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RESUMEN

El estudio se desarrollé en el laboratorio de reproduccion animal de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNA-Puno, durante los meses de diciembre 2023
a marzo 2024. El objetivo de la investigacion fue disminuir la viscosidad del semen y
mantener la sobrevivencia de los espermatozoides, por la adicién del suero sanguineo de
la alpaca con foliculo pre ovulatorio sobre el semen recuperado por vagina artificial
modificada; se obtuvieron muestras de semen de dos alpacas macho a los que se le colecto
a través de una vagina artificial modificada adecuado a la medida del tracto genital de dos
alpacas hembras, las muestras recolectadas fueron llevadas al laboratorio dentro del
dispositivo intravaginal, donde se exprimié dentro de un tubo de vidrio graduado
atemperado en bafio maria a 37°c, aproximadamente a los 20 minutos después la muestra
espumosa del semen comenz6 a convertirse en una sustancia liquida y viscosa. las
caracteristicas espermaticas fueron evaluadas a las; 0, 4 y 6 horas, determinandose: la
viscosidad a través de la filancia mientras que la motilidad y vitalidad se determiné en
porcentaje y concentracion de espermatozoides. Los resultados encontrados a la hora 0
de viscosidad fueron 5.64 + 0.22 # motilidad 64.18 + 2.4 2, vitalidad 65.54 + 2.44 2 a la
hora 4; viscosidad 1.32 + 0.18 °, motilidad 33.81 + 2.2 °, vitalidad 35.29 + 2.22 ®, a la
hora 6; viscosidad 0.11 + 0.02 ¢, motilidad 7.6 £ 0.62 ¢, vitalidad 9.12 + 0.69 ¢, en
conclusion, la viscosidad por efecto del suero sanguineo disminuyo paulatinamente, la

motilidad y vitalidad se mantuvo con una disminucion ligera.

Palabras clave: Alpaca, Espermatozoides, Semen, Sobrevivencia, Viscosidad.
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ABSTRACT

The study was carried out in the animal reproduction laboratory of the Faculty of
Veterinary Medicine and Zootechnics of the UNA-Puno, during the months of December
2023 to March 2024. The objective of the research was to reduce the viscosity of semen
and maintain the survival of spermatozoa, by adding blood serum from the alpaca with
pre-ovulatory follicle to the semen recovered by a modified artificial vagina; Semen
samples were obtained from two male alpacas, which were collected through a modified
artificial vagina tailored to the size of the genital tract of two female alpacas. The
collected samples were taken to the laboratory inside the intravaginal device, where they
were squeezed inside. from a graduated glass tube tempered in a water bath at 37°C,
approximately 20 minutes later the foamy semen sample began to turn into a liquid and
viscous substance. sperm characteristics were evaluated at; 0, 4 and 6 hours, determining:
viscosity through filament while motility and vitality were determined in percentage and
concentration of sperm. The results found at hour O of viscosity were 5.64 + 0.22 a,
motility 64.18 + 2.4 a, vitality 65.54 + 2.44 a, at hour 4; viscosity 1.32 + 0.18 b, motility
33.81 + 2.2 b, vitality 35.29 + 2.22 b, at hour 6; viscosity 0.11 + 0.02 c, motility 7.6 +
0.62 c, vitality 9.12 + 0.69 c, in conclusion, viscosity due to the effect of blood serum

gradually decreased, motility and vitality remained with a slight decrease.

Keywords: Alpaca, Sperm, Semen, Survival, Viscosity.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

La crianza de camélidos sudamericanos domésticos es una de las principales
actividades pecuarias que provee de productos como la fibra, carne y pieles que
contribuyen al sustento econémico de muchas familias ubicadas en el ande peruano.

(Meza, 2016).

La evaluacion del semen de los camélidos sudamericanos es un problema por sus
caracteristicas por varias razones; las peculiaridades de copula, tiempo de copula,
eyaculacion en estas especies, la alta viscosidad del semen y la dificultad de obtener
consecutivamente eyaculados de un mismo macho (Abraham et al., 2017). El plasma
seminal es muy viscoso y estad distribuido completamente en todo el eyaculado, esta
viscosidad impide la evaluacion del semen ya que atrapa a los espermatozoides,
haciéndolos moverse de manera oscilatoria, con motilidad progresiva limitada (Deen et

al., 2003; Garnica et al., 1993)

Varios investigadores trabajaron sobre las caracteristicas del semen como es la
viscosidad en el eyaculado donde se puede evaluar mediante una "prueba de hilo"
(Kershaw-Young et al., 2013). Varios factores afectan las caracteristicas del semen, como
la duracion de cépula, variacion del macho individual, frecuencia y temporada de
recoleccion (Ferré et al., 2015), nutricion (W. Bravo & Alarcon, 2015), y técnica de

recoleccion de semen (Alarcon. et al., 2012; Morton et al., 2009).

El semen de camélidos sudamericanos presenta la caracteristica de tener gran

viscosidad, lo que limita su manipulacion, para esto se utiliza enzimas proteoliticas a fin

15
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de lisar el coagulo, pero estas enzimas tienen efectos negativos sobra la viabilidad de los

espermatozoides (Curie & Ivén, 2008)

Ademas, dificulta el uso de tinciones para evaluar morfologia y mezcla
homogénea con diluyente, limitando el contacto con los agentes crioprotectores durante
la crioconservacion (Kershaw-Young & Maxwell, 2011). Estos autores identificaron una

proteina: mucina 5B, como el factor causante de la viscosidad més probable.

Los diferentes protocolos de coleccion, dilucion y conservacion se encuentran
desarrolladas de acuerdo al tipo de coleccién de semen que se utiliza, aun asi se
encuentran siempre nuevos problemas y limitantes en su avance, causando un retraso en

el mejoramiento de técnicas como la inseminacién (Curie & Ivan, 2008)

El enfoque del presente trabajo de investigacion con la adicion del suero
sanguineo de una hembra con foliculo preovulatorio sobre la muestra de semen, actuaria
disminuyendo la viscosidad por accion de las enzimas naturales que posee el suero

sanguineo.

1.1.  OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.1.1. Objetivo general

e Determinar el efecto del suero sanguineo sobre la viscosidad del semen 'y
sobrevivencia de los espermatozoides en el semen colectado por vagina

artificial.

16
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1.1.2. Objetivos especificos

e Determinar la viscosidad en el semen colectado por vagina artificial por
efecto de la adiccion del suero sanguineo a las 0, 4, 8 horas e incubados a
37° C.

e Determinar la sobrevivencia de los espermatozoides en el semen colectado
por vagina artificial por efecto de la adicion de suero sanguineo: motilidad

y vitalidad a las 0,4, 8 horas incubados a 37°C.

17
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CAPITULO II
REVISION DE LITERATURA

2.1. COLECCION DE SEMEN

Los métodos de coleccion de semen en camélidos sudamericanos son varios, que
se utilizan para desarrollar las técnicas reproductivas, como es la inseminacion artificial,
fertilizacion in vitro, inyeccion intraplasmatica, entre ellas son: vagina artificial (Sumar
y Leyva, 1981), electro eyaculacion (Fernandez Baca, S. y Calderon, 1966), aspiracién
vaginal post coital (W. Bravo, 2002). Estas investigaciones lograron colectar semen

entero y evaluaron sus caracteristicas respectivas.

