeza es-
permatica en los eyaculados de alpaca (Buendia et al.
2002). La comprensién de los patrones morfométricos
en los eyaculados, la heterogeneidad y la existencia de
subpoblaciones espermaticas bien definidas a partir de
las variables seminales permite estudiar la dindmica
celular del gameto masculino, asi como su fertilidad
y podria tener una aplicacién practica en la seleccion
de los mejores reproductores, cuyo material genético
sea de alto valor (Valverde et al., 2019). Algunos estu-
dios previos sobre la morfometria de la cabeza se han
realizado en otros animales como el toro (Viquez et
al. 2023), cerdo (Barquero et al. 2021), carnero (Yaniz,
Capistros, et al., 2016), llama (Cucho et al. 2021) y
alpaca (Buendia et al. 2002; Cucho et al. 2019; Huanca-
Mareca et al. 2020), pero, en esta ultima especie no se
han determinado las subpoblaciones espermaticas de
acuerdo con la forma y tamafo de la cabeza de los
espermatozoides.

Aunque los camélidos sudamericanos se caracteri-
zan por su rusticidad en zonas altoandinas, la capaci-
dad reproductiva no es eficiente, y por esto la utiliza-
cién de las técnicas de reproduccion asistida adquieren
relevancia en estos sistemas (Carretero et al. 2025). La
criopreservacion de los eyaculados de los machos de
estas especies y su uso en centros de inseminacion
artificial, son parte de los esfuerzos realizados por
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los investigadores para mejorar las tasas de fertilidad
(Huamani et al. 2024). Sin embargo, la conservacién
del germoplasma podria estar influenciada por otros
factores, como los medios de dilucién (Santiani et al.
2005) y los protocolos de extraccion del semen utiliza-
dos (Fumuso et al. 2021). Por esto, el objetivo de este
estudio fue determinar los patrones morfométricos del
semen criopreservado de alpaca recuperado mediante
dos métodos de colecta sobre la dinamica subpoblacio-
nal espermatica.

MATERIAL Y METODOS

LUGAR Y PERIODO DE ESTUDIO

El estudio fue realizado en el distrito de Maran-
gani de la provincia de Canchis, Cusco, Pert. El sitio
de estudio estd ubicado a una altitud desde los 4133
m.s.n.m, con topografia conformada por las mesetas
andinas. La temperatura varia entre los 3 a 23 °C. La
ubicacion UTM es: 19 1.0279482m E, 8398851m S. Este
trabajo fue desarrollado por el Laboratorio de Biotec-
nologias Reproductivas de la, Facultad de Agronomia
y Zootecnia en el Centro Experimental La Raya, Uni-
versidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco y
el Laboratorio de Reproduccién Animal (AndroTEC)
del Instituto Tecnolégico de Costa Rica, Escuela de
Agronomia, Costa Rica.

ANIMALES Y METODOS DE EXTRACCION DEL SEMEN

La investigacién se realizd utilizando un total de
seis alpacas macho, sexualmente activos con edades
entre 6 y 8 afos. Previo al estudio, se realiz6 la revisién
de los érganos externos de los animales y se verific6
la adecuada conformacién y estado sanitario de estos.
Los animales tenian un peso vivo promedio de 70,67 +
10,15 kg. Las alpacas macho se alimentaron con la aso-
ciacién de rye grass inglés y trébol blanco, ademas de
pasto nativo con predominancia de Alchemilla pinnata'y
Muhlenbergia fastigiata, y agua a libre disposicion.

Se realizé el proceso de desviacion de los conduc-
tos deferentes (DCD) a tres alpacas. Los conductos
deferentes fueron desviados hacia la cara interna del
miusculo y se utilizaron fistulas que permitian reali-
zar la colecta del esperma libre de plasma seminal. El
proceso de coleccién se realizé junto con un masaje
testicular, de las colas del epididimo y de los conductos
deferentes, también se realiz6 la limpieza de la zona
inguinal (cara interna del musculo) utilizando una
toalla y luego se realiz6 la colecta de los espermatozoi-
des mediante una jeringa de tuberculina. El esperma
se coloco en un tubo Eppendorf de 1,5 mL junto con
un medio de dilucién de base Tris y se mantuvo a una
temperatura estable de 37 °C.

También, se realiz6 la colecta del semen post copula
(PC) de tres alpacas durante tres veces con intervalos
entre recoleccién de una semana. Para este proceso se
utilizaron hembras receptivas y un corral de empadre.
Cada hembra fue sujetada y se realizé la limpieza de
la vulva de cada una. Después, se realiz6 la colecta uti-
lizando un espéculo vaginal que llegé hasta el cérvix,
donde se recogi6 el semen mediante un tubo colector, y
se mantuvo con el medio de dilucién Tris a una tempe-
ratura estable de 37 °C. La colecta del semen se realiz6
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tres veces por cada alpaca bajo los diferentes métodos
(DCDy PC), para un total de 18 eyaculados.

PROCESAMIENTO DEL SEMEN

Para el procesamiento del semen fue necesaria la
preparacion del medio de dilucion de Base Tris, com-
puesto por 3,028 g de Tris (C,H;;NO;), 1,7 g de Acido
citrico (C(HO;), 1,25 g de Fructosa (CH;,0,) y 100 mL
agua bidestilada. En cada tubo Eppendorf de 1,5 mL
se coloc6 0,3 mL del medio de dilucién, que ofrecia
las condiciones 6ptimas para mantener a los esper-
matozoides. Para este proceso se utilizé el medio de
dilucién Base Tris y yema de huevo. Para ello, se cen-
trifugdé a 600 rpm durante un periodo de 15 minutos
que permitiera reducir la cantidad de ctimulos de grasa
contenidos en la yema de huevo. Una vez obtenidas
ambas fracciones (Tris, yema de huevo), se procedi6 a
realizar los procesos de dilucién procurando que cada
muestra quedara con una concentracioén final de 15
millones por mililitro (M/mL).