Asi utilizaron la vagina artificial para colectar semen en alpaca y a la evaluacion
reportaron que todas las muestras de semen presentaron un color variable entre cristalino
a blanco lechoso, EIl aspecto del semen fue viscoso, similar a un gel, en todos los
eyaculados, la viscosidad midieron teniendo en cuenta la distancia de ruptura del semen
cuando es levantado por una varilla, el tiempo de copula tuvo un rango de 12 a 47 min,
el volumen eyaculado promedio reportaron 2.7 ml, La concentracion espermaética
encontraron con un valor de 248,100 espermatozoides por ml, La motilidad fue muy

variable, fluctuando entre el 30 al 90% (Raymundo & Huanca,2006).

Los resultados de la evaluacion espermatica colectados por vagina artificial que
el 90 % de semen presentaba alta viscosidad, volumen de 1.5 mL, motilidad de 69 % asi
mismo reportaron que el ndmero de espermatozoides vivos fue de 70.8 %. Una
concentracion de 80.3 x 10%/mL. El 90% de los eyaculados colectados con vagina

artificial presentaron alta viscosidad (Alarcon. et al., 2012).

18
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A la evaluacion del semen de alpaca colectado con vagina artificial con el apoyo
de un maniqui o de hembras receptoras reportaron; un promedio de tiempo de copula de
15.9 minutos con maniqui y 16.8 minutos con hembra receptiva, el volumen eyaculado
promedio reportaron 1.03 mL con maniqui y 1.73 mL con hembra receptora, la motilidad
que reportaron fue de 34.2 % con maniqui y 68.9 % con hembra receptiva, la
concentracion espermatica que encontraron con un valor de 32.8 x 10%/ml con maniqui y
57.5 x 10%ml respectivamente, espermatozoides vivos reportados fue de 34.3 % con

maniquiy 72.1 % con hembra receptiva (Davalos & Juan, 2002).
2.2. TRATAMIENTO DEL SEMEN

Los experimentos en la disminucion de filancia seminal (viscoso) en alpacas se
esta haciendo usando métodos enzimaticos y fisicos con cierto éxito, hasta el momento
aun no existe un protocolo para disminuir la filancia conservando los otros parametros
seminales tales como la motilidad, tampoco no se ha logrado ain la motilidad progresiva

viable.(Rios, 2019)

La filancia del semen fresco de alpaca presento un promedio de 5.9 cm (Nieves et
al., 2020), La viscosidad del semen se debe a las mucoproteinas secretadas por las
glandulas bulbouretrales que constituyen el 80 % del eyaculado, la alta viscosidad del
semen de llama, se atribuye al fosfato de espermina y proteinas, estas son secretadas por
la glandula prostatica, el extracto de pifia al presentar la enzima bromelina, una
endopeptidasa, rompe las uniones peptidicas las que producen una ruptura a nivel de la

lisina, alanina y tiroxina (Nieves et al., 2020).

También Reportaron que la viscosidad (filancia), presentaba valores mas elevados
en verano (5.9 £ 3.4 cm) con respecto a la época de invierno (3.7 £ 2.0 cm) (p<0.05), con
un volumen de 1.9 ml. en verano y 2.1 ml en invierno, en tanto que el pH fue de 7.2

19
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promedio. El rango de motilidad que encontraron en el presente estudio fue entre 15y
90%, la concentracion espermatica fue superior 21-656 x 106/ml espermatozoides vivos

fueron 18 a 95% con una media de 58.7 £ 18.0 (Villanueva et al., 2018)

Para reducir la viscosidad, muchos autores han probado técnicas, como pipeteo,
puncion, vortex, centrifugacion y uso de enzimas no especificas, asi, (Morton et al., 2008)
informaron que la centrifugacion, la puncion y el vértex eran ineficaz o, aveces,
perjudicial para los espermatozoides. En cambio, (Zirena, 2014)no encontr6 diferencias
entre punzonado y agitacion manual, hubo una reduccion de la viscosidad sin alteracion
de parametros seminales. Algunos investigadores han utilizado enzimas; sin embargo, su
uso sigue siendo controvertido. (Giuliano et al., 2010), la colagenasa redujo con éxito la
viscosidad del plasma seminal de Ilama mientras se mantenia la funcion espermatica. Por
el contrario, (Morton,et al 2008) reportaron deterioro de la funcién espermatica en
espermatozoides de alpaca después de usar colagenasa. El potencial fertilizante del
esperma de alpaca informé que se mantiene después del tratamiento de la reduccion de la
viscosidad con papaina (Stuart & Athgate, 2015). Sin embargo, la papaina al semen de
alpaca, seguido de la inhibicion de la enzima con E-64 se considerd para reducir la

viscosidad sin afectar integridad del esperma ((Kershaw et al., 2017).

Varios investigadores a nivel nacional trabajaron sobre la viscosidad del semen 'y
sobrevivencia de los espermatozoides, evaluando diferentes técnicas para disminuir la
viscosidad. (Alarcén. et al., 2012) colectaron semen post copula y vagina artificial y
reportaron los siguientes resultados en consistencia semi-viscosa (90%) y de viscosa
((99%) y para motilidad (73.4 y 69.0%); ademas lograron gestaciones del 55% y 48%
para ambas técnicas de manejo respectivamente. Otro grupo de investigadores estudiaron
sobre la consistencia del semen de alpacas colectados por vagina artificial y usaron 3

técnicas para medir la filancia, motilidad y vitalidad, emplearon semen pre pre-diluido
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con un medio comercial y adicionaron tres tratamientos colagenasa, pipeteo e incubacion,
donde la filancia y sobrevivencia de los espermatozoides se midieron a los 0, 20, 40, 60
y 120 minutos, logrando disminuir en promedio de 0.95 cm a 0.33 c¢cm en filancia con los
3 tratamientos: pero la motilidad y vitalidad disminuyeron de 52.50 y 70.64% a 31.25 y

65.29% respectivamente (Ramirez R. et al., 2021).

Los métodos enzimaticos se han utilizado para licuar el semen de alpaca (Bravo
et al., 2000; Bravo et al., 1999) utilizaron colagenasa, fibrinolisina, hialuronidasa y
tripsina para la licuefaccion del semen de alpaca y llama, de los cuales se reporté pocos
efectos perjudiciales, mientras que otros se observaron que el tratamiento con enzimas

era altamente toxico para los espermatozoides de camello.

Respecto al uso de colagenasa, fibrinolisina, hialuronidasa y tripsina en
concentracion 1mg/ml a la eyaculacién, evaluadas en 0 min (tiempo de recogida de
esperma), 2, 5 minutos, mencionan que la colagenasa fue eficaz en muestras de semen de
alpaca una vez que estaba en contacto con la enzima con la disminucién de la viscosidad
(filancia) en 99% en 5 minutos (Bravo et al., 1999, 2000). EI mejoramiento de las
caracteristicas del semen en llama utilizando una solucion de colagenasa al 0,1% en H-
TAL-BSA por 4 y 8 minutos disminuyo la filancia en 100% pero no la viscosidad del

semen (Giuliano & Casaretto, 2011)

Otros estudios en llama demostraron el efecto de cinco concentraciones (25%,
50%, 75%, 80%, 100%) de extracto de pifia sobre la reduccion de la filancia a los 0 seg,
10 seg, 25 seg, 50 seg y 1 minuto, donde determinaron que a partir de 75 % de
concentracion de extracto de pifia, elimina la filancia de la plasma seminal del semen de
Ilama, en un tiempo promedio de 50 segundos (Delgado & Choque., 2015). Otros autores

mencionan que la bromelina disgrega la viscosidad (filancia) de semen de llama en un

21

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

; hﬂ UNIVERSIDAD

promedio de 5 minutos (Mardonez & Delgado., 2012), Hay una serie de factores que
puede explicar las diferencias y contradicciones encontradas usando enzimas proteoliticas
en los estudios, la mas probable sea la fuente, la pureza y el tipo de enzimas utilizadas

(Morton et al., 2012).

Reportes del semen de alpaca colectado por vagina artificial en maniqui segun la
época de afio promedio de 7 alpacas macho; reportaron que el volumen fue de 1.28 mL,
filancia 1.09 cm, motilidad espermatica 46.49 %, vitalidad 56.14 % y concentracion 78.56
x 106/mL en época de lluvia; en época de seca el volumen eyaculado promedio fue de
1.12 mL, filancia 0.71 cm, motilidad espermatica 44.09 %, vitalidad 46.81 % y
concentracion 85.65 x 106/mL. AL comparar el efecto del macho utilizado, las
diferencias significativas fueron encontradas para las caracteristicas seminales de
volumen, filancia, motilidad, concentracion espermatica, recuento espermatico,
espermatozoides normales, y espermatozoides con anormalidades en la cola y gota

citoplasmica (Huanca et al., 2011)

A la evaluacion de semen colectado por vagina artificial para evaluar en efecto de
tres tratamientos sobre la filancia del semen y su relacion con la calidad espermaética
reportaron que La filancia disminuyd con el transcurso del tiempo pos-dilucion, pero no
fue afectado por los tratamientos realizados, para la motilidad no se observaron
diferencias significativas entre tratamientos sobre la motilidad espermatica. Asimismo,
se observo una disminucion de la motilidad luego de dilucién sin embargo, posterior a
ello solo hubo una ligera diminucién durante el tiempo pos-dilucion del estudio, en cuanto
a la vitalidad no se observaron diferencias significativas entre tratamientos sobre la
vitalidad espermatica. Asimismo, solo se observo una ligera variabilidad en la vitalidad
espermatica entre el semen fresco y el semen diluido durante el tiempo del

estudio.(Ramirez R. et al., 2021)
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE ESTUDIO

El presente estudio se realizé en el Laboratorio de Reproduccion Animal de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, de la Universidad Nacional del Altiplano-
Puno, a 3823 msnm; ubicado en el Distrito de Puno, Provincia de Puno, Departamento
de Puno, latitud Sur 15° 49’ 20” y longitud Oeste 70° 01 07” (SENAMHI., 2022), la fase

experimental se realizé durante los meses de diciembre 2023 a marzo del 2024.

3.2. DISENO DEL EXPERIMENTO

El presente estudio se realizo utilizando el semen de 2 machos a las que se les
colecto con dispositivo intravaginal colocadas a las hembras y a las muestras de semen
se adicionaron con suero sanguineo de alpaca con la presencia de foliculo pre-ovulatorio,
con el propodsito de que las enzimas naturales del suero sanguineo disminuyan la
viscosidad del semen y también actlen sobre la proteccion de la sobrevivencia de los

espermatozoides.

Tabla 1

Disefio del Experimento

Semen (N°=17) Semen (N°=17)
Suero (1:1) Suero (1:1)
Oh 4h 6h Oh 4h 6h
Filancia Cm Cm Cm Cm cm cm
Sobrevivencia % % % % % %
23
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3.3. TIPODE ESTUDIO

El trabajo fue de tipo experimental, se empled variable independiente (suero
sanguineo) con el fin de determinar la relacion de causa y efecto sobre la viscosidad del

semen y sobrevivencia espermatica en distintas horas, 0, 4 y 6.

34. ANIMALES

Se utilizaron dos alpacas machos reproductores de la raza Huacaya de 4 afios de
edad, 2 hembras de raza Huacaya de 4 afios de edad, provenientes del centro experimental
Carolina, de la Universidad Nacional del Altiplano, del distrito de Puno, provincia de
Puno, Departamento de Puno, los cuales fueron alimentados con trébol blanco, césped
comun, pacas de avena y alfalfa, ademéas se suplementaron con vitaminas y minerales,
fueron manejadas en los corrales del Hospital Veterinario de la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia de la Universidad-Puno.

35. MATERIAL BIOLOGICO

El semen entero colectado por un dispositivo intravaginal, los cuales fueron

tratados con suero sanguineo, distribuidos en 0 hora, 4 horas y 6 horas.

3.6. TECNICAS

3.6.1. Preparacion del dispositivo

Se prepard el dispositivo intravaginal de la siguiente forma;

1. Se cortd un tubo con las siguientes medidas para cada una de las
receptoras, considerando las caracteristicas de la vagina de la hembra
como es la extensibilidad y la dilatabilidad de cada receptora.

RECEPTORA 1: longitud 7.5 cm y un didmetro de 3.1 cm.

24

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

RECEPTORA 2: longitud 8 cm y un diametro de 3.5 cm

2. Al tubo se acondiciond unas tapas de pléstico en la entrada anterior y
posterior, que fueron asegurados una cinta, ademas se le realiz6 un corte
en el centro con el fin de generar presion y simular la entrada de la cervix.

3. Se preparo la funda profilactica de la siguiente manera; se lavd con
solucidn de jabdn liquido neutro y agua destilada.

4. Se hizo el aclaramiento con agua destilada con 5 pasadas con el fin de
quitar los protectores de la funda.

5. Se seco con papel toalla, y de dejo durante unos minutos para que pueda
ser absorbida el agua.

6. Lafunda profilactica se coloco dentro del dispositivo (tubo), con ayuda de
un estilete para que pueda ser introducida desde la entrada anterior pasando

por la posterior del tubo, que fue asegurada con una cinta.

3.6.2. Colocacién del dispositivo en la receptora

1. Se sujetd las receptoras (con foliculo dominante) de las cuatro
extremidades en posicion decubito ventral para subir a la mesa de trabajo.

2. serealizo el lavado y la asepsia de la vulva.

3. seintrodujo el dispositivo previamente lubricado con solucion fisiolégica
por la vulva hasta el comienzo de la vagina, pasando el vestibulo.