A cada submuestra que contenia al menos 15 M/
mL de espermatozoides se le afiadié papaina en una
proporcion de 1:1 (vol:vol) y se incubé a una tempera-
tura de 37 °C en bafio maria durante 30 minutos. Luego
del proceso de incubacién se adicioné un inhibidor de
papaina durante un periodo de 5 minutos y se man-
tuvo en el bafio maria (37 °C). Luego de ese periodo
cada muestra fue centrifugada a 3000 rpm durante 10
minutos.

DESCRIPCION DE LOS PROCESOS DE CONSERVACION DEL SEMEN

Se analiz6 el semen en dos etapas, una etapa de se-
men fresco y una etapa de semen criopreservado. Cada
submuestra recuperada por el método DCD y PC se se-
paré en tres alicuotas, que se clasificaron como control
(no se anadio ciclodextrinas saturadas de colesterol),
colesterol a nivel 1 (se afiadi6 1,5 mg de ciclodextrinas
saturadas de colesterol) y colesterol a nivel 2 (se afiadi6
3 mg de ciclodextrinas saturadas de colesterol). Cada
alicuota fue incubada durante 15 minutos en un medio
oscuro con una temperatura de 37 °C, luego se some-
tieron a centrifugacién a 1750 rpm durante un periodo
de 10 minutos, después de este proceso se eliminé el
sobrenadante.

El tiempo de equilibrio o de refrigeracion del se-
men (previo a la congelacién) se realizé por medio de
un recipiente con agua que se encontraba a 37 °C y
contenia las alicuotas preparadas, y se llevé de forma
gradual hasta los 5 °C durante un periodo de 150 mi-
nutos. Todas las pajillas utilizadas fueron codificadas
seglin la submuestra correspondiente y se realizo el
llenado de las pajillas de forma manual, utilizando
una jeringa que contenian un volumen de 0,5 mL. Se
dej6 un espacio de aire en cada pajilla previo al sellado,
que se realiz6 con alcohol polivinilico. Estos procesos
se realizaron de forma inmediata luego del tiempo de
equilibrio para evitar posibles cambios de temperatu-
ras en cada submuestra.

El proceso de criopreservacion se realizé usando
una caja de poliestireno expandido que contenia 3
cm de altura con nitrégeno liquido. Luego se coloco
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una gradilla a 5 cm de altura del nivel de nitrégeno
liquido y se colocaron las pajillas previamente selladas
en posicion horizontal durante 15 minutos (tiempo
de exposiciéon sobre vapores de nitrégeno). Luego se
sumergieron las pajillas en el nitrégeno liquido por 10
minutos, y se trasladaron y almacenaron en canastillas
dentro de un tanque de nitrégeno liquido a -196 °C.

EVALUACION DE LA MORFOMETRIA DE LOS ESPERMATOZOIDES

El analisis de la morfometria se realiz6 utilizando
una alicuota de 5 pL. de cada muestra de semen crio-
preservado y se hizo un frotis sobre un portaobjetos.
Este frotis se dejé secar a temperatura ambiente del
laboratorio (24 °C) durante al menos 5 minutos. Luego,
se utilizo el kit de tincion Hemacolor® (Merck, Darm-
stadt, Alemania) y se sigui6 el protocolo estandar del
fabricante. Se utilizo6 el sistema CASA (ISAS® v1) y el
modulo de morfologia (CASA-Morph). El analisis se
realiz¢ a partir de un objetivo de contraste positivo con
un aumento de 100 X y la resolucién de anélisis fue de
0,084 um/pixel. Se capturaron al menos 200 células
espermaticas por cada muestra tefiida. El analisis de la
morfometria incluy6 los pardmetros de la cabeza del
espermatozoide y la pieza intermedia.

Las variables de tamafio de la cabeza del esperma-
tozoide que se analizaron fueron, ancho (W), longitud
(L, pm), perimetro (P, pm), area (A, um?). Las variables
de forma de la cabeza fueron: elipticidad (L/W), elon-
gacion ([L-W]/[L+W]), regularidad (nLW /4A), rugosi-
dad (4nA/P?) y el porcentaje del acrosoma con respecto
a la cabeza del espermatozoide. Para el caso de la pieza
intermedia se analiz6 el ancho (um) y area (um?). Cada
analisis fue revisado y depurado utilizando el factor de
correcciéon del médulo CASA-morph.

ANALISIS ESTADISTICO

Se evaluaron los supuestos de normalidad y homo-
cedasticidad a través de la prueba de Shapiro-Wilk y
Levene, respectivamente. Una vez probadas las hipo-
tesis de la distribucién normal y homogeneidad de va-
rianzas, se realizé un andlisis de la varianza de media
repetidas. Se evalu6 dentro del modelo el efecto del
método de recoleccién del semen. Se utilizaron mode-
los generales lineales y mixtos para evaluar las varia-
bles morfométricas de la cabeza del espermatozoide de
alpaca. Se realizaron pruebas de comparacién mdiltiple
mediante el método de minimos cuadrados, con una
correccién de Bonferroni y un nivel de significacién
estadistica, P < 0,05.

ANALISIS MULTIVARIADO

A partir de las ocho variables morfométricas eva-
luadas, se gener6é un subconjunto de datos para la
identificacion de patrones de agrupamiento en funcién
de la forma y tamafio de la cabeza del espermatozoide.
Para minimizar posibles sesgos derivados de la escala
de medicién, todas las variables se estandarizaron pre-
vio a los andlisis estadisticos. Posteriormente, se llevo
a cabo un andlisis de factores principales (PFA) con el
objetivo de reducir la dimensionalidad del conjunto de
datos, preservando la mayor cantidad de informacién
de las variables originales. Las comunalidades iniciales
fueron estimadas con base en el coeficiente maximo de
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correlaciéon absoluta entre cada variable y cualquier
otra.

El niimero 6ptimo de factores principales (FP) a
retener se determiné mediante el criterio de Kaiser. Se
selecciond tinicamente aquellos con valores propios
superiores a 1. Asimismo, se calcul6 el estadistico de
Kaiser-Meyer-Olkin (KMO) para evaluar la idoneidad
del conjunto de datos en el andlisis factorial. Se aplico
el método de rotacién Varimax con normalizacién de
Kaiser para facilitar la interpretacién de los factores
extraidos.