4. Se coloco el dispositivo en el comienzo de la vagina de acuerdo a su
diametro respectivo.

5. Se traslado las receptoras al lugar de servicio.

6. Se libero los machos al lugar donde se encuentran las receptoras para que

realicen el servicio de monta.
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7. Durante la monta se monitoreo que el pene este introducido dentro de la
vulva y propiamente en el dispositivo, ademas se observo que la pelvis
del macho este pegado a la parte posterior de la receptora.

8. Se monitoreo el tiempo de cdpula hasta que finalice.

3.6.3. Retiro del dispositivo

1. El retiro el dispositivo de la vagina se realizd, introduciendo la mano
izquierda por el recto de la hembra receptora para poder ubicar el
dispositivo.

2. Se impelié el dispositivo con suaves masajes hacia la vulva.

3. con la mano libre se retird el dispositivo cuidadosamente y llevo la
muestra de semen al laboratorio de reproduccién animal para su posterior

evaluacion.

3.6.4. Recuperacion del semen de la funda profilactica

La muestra de semen se recupero de la siguiente forma:

1. se coloco en un tubo de vidrio graduado previamente atemperado en bafio
maria a 37°c.

2. secortd la punta de la funda profiléactica para exprimir el semen y depositar
dentro del tuvo graduado.

3. Lamuestra colectada fue espumosa por lo que se esperd aproximadamente
20 minutos para que el semen baje al fondo del tubo, para su posterior

tratamiento y evaluacion.
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3.6.5. Preparacion del suero sanguineo

1. Dia anterior a la coleccidén de semen, se sacO sangre de una alpaca con
foliculo pre ovulatorio por puncion de la vena yugular con una aguja 20 G
x 1.5y se deposit6 en un tubo vacutainer.

2. Lasangre se dejé coagulando por 24 horas para obtener el suero.

3. Se centrifugo a 3000 rpm por 10 min.

3.7. EVALUACION DEL SEMEN COLECTADO

3.7.1. Caracteristicas espermaticas

La evaluacion de las caracteristicas espermaticas como la viscosidad,

motilidad, vitalidad espermaética se realiz6 en dos etapas, las cuales fueron:

3.7.2. Sin tratamiento

e Viscosidad

Se evalud mediante la filancia:

e se coloco 20 ul de semen sobre el portaobjetos caliente a 37 °C y al retirar
la misma gota se observo la formacion de un hilo de extension, que se
midi6 con una regla graduada en cm.

e Motilidad espermética

Para la evaluacion de la motilidad se realiz6 de la siguiente forma;

1. En una lamina portaobjeto temperado a 37°C se colocd 10 ul de la
muestra de semen.

2. Laevaluacion se realiz6 en un microscopio éptico Leica provisto de una
platina térmica donde se observo a 40 X.
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3. Se contabilizo un minimo de 200 espermatozoides con movimiento
(oscilatoria) y espermatozoides sin movimiento, los datos fueron
expresados en porcentaje.

4. Esta motilidad espermaética se evalud en la fase sin tratamiento, con
tratamiento a las 0, 4 y 6 horas.

e Ecuacion 1: Porcentaje de motilidad total.

Numero de Espermatozoides motiles

% MT = X100
% Numero total de Espermatozoides obserbados

e Vitalidad espermatica

Para la evaluacion de la vitalidad se realizé por medio de la tincidn de

eosina-nigrosina, de la siguiente forma;

1. Se coloc6 una gota de 10 ul de muestra de semen en un extremo de la
ldmina portaobjetos temperada a 37°C y luego se colocé otra gota 20 ul
de colorante eosina-nigrosina al costado de la muestra.

2. Ambas gotas se homogenizaron durante 30 segundos y se realizd el frotis.

3. Laevaluacion se realiz6 en un microscopio 6ptico a una magnitud de 100
X, para lo cual se coloco la ldmina portaobjetos con la muestra extendida
sobre la platina del microscopio, sobre la ld&mina portaobjetos con la
muestra extendida se colocé una lamina cubreobjetos y una gota de aceite
de inmersion.

4. Se contdé un minimo de 200 espermatozoides, en donde se considerd
espermatozoides vivos aquellos que no se lograron colorearse y
espermatozoides muertos aquellos que se colorearon de color rosado, los

valores se expresaron en porcentaje.
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5. Esta caracteristica espermatica se evalu6 en la fase sin tratamiento, con
tratamiento a la hora 0, hora 4 y hora 6.

e Ecuacion 2: Porcentaje de Vitalidad Espermética

Numero de espermatozoides no tefiidos

9% Vitalidad = 100

. X
Numero toal de espermatozoides observados
e Concentracion espermética

Para la evaluacion de la concentracion espermatica se realizo al dia
siguiente, cuando la muestra del semen tratado perdio6 su filancia, donde con
una jeringa de tuberculina de aspiro semen hasta la marca 0.5 mm y luego se
complet6 con 5 mL de agua destilada (dilucion de 1: 200), se vorterizo a 3000
rpm por 3 minutos Yy posterior a eso se colocd una gota de contenido en la
camara de Neubauer, con el menor aumento se ubicé el primer cuadrante, se
amplié el campo a una magnitud de 40 X. para posteriormente realizar el conteo

en 5 cuadrantes al azar.
e Ecuacidn 3: Ecuacion de la Concentracién Espermatica.

C. ESPERMATICA = N° Espermatozoides contados x (10x10¢) x 10

38. TRATAMIENTO DEL SEMEN CON EL SUERO SANGUINEO

El volumen de semen colectado se mantuvo a 37 °C, a la que se adiciond una
proporcion de 1:1 con suero (suero 40% y 60% de PBS) a las 0, a las 4 horas se le
volvieron a adicionar otro volumen, también en la proporcion 1:1y 6 horas se le repitio
la adicion del suero en la proporcion 1:1. En cada hora del tratamiento se evaluo los

siguientes parametros de viscosidad del semen y sobrevivencia de los espermatozoides.
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3.9. EVALUACION HORA 0 CON TRATAMIENTO

e Viscosidad

Se evalué mediante la filancia:

e Secolocd 20 uL de semen sobre el portaobjetos caliente a 37 °C y al retirar
la misma gota se observo la formacion de un hilo de extension, que se
midi6 con una regla graduada en cm.

e Motilidad

e Se colocd una muestra de 10 uL de semen a un portaobjetos caliente (37
°C).

e El portaobjetos con la muestra se semen se llevd a un microscopio de
contraste de fase a 100X.

e Seobservo la motilidad total (oscilatoria) de los espermatozoides y se sac
la proporcion de motilidad (Giuliano et al., 2010).

e Vitalidad

e Seevaluo por medio de la tincién de eosina-nigrosina.

e Se colocd 10 uL de semen y 20 uL del colorante Eosina-nigrosina, en
portaobjetos atemperado a 37°C.

e Se mezcl6 con la punta de una aguja y se dejé por 30 segundos para que
penetre el colorante dentro los espermatozoides.

e Serealiz6 un frotis y se evalu6 con un microscopio de contraste de fase a
400X.

e Se contd 200 espermatozoides en varios campos del microscopio.
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e Se consideraron como espermatozoides vivos aquellos donde el colorante
no penetro en la cabeza y muertos donde el colorante si penetro la cabeza,

La vitalidad se expresé en porcentaje.

La evaluacion de motilidad, filancia, vitalidad se repiti6 a la 4 y 6 horas

respectivamente.

3.10. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron sometidos a estadistica descriptiva, se determiné medidas de
tendencia central y de dispersion (promedio y error estandar), posteriormente se evalud
mediante pruebas de normalidad (Prueba de Shapiro Wilk) y homogeneidad de varianzas
(Prueba de Levene), luego los datos fueron sometidos a un disefio completamente al azar
(con los datos con normalidad y homogeneidad de varianza: motilidad, vitalidad y
concentracion) siendo los tratamientos las diferentes horas de evaluacion, posteriormente
se sometid a pruebas de comparacion de medias; en casos de la variable de viscosidad no
tuvo un comportamiento normal por tanto se sometid a la prueba no paramétrica de
Kruskal Wallis con su respectiva prueba PosHoc. Ademas, las caracteristicas
espermaticas fueron sometidas a la prueba de correlacion de Spearman para determinar
su grado de asociacion. Finalmente, el modelo aditivo lineal del disefio completamente al

azar fue:

o Yij=p+Ti+&ij

e Yij=Laj— ésima observacion en el i —ésimo tratamiento

e U= Media general

e Ti=Efectodeli— ésimo tatamiento

e E&ij = Es el error aleatorio de la j — ésima observacion en el i — ésimo

tratamiento
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DEL SEMEN COLECTADO

La Tabla 2 muestra las caracteristicas generales seminales macroscépicas y
microscopicas como son la viscosidad, motilidad, vitalidad, volumen y concentracion.

Tal como se muestra a continuacion:

Tabla 2

Caracteristicas macroscépicas y microscépicas de semen obtenido por vagina artificial

modificada
s i Reproductor
Caracteristicas seminales
Reproductor 1 Reproductor 2
Viscosidad (cm) Media + E.E 5.78 + 0.27 6.31 +£0.23
Max - Min 7.2-4 76-4
H a b
Motilidad (%) Media + E.E 71592+ 3.17 60.32°+ 3
Max - Min 91.5-495 83-425
Vitalidad (%) Medlai-E.E 73.352+3.08 62.71°+2.82
Max - Min 93.5-52 84.5-46
Volumen (mL) Media + E.E 1.32+0.13 1.17+0.11
Max - Min 2-0.6 2-0.6
H a + b +
Concentracién (X10° Media + E.E 25.82°%+0.86 22.29°+1.13
Max - Min 33-21 34-17

Letras diferentes en filas muestran diferencia estadistica (p<0.05).

Las caracteristicas con diferencia estadistica son motilidad, vitalidad vy
concentracion siendo los resultados para el reproductor 1 de 71.59%, 73.35% y 25.82 X
10%y para el reproductor 2 de 60.32%, 62.71% y 22.29 X 10° respectivamente. Mientras
que la viscosidad y volumen seminal son similares en ambos reproductores. Los
resultados obtenidos son similares en ciertas caracteristicas como es el volumen

espermatico, ligeramente inferior en la concentracion espermatica y superior nuestros
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datos en las caracteristicas de viscosidad, motilidad y vitalidad (Choez et al., 2015;
Raymundo & Huanca, 2006 ); otros autores reportan resultados similares de viscosidad
y volumen en alpacas (Nieves et al., 2020). La viscosidad presente esta relacionada a la
presencia de mucopolisacéridos los cuales son secretadas por las glandulas anexas
(prostata y bulbouretrales) otros estudios especifican que la glandula bulbouretral produce
los glicosaminaglicanos y proteoglicanos que confieren esta caracteristica (Garnica et al.,
1993b; Kershaw-young & Maxwell, 2012); en cuanto al volumen obtenido se encuentra
dentro los rangos reportados por otros autores el mismo que estd influenciado al
mantenimiento de la temperatura de la vagina artificial debido a la caracteristica del
tiempo de copula en estas especies (P. W. Bravo et al., 1997). La motilidad y vitalidad
muestra el porcentaje de espermatozoides mdviles y con membrana intacta que muestran
diferencia al comparar ambos machos esta diferencia se debe a que ambas caracteristicas
son afectadas directamente por la viscosidad y en el presente estudio se puede observar
que el Reproductor 2 posee mayor viscosidad y menor porcentaje de motilidad y vitalidad,
diferencia fue descrita (Garnica et al., 1993b). Finalmente, la concentracidn espermatica
de ambos reproductores se encuentra dentro de los rangos aparentemente normales
reportados por otros autores en diversos estudios (Abraham et al., 2017; Giuliano et al.,
2008); sin embargo, es necesario indicar que para la precision para determinar la
concentracion depende de la viscosidad y es recomendable realizarlo al momento que la
muestras hayan perdido esa viscosidad (Purohit et al., 2023), como fue realizado en el

presente estudio.

4.2. EFECTO DE LA ACCION DEL SUERO SANGUINEO SOBRE EL SEMEN

COLECTADO

La tabla 3 muestra las caracteristicas de motilidad, vitalidad y viscosidad en

relacion a las diferentes horas de diluido con PBS (0.4) con suero sanguineo (0.6) que son
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considerados como tratamientos (0 horas, 4 horas y 6 horas). Tal como se observa a

continuacion:

Tabla 3
Caracteristicas microscopicas de semen obtenido por vagina artificial modificada en

relacion a los tratamientos

Tratamientos

Caracteristicas seminales

0 horas 4 horas 6 horas
. . Media + E.E 5.642+0.22 1.32°+0.18 0.11°+0.02
Viscosidad (cm) ]
Max - Min 76-28 5-0.2 04-0
. Mediaz E.E  64.18%+24 3381°+22 7.6°+0.62
Motilidad (%) ]
Max - Min 92.5-27 60-7.5 145-2
. Media+ E.E  65542+2.44 35.245+2.22 9.12 ¢+ 0.69
Vitalidad (%) ]
Max - Min 92.5-27 62.5-10.5 16.0-2

Letras diferentes en filas muestran diferencia estadistica (p<0.05).