Con el propésito de interpretar los factores deriva-
dos, se examinaron las correlaciones entre estos y las
variables morfométricas originales. Posteriormente,
se implement6 un procedimiento de clasificacién de
los espermatozoides en grupos discretos segtin las
puntuaciones factoriales obtenidas. Este proceso se
realizé en dos etapas: primero, se efectué un analisis
de conglomerados jerarquico utilizando el método de
varianza minima de Ward; posteriormente, el ntimero
6ptimo de conglomerados determinado en esta fase se
emple6 como referencia en un andlisis de conglomera-
dos K-medias no jerarquico.

Para evaluar diferencias significativas entre los
grupos resultantes, se realizé un analisis de varianza
(ANDEVA) sobre las variables morfométricas y se es-

tablecié un umbral de significacién de P < 0,05. En caso
de detectar diferencias significativas, se aplic la prue-
ba de comparaciéon multiple de Tukey-Kramer para
comparaciones por pares. Los resultados se expresaron
como media + error estdndar de la media. Todos los
analisis estadisticos fueron realizados con el software
IBM SPSS Statistics, version 23.0 para Windows (SPSS
Inc., Chicago, IL, EE. UU.).

RESULTADOS

El analisis de la morfometria espermaética se rea-
liz6 con parametros basados en variables de forma y
tamarfio de la cabeza y pieza intermedia de los esper-
matozoides de alpaca. Se demostré un efecto sobre las
variables de tamano, longitud, ancho, area, perimetro,
porcentaje del acrosoma y forma como la regularidad.
Se observaron valores més altos (P < 0,05) para estas
variables en las muestras obtenidas a partir de la des-
viacién de los conductos deferentes (DCD) que en las
muestras obtenidas por el método de extraccién post
copula (PC).

Al analizar las variables de tamafio de la pieza in-
termedia se demostré que hubo diferencias (P < 0,05)
entre los métodos de recuperacién para las variables de
ancho y érea de la pieza intermedia (Tabla 1).

Tabla I. Variables de morfometria (media + EEM) de la cabeza y pieza intermedia de espermatozoides de
alpaca obtenidos por diferentes métodos de recoleccién (Morphometric variables (mean + SEM) of the head and midpiece

of alpaca sperm obtained by different collection methods).

Variable DCD
Longitud 5,45+0,012
Ancho 3,16+0,012
Area 13,79+0,052
Perimetro 17,63+0,05°
Acrosoma 60,00+0,112
Ancho-mp 1,3410,01°
Area-mp 2,88+0,022

PC
5,35£0,01°
3,10+0,01°
13,66+0,05°
17,81+0,052
55,32+0,11°
1,390,012
2,78+0,02°

EEM: error estandar de la media. DCD (Desviacién gje conductos deferentes), PC (Post copula). Ancho (W, um), longitud (L, pm), perimetro
(P, ym), area (A, um?), area de la pieza intermedia (Area-mp, um?) y ancho de la pieza intermedia (Ancho-mp, um) de la pieza intermedia. #°
Letras en superindice diferentes indican diferencias entre los métodos de recuperacién de semen de alpaca. P < 0,05.

En general, los espermatozoides obtenidos con el
método DCD fueron mas grandes que los obtenidos
con el método PC, con la excepcion del perimetro y el
ancho de la pieza intermedia. Cuando se analizaron
las variables de elipticidad, elongacién y rugosidad de
la cabeza y la distancia de la pieza intermedia no hubo
diferencias (P > 0,05) entre los métodos de recoleccion
del semen (Material Suplementario 1).
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Al analizar las variables morfométricas en semen
fresco y congelado, se observaron valores mas altos en
el tamano de los espermatozoides que fueron someti-
dos al proceso de congelacién respecto de los esper-
matozoides analizados en fresco. La longitud, ancho y
area de la cabeza del espermatozoide de alpaca some-
tido a un proceso de congelaciéon fue mayor (P < 0,05)
que los espermatozoides que no se sometieron a estos
procesos de conservacion.
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Material suplementario 1. Variables de morfometria (media + EEM) de la cabeza y pieza intermedia de espe-
rmatozoides de alpaca obtenidos por diferentes métodos de recoleccidon (Morphometric variables (mean + SEM) of the
head and mid-shaft of alpaca spermatozoa obtained using different collection methods).

Variable DCD PC
Elipticidad 1,74+0,01° 1,740,012
Elongacion 0,27+0,0012 0,27+0,0012
Rugosidad 0,58+0,13? 0,76+0,13?
Regularidad 0,98+0,0012 0,96+0,001°
D-mp 0,260,012 0,25+0,012

EEM: error estandar de la media. DCD (Desviacion de conductos deferentes), PC (Post copula). Elipticidad (L/W), elon-
gacion ([L-WY/[L+W]), rugosidad (4mA/P?), regularidad (TLW/4A), distancia de insercion de pieza intermedia (D-mp, pm).
ab | etras en superindice diferentes indican diferencias entre los métodos de recuperacién de semen de alpaca. P < 0,05.

De acuerdo con la forma de la cabeza del esperma-
tozoide de alpaca, se observaron valores mas altos (P
< 0,05) para las variables de elipticidad, elongacién
y rugosidad en muestras congeladas que los esper-
matozoides de alpaca evaluados en fresco (Material
suplementario 2).

El area de la pieza intermedia fue mayor en los
espermatozoides de alpaca congelados que en los es-
permatozoides analizados en fresco (P < 0,05). No hubo
diferencias para el ancho de la pieza intermedia cuan-
do se analizaron los espermatozoides de las dosis de
semen fresco y congelado (P > 0,05) (Tabla 2).

Tabla 2. Variables morfométricas (media + SEM) de la cabeza y la pieza intermedia de los espermatozoides
de alpaca en muestras frescas y congeladas (Morphometry variables (mean + SEM) of the head and intermediate piece of

Alpaca spermatozoa in fresh and frozen samples).

Variable Fresco
Longitud 5,35+0,01°
Ancho 3,12+0,01°
Area 13,57+0,04°
Perimetro 17,82+0,042
Acrosoma 58,210,092
Ancho-mp 1,36+0,012
Area-mp 2,77+0,02°

Congelado
5,530,022
3,170,012
14,1810,062
17,4410,07°
56,00+0,16°
1,38+0,022
2,99+0,262

EEM: error estandar de la media. Ancho (W, um), longitud (L, pm), perimetro (P, um), area (A, pm?), acrosoma (%), area (Area-mp, pm?) y el
ancho (Ancho-mp, um) de la pieza intermedia. *° Letras en superindice diferentes indican diferencias entre semen fresco y congelado. P <0,05.

Al analizar el efecto de la adicion de colesterol al
semen, las variables de longitud, perimetro, area de la
cabeza de espermatozoides y el porcentaje de acrosoma
fueron diferentes en el tratamiento que se adicion6 3
mg de CLC (nivel 2) con respecto a los demas trata-
mientos utilizados, a saber, semen fresco (control),

nivel 0 (semen congelado sin adiccién de CLC) y el
nivel 1 (semen congelado con adicién de 1,5 mg de
CLC) (Tabla 3), y se observé una posible influencia
de la adicion de ciclodextrinas saturadas de colesterol
y el proceso de congelacién de los espermatozoides.
(Material Suplementario 3).
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Tabla 3. Variables de morfometria (media + EEM) de la cabeza

pieza intermedia de espermatozoides de

?\hpaca en diferentes niveles de adicién de ciclodextrinas saturadas de colesterol (CLC) en semen congelado
(Morphometric variables (mean + SEM) of the head and midpiece of alpaca spermatozoa at different levels
of cholesterol-saturated cyclodextrin (CLC) addition in frozen semen).

Variable Control Nivel O Nivel 1 Nivel 2
Longitud 5,35+0,02 5,31+0,02° 5,4+0,02° 5,530,022
Ancho 3,1410,012° 3,09+0,01%° 3,1240,01¢  3,1740,012
Area 13,75+0,07¢ 13,3310,07° 13,6440,07° 14,18+0,06°
Perimetro 17,7540,072 17,83+0,072 17,88+0,072 17,44+0,07°
Ancho-mp 1,340,022 1,35+0,022 1,39+£0,02°  1,38+0,022
Area-mp 2,75+0,03% 2,83+0,03° 2,730,032 2,99+0,03°

EEM: error estandar de la media. Control: Semen fresco y 0 mg de CLC, Nivel 0: Semen congelado y 0 mg de CLC, Nivel 1: Semen
congelado y 1,5 mg de CLC, Nivel 2: Semen congelado y 3 mg de CLC. Ancho (W, pm), longitud (L, um), perimetro (P, um), area (A,
um2), area (Area-mp, ym2) y el ancho (Ancho-mp, pym) de la pieza intermedia. ¢ Letras en superindice diferentes indican diferen-
cias entre semen fresco y la adicién de diferentes niveles de ciclodextrinas saturadas de colesterol en semen congelado. P < 0,05.

Material suplementario 3. Variables de morfometria (media + EEM) de la cabeza 37 pieza intermedia de
espermatozoides de Alpaca en diferentes niveles de adicién de ciclodextrinas saturadas de colesterol (CLC)
en semen congelado (Morphometric variables (mean + SEM) of the head and mid-section of alpaca sperm at different levels of
cholesterol-saturated cyclodextrin (CLC) addition in frozen semen).

Variable Control Nivel 0 Nivel 1 Nivel 2
Elipticidad 1,72+0,012 1,730,012 1,75£0,01%° 1,76+0,01°
Elongacion 0,26+0,001° 0,26+0,0012° 0,270,001 0,27+0,001°
Rugosidad 0,560,182 0,59+0,182 0,570,182 0,960,002
Regularidad 0,97+0,001° 0,97+0,0012° 0,98+0,001° 0,97+0,001°
D-mp 0,25+0,01 0,260,012 0,280,012 0,23+0,01°

EEM: error estandar de la media. Control: Semen fresco y 0 mg de CLC, Nivel 0: Semen congelado y 0 mg de CLC, Nivel 1: Semen
congelado y 1.5 mg de CLC, Nivel 2: Semen congelado y 3 mg de CLC. Elipticidad (L/W), elongacion ([L-W]/[L+W]), rugosidad (41TA/
P?), regularidad (TTLW/4A), distancia de insercion de pieza intermedia (D-mp, um). a-d Letras en superindice diferentes indican dife-
rencias entre semen fresco y la adicion de diferentes niveles de ciclodextrinas saturadas de colesterol en semen congelado. P < 0.05.

Los anélisis de componentes principales revelan
cuatro factores relacionados positivamente con el tama-
fo, la forma de la cabeza y la pieza intermedia de los
espermatozoides de alpaca. El componente principal 1
(CP1) esta asociado positivamente con las variables de
longitud, ancho, area y perimetro (variables de tamafio
de la cabeza del espermatozoide), el componente prin-
cipal 2 (CP2) esta asociado positivamente con variables
de forma de la cabeza, principalmente con la eliptici-

dad, elongacién y la longitud (variable de tamano),
un tercer componente principal (CP3) se asocia con
las variables de tamafio de la pieza intermedia como
el ancho y area y el componente principal 4 (CP4) se
asocia positivamente con la variable de distancia de
la pieza intermedia del espermatozoide. El total de la
varianza explicada por los cuatro factores analizados
fue de 76,69 % (Tabla 4).

Tabla 4. Vectores de los componentes principales (CP) para las variables de morfometria de la cabeza y pieza
intermedia del semen de alpaca (Principal component (PC) vectors for morphometric variables of the head and midpiece of alpaca

semen).