En la tabla 3 observa que existe diferencia estadistica en todas las caracteristicas
seminales evaluadas como son motilidad, vitalidad y viscosidad observando mayor
respuesta al momento de la colecta seguida tras la dilucion y conservado por 4 horas y
finalmente a las 6 horas post conservacion; se puede indicar que existe una disminucion
paulatina de estas caracteristicas en relacién al tiempo de conservacion. Porcentajes
menores reportan en motilidad con combinaciones de dilutores como son: tris, tris-acido
citrico-yema de huevo y PBS alcanzando motilidades de 40.1. 40.7 y 24%
respectivamente (S. M. Giuliano et al., 2012) en camellos reportan que el porcentaje de
motilidad es variable con rangos que van desde el 20% al 74% (Gaur & Purohit, 2019).
Los datos del presente estudio se encuentran dentro este rango. Algunos reportes de
viabilidad o vitalidad fueron inferiores en comparacion al presente estudio como 48.25%
(Choez, 2015: alpacas), 55.36% en camellos (Padmavathi, 2018) ambas mediante la
técnica de colecta por vagina artificial mientras que en el presente estudio fue un

dispositivo que ya fue descrito en la metodologia; en ovinos la colecta de semen con
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vagina artificial y dispositivo vaginal no muestra diferencia sobre la viabilidad
espermatica e incluso tiene la ventaja el dispositivo de que usa en machos que no estan
entrenados (Wulster-Radcliffe et al., 2001); ademaés, que el dispositivo del presente
estudio mantiene en todo momento las caracteristicas de la vagina y utero de las hembras
(temperatura, presion y superficie del epitelio endometrial) debido a que el pene del
macho se encuentra recubierto por el profilactico, que le permite al pene cumplir su
actividad como una monta natural dentro el utero de la hembra por todo el tiempo que
dura una monta, de esta modo al ancho se le proporciono todas la condiciones y asi como
indican a que la temperatura es un factor importante para la coleccion de muestras
eficientes en alpacas (Vaughan & Macvsc, 1997). Mientras que este estudio y con el
nuevo método de coleccidn se le proporciona todos los factores que se requieren para una

coleccidn exitosa en alpacas.

La siguiente figura 1 muestra en conjunto la comparacion de las caracteristicas
seminales evaluadas en relacién a los tratamientos que en este caso fueron la dilucion y

evaluacion a las 0, 4 y 6 horas respectivamente; tal como se observa a continuacion:

Figura 1
Comparacion de las caracteristicas de viscosidad, motilidad y vitalidad en relacion a los

tratamientos designados (0 horas, 4 horas y 6 horas)

75

Viscosidad
.
Motilidad
=
Vitalidad
=y

B

2=

B)

' . ) | ' | t !
Oh 4h 6h Oh 4n 6h 0h 4h 6h
Tratamiento Tratamiento Tralamiento

35

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

La figura presentada anteriormente muestra que existe una diferencia de
caracteristicas espermaticas en relacion al tiempo de conservacion donde evidentemente
se observa mayor porcentaje de motilidad y viabilidad al momento de la colecta; del
mismo modo la viscosidad es mayor a las primeras horas de conservacion. Ademas de
evaluaciones durante la colecta y 4 horas post conservacion muestran mayor variabilidad
en comparacion a la evaluacion a las 6 horas. La disminucion de los valores de las
caracteristicas seminales evaluadas se debe a dafios a nivel de la membrana plasmatica a
nivel de los lipidos que lo componen, estos dafios se caracterizan por la pérdida de
motilidad, disminucién de la energia, dafios a nivel de acrosoma con la consiguiente
reduccion del metabolismo y perdida de componentes intracelulares (Kumar et al., 2003;
Medeiros et al., 2002). EI mantenimiento del semen a temperatura de incubacion (37°C)
a pesar de estar diluido genera la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS:
Reactive Oxigen Species) los cuales generan una disminucion de la calidad seminal
debido al dafio a nivel del transporte de electrones a nivel de la mitocondria que afecta
directamente la produccion de energia de los espermatozoides y fragmentacién de ADN
(&cido desoxirribonucleico) estudios que fueron realizados en vacunos y alpacas

(Evangelista-Vargas & Santiani, 2017; Guthrie & Welch, 2012).

La figura 2 muestra la interaccion entre lo mencionado anteriormente que vendria
a ser los diferentes tiempos de conservacion en el reproductor 1 (m1) y reproductor 2

(m2) tal como se muestra a continuacion:
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Figura 2
Comparacion de las caracteristicas de viscosidad, motilidad y vitalidad e interaccion
entre los tratamientos designados (0 horas, 4 horas y 6 horas) y los reproductores

utilizados (m1y m2)

I Macho
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.
s
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Similar a la figura 1 se puede observar la disminucién paulatina de las
caracteristicas evaluadas en relacion al tiempo de conservacion del semen; sin embargo,
también permite evaluar el comportamiento del reproductor 1 (m1) y reproductor 2 (m2)
observando en todo momento una mayor respuesta por parte de m1 en comparacién de
m2. La diminucion de las caracteristicas espermaticas ya fueron discutidas en los parrafos
anteriores; sin embargo, el grafico 02 aparte de mostrar esa disminucion en relacién a los
machos utilizados (m1 y m2) de los cuales el m1 muestras caracteristicas superiores en
relaciéon al m2 tal como mencionan en humanos donde reportan que la calidad de semen
esta relacionada con el aumento de la edad la cual esta asociada a una disminucion del
volumen de semen, disminucion del motilidad y espermatozoides normales (Kidd et al.,

2001).

Tras la evaluaciéon de correlacién de las caracteristicas seminales evaluadas a

diferentes tiempos de conservacion (0 horas, 4 horas y 6 horas), indican que existe
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correlacion alta positiva entre las caracteristicas seminales como son: motilidad, vitalidad
y viscosidad durante el proceso de conservacion (0 horas, 4 horas y 6 horas); ademas, de
mostrar que dichas caracteristicas muestran linealidad por tanto normalidad. Los
coeficientes de correlacion entre viscosidad y motilidad son de 0.819, entre viscosidad y
vitalidad de 0.804 ambas muestran un grado de asociacién media alta positiva; mientras
que la correlacién entre motilidad y vitalidad fue de 0.986 mostrando alto grado de
asociacion entre ambas caracteristicas, cabe resaltar que estos coeficientes fueron
evaluados en los tres tiempos de incubacion que fueron sometidos las muestras de semen
obtenidas mediante el dispositivo vaginal. Las caracteristicas seminales generalmente
estan relacionadas entre si, debido a que los espermatozoides con movimiento poseen

integra la membrana (Yeste, 2016).
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V. CONCLUSIONES

e Que la adicion del suero sanguineo de alpaca con foliculo preovulatorio sobre la
viscosidad (filancia cm) del semen disminuye paulatinamente desde las 0, 4 y 6 horas
respectivamente.

e Que la adiciéon del suero sanguineo de alpaca con foliculo preovulatorio, mantuvo la
sobrevivencia de los espermatozoides con motilidad alta a las 0 horas, disminuyendo

la mitad a las 4 horas y bajo por debajo del 10 por ciento a las 6 horas.
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VI. RECOMENDACIONES

e Colectar el semen en alpacas con el dispositivo intravaginal para su evaluacion de
sus caracteristicas macroscopicas y microscopicas.

e Que también se adecue este tipo de recoleccion de semen en otros camélidos.

e Se puede utilizar este semen colectado por el dispositivo intravaginal en diferentes

técnicas reproductivas.
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ANEXOS

Tabla 4
Caracteristicas microscopicas y macroscopicas de semen obtenido por vagina artificial modificada en relacién a los tratamientos y nimero de

repeticiones del Reproductor 1.