Variable CP1 CP2 CP3 CP4
Longitud 0,76 0,61

Ancho 0,83

Area 0,96

Perimetro 0,75

Elipticidad 1,00

Elongacion 0,99

Ancho-mp 0,87

Area-mp 0,86

Distancia-mp 0,84
Var exp 27,24 24,18 14,29 10,99

Varianza total explicada: 76,69 %. Var Exp: varianza explicada para cada componente principal. mp: pieza intermedia.
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Para el caso de las colectas de esperma realizadas a
partir del método DCD, se observaron diferencias (P <
0,05) en todas las subpoblaciones para las variables de
ancho, perimetroy el areade la cabeza de los esperma-
tozoides. Al analizar la pieza intermedia, las variables
de anchoy area fueron diferentes para cada una de las
subpoblaciones encontradas. Se encontraron valores
mas altos paralas SPs 1Y 3. Los espermatozoides con
valores mas altos de acuerdo con el area y perimetro

de la cabeza se agruparon en las subpoblaciones 1y
2; mientras que cuando se analiz6 la pieza intermedia
los espermatozoides que presentaron los valores mas
altos estaban agrupados en la SP 3 (Tabla 5). Ademas,
se observaron diferencias en las subpoblaciones esper-
maticas para la variable de forma de la cabeza del es-

permatozoide, rugosidad (Material Suplementario 4)

Tabla 5. Variables de morfometria de la cabeza y pieza intermedia (media+ EEM) de subpoblaciones (SPs)
de semen de alpaca recuperado a partir del método por desviacién de conductos deferentes (Morphometric
variables of the head and midpiece (mean + SEM) of subpopulations (SPs) of alpaca semen recovered using the vas deferens deviation

method).

Variable SP1 SP2 SP3 SP4
Longitud 5,82 £ 0,08° 5,68 0,022 5,34 £ 0,02° 5,25 £0,02°
Ancho 3,32+ 0,04° 3,43 £0,01° 3,14 £0,01° 2,90 +0,01¢
Area 14,77 £ 0,25° 15,48+ 0,05° 13,3£50,07° 12,31+ 0,05¢
Perimetro 20,70 £ 0,312 18,89 £ 0,07° 17,07 £ 0,09° 16,53 + 0,06¢
Ancho-mp 2,00 £ 0,07° 1,11 £ 0,02¢ 2,28 £ 0,022 1,05 £ 0,02¢
Area-mp 3,42+0,12° 2,74 £0,03° 3,98 £ 0,042 2,41 +0,03¢

EEMM: error estandar de la media. Ancho (W, um), longitud (L, um), perimetro (P, um), area (A, um2), area de pieza intermedia (Area-mp, um2),
el ancho de la pieza intermedia (Ancho-mp, pm). #¢Letras en superindice diferentes indican diferencias entre subpoblaciones de semen de

alpaca. P < 0,05.

Material suplementario 4. Variables de morfometria de la cabeza y pieza intermedia (media+ EEM) de sub-
poblaciones (SPs) de semen de alpaca recuperado a partir del metodo por desviacién de conductos defer-
entes (Head and mid-shaft morphometric variables (mean + SEM) of subpopulations (SPs) of alpaca semen recovered using the vas

deferens diversion method).

Variable SP1 SP2
Acrosoma 60,37 0,78 60,95 £ 0,16°
Elongacion 0,26 £ 0,01° 0,25 +0,001°
Rugosidad 0,47 £0,01¢ 0,55 +0,001°
Regularidad 1,02 £ 0,012 0,99 + 0,001°
D-mp 1,28 + 0,03° 0,23 £0,01°

SP3 SP4

59,12 + 0,22° 59,55 + 0,16°
0,26 £0,001° 0,29 0,001
0,59 + 0,0012 0,57 £0,001°
0,99 £0,001° 0,97 +0,001°¢
0,23 £0,01° 0,23 £0,01°

EEM: error estandar de la media. Acrosoma (%), elipticidad (L/W), elongacién ([L-W]/[L+W]), rugosidad (41TA/P?), regularidad (TTLW/4A),
distancia de insercion de pieza intermedia (D-mp, ym). @9 Letras en superindice diferentes indican diferencias entre subpoblaciones de

semen de alpaca. P < 0,05.

Cuando se recuper6 el eyaculado por medio del
método PC, se presenté un fendmeno similar al mé-
todo de recuperacién por desviacion de los conductos
deferentes para la conformacién de las subpoblaciones
Al analizar el tamafo de la cabeza (longitud, largo y
ancho) de los espermatozoides para cada subpoblacién
determinada,

se comprobaron diferencias significativas entre to-
das las SPs (Tabla 6). Ademas, se observaron diferen-
cias entre algunas subpoblaciones esperméticas con el
método post cépula para las variables de forma de la
cabeza del espermatozoide, (Material Suplementario
5).
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Tabla 6. Variables de morfometria de la cabeza y pieza intermedia (media+ EEM) de subpoblaciones (SPs)
de semen de alpaca recuperado post copula (Morphometric variables of the head and midpiece (mean + SEM) of subpopula-
tions (SPs) of alpaca semen recovered post-copulation).

Variable SP1 SP2 SP3 SP4
Longitud 5,58 + 0,08° 5,84 + 0,022 5,24 £ 0,03° 4,98 + 0,02¢
Ancho 3,24 +£0,03° 3,39 £0,01° 3,09 £0,01° 2,85+ 0,01¢
Area 14,38+ 0,25° 16,14+ 0,062 13,31+ 0,08° 11,72+ 0,05¢
Perimetro 20,89 £ 0,302 19,21 £0,07° 17,46 £ 0,10° 16,70 + 0,06°
Ancho-mp 2,02 +0,07° 1,20 £ 0,02° 2,27 £ 0,022 1,11 £0,01¢
Area-mp 3,34 +0,10° 2,73 £0,02° 3,85 +0,03° 2,29 +0,02¢

EEM: error estandar de la media. Ancho (W, um), longitud (L, ym), perimetro (P, um), area (A, um?), area (area-mp, ym?) y ancho (Ancho-
mp, um) de la pieza intermedia. ¢ Letras en superindice diferentes indican diferencias entre subpoblaciones de semen de alpaca. P < 0,05.

Material suplementario 5. Variables de morfometria de la cabeza y pieza intermedia (media+ EEM) de sub-
poblaciones (SPs) de semen de alpaca recuperado post cépula (Morphometric variables for the head and mid-body (mean
+ SEM) of subpopulations (SPs) of alpaca semen collected post-mating).

Variable SP1 SP2 SP3 SP4
Acrosoma 55,17 + 0,86% 54,78 £ 0,21° 55,51 £ 0,28° 55,78 £ 0,19°
Elipticidad 1,73 £ 0,03* 1,73 £ 0,012 1,70+ 0,01° 1,76 £ 0,012
Elongacion 0,25+ 0,01° 0,26 +0,001° 0,26 £0,001° 0,27 0,001
Rugosidad 0,46 + 0,01°¢ 0,56 + 0,0012 0,56 + 0,0012 0,54 £0,001°
Regularidad 0,99 + 0,012 0,96 + 0,001° 0,96 £ 0,001° 0,95 +0,001°
D-mp 1,10 £ 0,032 0,22 +0,01° 0,24 £0,01° 0,23 £0,01°

EEM: error estandar de la media. Acrosoma (%), elipticidad (L/W), elongacion ([L-W]/[L+W]), rugosidad (41TA/P?), regularidad (TTLW/4A),
distancia de insercién de pieza intermedia (D-mp, pm). ¢ Letras en superindice diferentes indican diferencias entre subpoblaciones de
semen de alpaca. P < 0,05.

En términos de la forma de la cabeza, las subpobla-
ciones 3 y 4 presentaron diferencias para las variables
de elongacion, elipticidad, rugosidad y regularidad
(Material suplementario 6). En cuanto al tamafio de la
pieza intermedia los valores mads altos se presentaron
para la SPs 3, seguido por las subpoblaciones SP 1, SP
2y SP 4, respectivamente.

Se determiné una interaccién significativa entre
los métodos y las etapas de este estudio. Por esto, al
analizar el semen fresco recuperado a través del mé-

todo de desviacién de conductos deferentes (DCD) se
observaron diferencias entre cada subpoblaciéon para
las variables de tamafio de la cabeza de los esperma-
tozoides de alpaca. Al analizar el semen congelado y
recuperado por este mismo método, se determinaron
diferencias en las subpoblaciones 3 y 4 para las va-
riables ancho y area, mostrandose menos variacién
de las agrupaciones determinadas, debido a que las
subpoblaciones 1y 2 no presentaron diferencias en las
variables mencionadas (Figura 1).

mDCD 1 DCD 2
18 a 16 WX w
b o
16 . 14 L X y
14 d 12 =
12 Fg
10
S10 i 8
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1 2 3 4 1 2 3 4
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Figura 1. Variables de morfometria de la cabeza (drea y perimetro) y pieza intermedia (area y ancho) (media+

EEM) de subpoblaciones (SPs) de semen de alpaca recuperado

or desviacion de conductos deferentes en

semen fresco (DCD 1) y semen congelado (DCD 2). *><4 Letras diferentes indican diferencias entre subpobla-
ciones espermaticas en semen fresco. **¥ Letras diferentes indican diferencias entre subpoblaciones esper-
maticas en semen congelado. P < 0,05 (Morphometric variables of the head (area and circumference) and midpiece (area and width)
(mean = SEM) of subpopulations (SPs) of alpaca semen recovered by vas deferens deviation in fresh semen (DCD 1) and frozen semen
(DCD 2). abed Different letters indicate differences between sperm subpopulations in fresh semen. **¥ Different letters indicate differences
between sperm subpopulations in frozen semen. P < 0.05).

Archivos de zootecnia vol. 75, niim. 289, p. 13.



CCAITA, SEVILLA, ARAYAZUNIGA, MATA, CUCHO Y VALVERDE

25

Perimetro (pm)

Ancho-mp (pm)

L]
L
<<

Perimetro (um)

SP

4,5

35

pm?)

w
—_—
H >

=20

H X

Area-mp

SP

=
HE

Ancho-mp (um)
H X
H >

SP

Continuacion. Fiéura 1. Variables de morfometria de la cabeza (drea y perimetro) y gieza intermedia (area y

ancho) (media+

EM) de subpoblaciones (SPs) de semen de alpaca recuperado por

esviacion de conductos

deferentes en semen fresco (DCD 1) y semen congelado (DCD 2). »><4 Letras diferentes indican diferencias
entre subpoblaciones espermaticas en semen fresco. **¥ Letras diferentes indican diferencias entre subpobla-
ciones esperméticas en semen congelado. P < 0,05 (Morphometric variables of the head (area and circumference) and midpiece
(area and width) (mean £+ SEM) of subpopulations (SPs) of alpaca semen recovered by vas deferens deviation in fresh semen (DCD 1) and
frozen semen (DCD 2). 2*<d Different letters indicate differences between sperm subpopulations in fresh semen. ** Different letters indicate
differences between sperm subpopulations in frozen semen. P < 0.05).

Para la forma de los espermatozoides se determiné
diferencias entre las SP 2 y las demas SPs para las va-
riables elipticidad, elongacién y rugosidad en semen
fresco, mientras que en semen congelado se presenta-
ron mayor variacién entre las subpoblaciones determi-
nadas, donde las SP 1, SP 2 y SP4 fueron diferentes para
esas mismas variables (Material suplementario 6).

Los espermatozoides recuperados a través del mé-
todo post cépula presentaron diferencias en la mayoria
de las subpoblaciones determinadas tanto en semen
fresco, como en semen congelado para las variables

de area y perimetro. El ancho y area de la pieza inter-
media present6 diferencias significativas para las SPs
determinadas bajo este método de recuperacion, tanto
en semen fresco como en semen congelado (Figura
2). No se presentaron diferencias en las SPs 1y 2 del
método post copula y semen congelado en las variables
de longitud y &rea. Por este método el porcentaje de
acrosoma determinado no present6 variacion entre la
mayoria de SPs analizadas bajo este método de recupe-
racion y etapa (Material suplementario 7).
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Figura 2. Variables de morfometria de la cabeza (area y perimetro) y pieza intermedia (area y ancho) (me-
dia+ EEM) de subpoblaciones (SPs) de semen de alpaca recuperado post cépula en semen fresco (PC 1) y se-
men congelado (PC 2). *><4 Letras diferentes indican diferencias entre subpoblaciones espermaticas en semen
fresco. "*¥* Letras diferentes indican diferencias entre subpoblaciones espermaticas en semen congelado. P <
0,05 (Morphometric variables of the head (area and circumference) and midpiece (area and width) (mean + SEM) of subpopulations (SPs) of
alpaca semen recovered post-copulation in fresh semen (PC 1) and frozen semen (PC 2). 2bcd Different letters indicate differences between
sperm subpopulations in fresh semen. **¥Z Different letters indicate differences between sperm subpopulations in frozen semen. P < 0.05).