MACHO 1
VISCOSIDAD MOTILIDAD VITALIDAD CONCENTRACION
N° TIEMPO DE
REPETICION  MONTA  VOLUMEN HORAOSIN HORAO HORAOSIN HORAO HORAOSIN HORAO
ES (MIN) (M) T CONT HORA 4 HORAG T CONT HORA 4 HORAG T CONT HORA 4 HORA 6 HORA24  MILLONES
1 18 15 7,2 7,2 3 04 76 79 34,5 135 71,5 79,5 37,5 16 33 198000000
2 1 1 5 4,2 05 0 61 61,5 41,5 11,5 66 67 43,5 155 22 132000000
3 13 2 6 6 08 01 84,5 78 43,5 6,5 86 81 46,5 10,5 25 150000000
4 19 2 4 3,8 04 0 91,5 92,5 60 12,5 93,5 93,5 62,5 155 24 144000000
5 15 1 4 39 03 0 73 66 35,5 6 74 70 42,5 75 21 126000000
6 18 2 4 31 0,6 0 80 77,5 55 12,5 84,5 81,5 57 14 25 150000000
7 22 1 43 35 05 0 86,5 84 44,5 75 81,5 78 46 11,5 21 126000000
8 18 2 56 2,8 13 0 84 71,5 34 55 84,5 72,5 36 10,5 25 150000000
9 25 2 6,5 6,5 4 0,2 52,5 4 18 2,5 53 42,5 20,5 55 26 156000000
10 16 16 6 57 0,6 0 el 78 53 14 82 79 54,5 15 23 138000000
1 15 1,2 6,2 6 0,7 01 66,5 67,5 38,5 8 70 68 39,5 9 29 174000000
12 23 11 6,5 58 0,8 0,2 53 56,5 24 6,5 54,5 55,5 23 6 27 162000000
13 24 0,6 6,8 6,2 1 0 49,5 50,5 155 4 52 51,5 14,5 35 26 156000000
14 16 0,6 6,2 58 0,8 0 64,5 63,5 32 7 66 66,5 34,5 75 23 138000000
15 16 08 6,7 6,5 14 0,2 61,5 62,5 30,5 55 63 62,5 30,5 55 32 192000000
16 22 1,2 6,8 6,6 17 03 70 72,5 40,5 8,5 73 72,5 40,5 8,5 30 180000000
17 22 0,8 6,5 6,2 09 0 84 79,5 54,5 14,5 86 82 56 15,5 27 162000000
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Tabla 5
Caracteristicas microscopicas y macroscépicas de semen obtenido por vagina artificial modificada en relacion a los tratamientos y nimero de

repeticiones del Reproductor 2.

MACHO 2
N° TIEMPO DE VISCOSIDAD MOTILIDAD VITALIDAD CONCENTRACION
REPETICION  MONTA ~ VOLUMEN HORAOSIN HORAO HORAOSIN HORAO HORAOSIN HORA O
ES (MIN) My 71 CONT HORA4 ~ HORAG T CONT HORA4  HORA6 T CONT HORA4  HORA6  HORA24  MILLONES
1 2 08 6,8 6 23 02 83 80 40 12,5 84,5 83,5 435 155 17 102000000
2 14 1 4,6 4 05 0 62,5 60 415 10 65,5 62,5 42,5 13 19 114000000
3 14 1 4 4 02 0 53,5 57,5 25 5 57,5 60 26 8 21 126000000
4 12 1 5 4 05 0 43 40,5 115 2,5 46 43 15,5 45 23 138000000
5 16 1 7,6 76 2,5 04 42,5 49,5 75 2 46 pll 10,5 5 22 132000000
b 16 1 b 54 5 0 50,5 2] 26,5 75 51 53 245 55 19 114000000
7 19 09 b 54 06 0 715 69 39,5 9,5 74 72 40,5 1 20 120000000
8 1 15 7,2 7 2 03 67,5 66,5 37 75 69,5 67,5 38,5 95 26 156000000
9 15 1 6,5 6,3 12 01 49 51 175 45 53 53,5 19 45 21 126000000
10 19 2 6,6 64 13 02 50,5 49,5 185 25 53 51 pAl 5 25 150000000
1 30 15 6,6 6,3 11 01 46 48 195 2 49 48 19,5 2 34 204000000
12 15 2 6,5 6,5 1 0 745 7 39,5 10,5 71 74 41,5 10,5 27 162000000
13 pLi 06 7 6,8 17 03 66,5 67 315 8 68 66,5 36 8 18 108000000
14 16 12 6,3 6,1 08 0 b4 66 36,5 6,5 67 65,5 345 6,5 23 138000000
15 5 08 6,8 6,7 16 01 57,5 56 2,5 5 62 59 U b 17 102000000
16 12 06 6,8 6,8 17 02 67,5 66 355 b 70,5 68,5 355 7 18 108000000
17 2 2 7 6,8 16 03 76 74 41,5 1 72,5 74 42,5 115 29 174000000
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Tabla 6

Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de semen obtenido por vagina artificial

modificada
Shapiro-
Wilk

Macho Media EE DE Minimo Maximo W p
Viscosidad m1 5.78 0.27 1.10 4.00 720 0.86 0.014
m2 6.31 0.23 0.95 4.00 760 0.87 0.019
Motilidad m1 7159 3.17 13.07 49.50 91.50 095 0.398
m2 60.32 3.00 12.36 42.50 83.00 095 0.521
Vitalidad m1l 73.35 3.08 1271 52.00 9350 094 0.309
m2 62.71 282 11.63 46.00 8450 095 0.459
Volumen m1l 1.32 0.13 0.52 0.60 200 0.87 0.024
m2 1.17 0.11 0.46 0.60 200 0.85 0.010
Concentracion ml 25.82 0.86 3.56 21.00 33.00 095 0.391
m2 2229 1.13 4.67 17.00 3400 091 0.111

49

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO

Repositorio Institucional

Viscosidad del semen
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Figura 3
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Figura 4

Vitalidad espermética
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Figura 6

Concentracion espermatica
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Tabla 7

Prueba T para Muestras Independientes

Estadistico gl p
Viscosidad T de Student -1.50 32.00 0.143
Motilidad T de Student 2.58 32.00 0.015
Vitalidad T de Student 2.55 32.00 0.016
Volumen T de Student 0.87 32.00 0.393
Concentracion T de Student 2.48 32.00 0.019

Nota. Ha tm1 # tm2

Caracteristicas microscépicas de semen obtenido por vagina artificial modificada
en relacion a los tratamientos.