Material suplementario 6. Variables de morfometria de la cabeza y pieza intermedia (media+ EEM) de sub-
poblaciones (SPs) de semen de alpaca recuperado por desviacién de conductos deferentes en semen fresco
y semen congelado (Morphometric variables of the head and mid-section (mean + SEM) of subpopulations (SPs) of alpaca semen
recovered via vas deferens diversion in fresh and frozen semen).

DCD 1 DCD 2

SP1 SP2 SP3 SP4 SP1 SP2 SP3 SP4
Longitud 5,93+0,092 5,70£0,02°  5,37+0,03° 5,27+0,02¢ 4,56+0,25Y 5,63+0,03" 5,23+0,04* 5,21+0,02*
Ancho 3,31+0,05° 3,46+0,012  3,16+0,01° 2,90+0,01¢ 3,48+0,13" 3,33+0,02v 3,06+0,02% 2,91+0,01¥
Acrosoma 60,08+0,78 61,09+£0,18* 59,64+0,25° 59,72+0,19° 63,88+3,06* 60,51+0,37% 57,58+0,48*  59,23+0,29"
Elipticidad 1,850,042 1,66£0,01c  1,71x0,01° 1,83+0,012 1,32+0,12Y 1,70+0,01* 1,72+0,02~ 1,80+0,01"
Elongacién  0,27+0,01®*  0,24+0,001° 0,26+0,001°*  0,29+0,001°  0,13+0,03" 0,26+0,001* 0,260,001  0,28+0,001*
Rugosidad  0,48+0,01¢ 0,55+0,001¢ 0,59+0,0012  0,57+0,001°>  0,35+0,05¥ 0,56+0,01* 0,59+0,01% 0,58+0,001"
Regularidad 1,03+0,012 0,99+0,001* 0,98+0,001° 0,97+0,001°  0,89+0,03" 1+0,001v 1+0,001v 0,97+0,001*
D-mp 1,29+0,03° 0,25+0,01*  0,24+0,01° 0,24+0,01° 1,23+0,09* 0,18+0,01¥ 0,21+0,01% 0,21+0,01*

EEM: error estandar de la media. DCD 1: Semen fresco recuperado por desviaciéon de conducto deferente, DCD 2: Semen congelado
recuperado por desviacion de conducto deferente. Longitud (L, pm), ancho (W, pm), acrosoma (%), elipticidad (L/W), elongacién ([L-W]/
[L+W]), rugosidad (41TA/P?), regularidad (TrTLW/4A), distancia de insercién de pieza intermedia (D-mp, pm). ¢ Letras en superindice diferen-
tes indican diferencias entre subpoblaciones de semen de alpaca en semen fresco. P < 0.05. *¥ Letras en superindice diferentes indican
diferencias entre subpoblaciones de semen de alpaca en semen congelado. P < 0,05.
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Material suplementario 7. Variables de morfometria de la cabeza y pieza intermedia (media+ EEM) de sub-
poblaciones (SPs) de semen de alpaca recuperado post copula en semen fresco y semen congelado (Morpho-
metric variables for the head and mid-section (mean + SEM) of subpopulations (SPs) of alpaca semen collected post-mating from fresh

and frozen semen).

PC1 PC 2

SP1 SP2 SP3 SP4 SP1 SP2 SP3 SP4
Longitud 5,42+0,09°  5,75+0,02° 5,10+0,03°  4,94+0,02¢ 6,08 +0,16* 6,02 +0,03¥ 552 +0,05 5,24 +0,05
Ancho 3,11£0,04*  3,36+0,01° 3,02+0,01¢  2,85+0,01¢ 3,63 +0,07% 3,43 +£0,01* 3,23+0,02r 2,88 0,022
Acrosoma 56,45+0,94® 55,93+0,24> 56,79+0,33" 56,16+0,19®> 51,23 +1,77% 5251+ 0,37% 52,82+0,51% 53,06 + 0,54
Elipticidad 1,74+0,03ab 1,72+0,01b 1,70+0,01b  1,75¢0,01a  1,69+0,06x 1,76 +0,01x 1,72+0,02x 1,83+ 0,02w
Elongacion 0,26+0,01*  0,26+0,001* 0,25+0,001* 0,27+0,001° 0,24 +0,02* 0,27 +0,001* 0,26 +0,001* 0,29 +0,001"
Rugosidad 0,46+0,02=  0,54+0,001*  0,53+0,01*  0,53+0,001*> 0,45+ 0,02 0,62 +0,01% 0,62+0,01" 0,63 +0,01
Regularidad  0,98+0,01=  0,96+0,001%® 0,96+0,001* 0,95+0,001¢ 1,03 +0,02% 0,97 +0,001* 0,96 £0,001¥ 0,95 +0,001Y
D-mp 1,12+0,03=  0,22+0,01° 0,24+0,01°  0,22+0,01° 1,04 £0,06* 0,22 £ 0,01* 0,23 +0,02¢ 0,23 £0,02

EEM: error estandar de la media. PC 1: Semen fresco recuperado post copula, PC 2: Semen congelado recuperado post copula. Longitud
(L, ym), ancho (W, pm), acrosoma (%), elipticidad (L/W), elongacion ([L-W]/[L+W]), rugosidad (41A/P?), regularidad (TTLW/4A), distancia
de insercion de pieza intermedia (D-mp, pm). #¢ Letras en superindice diferentes indican diferencias entre subpoblaciones de semen de
alpaca en semen fresco. P < 0.05. *¥ Letras en superindice diferentes indican diferencias entre subpoblaciones de semen de alpaca en

semen congelado. P < 0,05.

DISCUSION

La caracterizacién del semen y la utilizacion en
procesos de reproduccion asistida permite mejorar los
procesos de conservacion de estas especies (Carretero
et al. 2025; Morrell & Abraham 2020). Los procesos de
colecta y evaluacién del semen de esta especie pre-
sentan variaciones y no se han estandarizado (Brown
2000). Este estudio demostr6 diferencias entre los dos
métodos de colecta para las variables de forma y tama-
no de los espermatozoides de alpaca. Los resultados
del presente trabajo coinciden con lo reportado por
otros investigadores que analizaron tres métodos de
colecta (desviacion de conductos deferentes, aspiracion
vaginal y electroeyaculacion) y encontraron diferen-
cias para las variables de ancho, 4rea, perimetro y el
porcentaje de acrosoma del espermatozoide de alpaca
(Huanca-Marca et al. 2020).

Los métodos de colecta influyen sobre la composi-
cién del semen de alpaca, relacionado con la viscosidad
de este segtin el método de colecta utilizado y pueden
limitar el desarrollo de biotecnologias reproductivas
(Abraham et al. 2017; Anderson 2023). Estos métodos
de colecta pueden influir sobre otras caracteristicas
seminales como el volumen obtenido, la concentracion
espermatica y la morfologia normal del espermatozoi-
de, lo que afecta las tasas de concepcion en esta especie
(Bravo et al. 1997; Morton et al. 2009).

La composicién del semen, en términos de la vis-
cosidad (Tibary & Vaughan 2006) y la calidad baja del
semen de alpaca (San-Martin et al., 1968), son con-
sideradas limitaciones para el desarrollo adecuado
de las técnicas de criopreservaciéon. Los procesos de
conservacién seminal, refrigerados o congelados deben
estandarizarse para estas especies de interés biolégico

(Holt & Comizzoli 2024) y la valoracién de los mate-
riales obtenidos se realice mediante sistemas objetivos
(Mortimer & De Jonge 2018). En este estudio se realizé
la valoracién seminal a la descongelacion y en fresco
a partir de sistemas automatizados de anélisis seminal
y se determin¢ la morfometria de los espermatozoides
de alpaca en semen fresco y posterior a los procesos de
criopreservacion.

Se determiné que hubo diferencias en la valora-
cién de la forma y tamafio de las cabezas y la pieza
intermedia de los espermatozoides asociadas a los
procesos de crio preservacion. De acuerdo con otros
trabajos, la forma y el tamafo de los espermatozoides
de alpaca pueden categorizarse en células pequenas,
piriformes, redondeadas, largas o normales, al utilizar
criterios como valores para el area inferiores a 14,65
pm? para células pequefias, para células normales va-
lores entre 14,65 um? y 16,38 pm?, y para células cate-
gorizadas como largas con valores superiores a 17,38
um? (Buendia et al. 2002). Los valores obtenidos para
el area de la cabeza de los espermatozoides en este
trabajo permiten clasificar a los espermatozoides como
de categoria normal y pequefa.

La adicién de ciclodextrinas de colesterol en el se-
men influy6 sobre el tamafio y forma de la cabeza y
pieza intermedia de los espermatozoides de alpaca.
En otras especies, como carnero (Batissaco et al. 2020;
Konyali et al. 2013) y caballo (Contreras et al. 2022), y
en estudios previos se ha determinado que una influen-
cia del uso del colesterol puede provocar una mejoria
para los pardmetros de movilidad, cinética espermatica
y la calidad seminal a la descongelacién (Matthews et
al. 2024), pero no se reporta los efectos sobre la morfo-
metria. Se han sugerido algunos mecanismos de acciéon
que provocan esas mejoras, asociados a la capacidad
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que tienen las ciclodextrinas sobre la membrana plas-
matica y la regulacién del nivel de colesterol de estas
estructuras (Lone 2018).

El estudio de la morfometria espermaética es rele-
vante para la valoracién y prediccién de la fertilidad
de los machos (Yaniz et al., 2015). A pesar de que los
sistemas computarizados de anélisis seminal permi-
ten estudiar cada célula individual, se necesita de un
analisis mas robusto, mediante metodologias de ana-
lisis multivariante de datos para la determinacién de
patrones morfométricos del semen y analizar detalla-
damente las estimaciones derivadas de los sistemas
CASA (Martinez-Pastor 2022).

Algunos estudios previos han demostrado una
heterogeneidad en los eyaculados de alpaca que se
asocia con variacién inter e intra-individuo (Buendia
et al. 2002; Valverde Abarca et al. 2019). En el presente
trabajo se demuestra la heterogeniedad a nivel mor-
fométrico de los espermatozoides y se ha demostrado
mediante la existencia de patrones establecidos en cua-
tro subpoblaciones que se determinaron analizando el
método de colecta y el proceso de criopreservacion del
semen. En otras investigaciones se han comprobado la
presencia de subpoblaciones de acuerdo con la morfo-
logia espermatica en especies como el toro (Valverde et
al. 2016), verracos (Thurston et al. 2001), llama (Cucho
et al. 2021), venado de cola blanca (Cucho et al. 2022) y
humano (Yaniz, Vicente-Fiel, et al., 2016). Las variacio-
nes entre métodos de recolecciéon de seminal podrian
asociarse al efecto sobre la viscosidad del semen que
tiene la utilizacién de diferentes métodos de colecta
en esta especie (Abraham et al. 2017; Bravo et al. 1997;
Morton et al. 2009). También, el proceso de recupera-
cién a partir de los conductos deferentes se ha utilizado
como una alternativa para mejorar la utilizacion de
tecnologias reproductivas en camélidos (Aisen et al.
2021), debido al control que se puede tener sobre el
plasma seminal y la viscosidad de los eyaculados de
los camélidos (Kershaw-Young & Maxwell 2012).

CONCLUSION

El anélisis de la morfometria espermatica permitié
identificar la presencia de distintas subpoblaciones de
acuerdo con el semen fresco y congelado recuperado
mediante dos métodos de colecta en alpacas. Las va-
riaciones encontradas podrian favorecer a la caracteri-
zacién de los eyaculados y los reproductores de estas
especies para potenciar los programas de conservacion
y la utilizacién de tecnologias de reproduccién asistida.
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