Shapiro-Wilk
Tratamiento  Media EE DE Minimo  Maximo W p
Viscosidad ~ Oh 564  0.22 1.29 2.80 7.60 0.89 0.002
4h 1.32 0.18 1.05 0.20 5.00 081  <.001
6h 0.11 0.02 0.13 0.00 0.40 0.79  <.001
Motilidad Oh 64.18 2.40 14.02 27.00 92.50 0.98 0.722
4h 33.81 2.20 12.82 7.50 60.00 0.97 0.419
6h 760  0.62 3.63 2.00 14.50 0.95 0.172
Vitalidad Oh 65.54 244 14.25 24.00 93.50 0.97 0.369
4h 35.29 2.22 12.97 10.50 62.50 0.97 0.437
6h 9.12 0.69 4.05 2.00 16.00 0.94 0.050
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Figura 7
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Figura 9

Vitalidad espermética
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Tabla 8

ANOVA de Un Factor (No paramédico)

Kruskal-Wallis

Viscosidad 87.92 2 <.001

Tabla 9

Comparaciones dos a dos Dwass-Steel-Critchlow-Fligner

Comparaciones entre parejas — Viscosidad de semen

W P
Oh 4h -9.75 <.001
Oh 6h -10.11 <.001
4h 6h -0.87 <.001
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Comparaciones entre parejas — Viscosidad de semen

W P

Tabla 10
ANOVA de Un Factor

ANOVA de Un Factor (Welch)

F gll gl2 p

Motilidad 304.71 2 49.78 <.001

Vitalidad 28758 2 50.82 <.001

Tabla 11

Descriptivas de Grupo

Tratamiento N Media DE EE

Motilidad  Oh 34 6418 1402 240
4h 34 3381 1282 220
6h 34 7.60 3.63 0.62
Vitalidad  Oh 34 6554 1425 244
4h 34 3529 1297 222
6h 34 9.12 405 0.69
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Tabla 11

Descriptivas de Grupo

Tratamiento N Media DE EE

Tabla 12

Comprobaciones de Supuestos

Homogeneity of Variances Tests

Statistic Df df2 P

Motilidad Levene's 15.14 2 99 <.001

Bartlett's 49.29 2 <.001

Vitalidad Levene's 12.72 2 99 <.001

Bartlett's 43.89 2 <.001

Nota. Additional results provided by moretests
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Tabla 13

Pruebas Post Hoc

Prueba Post-Hoc de Games-Howell — Motilidad espermatica

Oh 4h 6h

Oh  Diferencia de medias —  30.37 ***  56.57 ***
valor p —  <.001 <.001

4h  Diferencia de medias — 26.21 ***
valor p — <.001

6h  Diferencia de medias —

valor p —

Nota. * p < .05, ** p < .01, *** p < .001

Prueba Post-Hoc de Games-Howell — Vitalidad espermatica

Oh 4h 6h

Oh  Diferencia de medias —  30.25***  56.43 ***
valor p —  <.001 <.001

4h  Diferencia de medias — 26.18 ***
valor p — <.001

6h  Diferencia de medias —

valor p -

Nota. * p < .05, ** p <.01, *** p <.001
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Tabla 14

ANOVA — Viscosidad de semen

Suma de Media
Gl F p
Cuadrados Cuadréatica
Tratamiento 575.74 2 287.87 320.24 <.001
Macho 3.65 1 3.65 4.06 0.047
Residuos 88.09 98 0.90
Medias Marginales Estimadas
Figura 10
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Tabla 15

Caracteristicas microscopicas de semen obtenido por vagina artificial modificada en
relacion a los tratamientos.

Descriptivas

Shapiro-Wilk
Tratamiento Media EE DE Minimo Maximo w o]
Viscosidad Oh 5.64 0.22 1.29 2.80 7.60 0.89 0.002
4h 1.32 0.18 1.05 0.20 5.00 0.81 <.001
6h 0.11 0.02 0.13 0.00 0.40 0.79 <.001
Motilidad Oh 64.18 2.40 14.02 27.00 92.50 0.98 0.722
4h 33.81 2.20 12.82 7.50 60.00 0.97 0.419
6h 7.60 0.62 3.63 2.00 14.50 0.95 0.172
Vitalidad Oh 65.54 2.44 14.25 24.00 93.50 0.97 0.369
4h 35.29 2.22 12.97 10.50 62.50 0.97 0437
6h 9.12 0.69 4.05 2.00 16.00 0.94 0.050
Figura 11
Viscosidad de semen
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Figura 12
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Tabla 16
ANOVA de Un Factor (No paramédico)

Kruskal-Wallis
e gl P
Viscosidad 87.92 2 <.001
Tabla 17

Comparaciones dos a dos Dwass-Steel-Critchlow-Fligner

Comparaciones entre parejas — Viscosidad de semen

W P
0Oh 4h -9.75 <.001
Oh 6h -10.11 <.001
4h 6h -9.87 <.001
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Tabla 18

ANOVA de Un Factor

F gll gl2 p

Motilidad 304.71 2 49.78 <.001
Vitalidad 287.58 2 50.82 <.001
Viscosidad 325.28 2 45.12 <.001
Descriptivas de Grupo

Tratamiento N Media DE EE
Motilidad Oh 34 64.18 14.02 2.40

4h 34 33.81 12.82 2.20

6h 34 7.60 3.63 0.62
Vitalidad Oh 34 65.54 14.25 244

4h 34 35.29 12.97 2.22

6h 34 9.12 4.05 0.69
Viscosida

Oh 34 5.64 1.29 0.22
d

4h 34 1.32 1.05 0.18

6h 34 0.11 0.13 0.02
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Tabla 19

Comprobaciones de Supuestos

Homogeneity of Variances Tests

Statistic df df2 p

Motilidad Levene's 1514 2 99 <.001

Bartlett's 4929 2 <.001

Vitalidad Levene's 1272 2 99 <.001

Bartlett's 4389 2 <.001

Viscosidad  Levene's 2272 2 99 <.001

Bartlett's 105.22 2 <.001

Nota. Additional results provided by moretests

Tabla 20

Pruebas Post Hoc

Prueba Post-Hoc de Games-Howell — Motilidad espermatica

Oh 4h 6h

Oh  Diferencia de medias — 30.37 *** 5657 ***
valor p —  <.001 <.001

4h  Diferencia de medias — 26.21 ***
valor p — <.001

6h  Diferencia de medias —

valor p —

Nota. * p < .05, ** p < .01, *** p < .001
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Prueba Post-Hoc de Games-Howell — Vitalidad espermatica

Oh 4h 6h

Oh  Diferencia de medias —  30.25***  56.43 ***
valor p —  <.001 <.001

4h  Diferencia de medias — 26.18 ***
valor p — < 001

6h  Diferencia de medias —

valor p -

Nota. * p < .05, ** p < .01, *** p < .001

Prueba Post-Hoc de Games-Howell — Viscosidad de semen

Oh 4h 6h

Oh  Diferencia de medias — 4.32 *** 5.54 ***
valor p —  <.001 <.001

4h  Diferencia de medias — 1.21 ***
valor p — <.001

6h  Diferencia de medias —

valor p —

Nota. * p < .05, ** p <.01, *** p <.001
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Tabla 21

ANOVA - Vitalidad espermatica

Suma de Media
Gl F P
Cuadrados Cuadratica
Tratamiento 54221.12 2 27110.56 235.37 <.001
Macho 1502.67 1 1502.67 13.05 <.001
Residuos 11288.10 98 115.18

Figura 14
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Tabla 22

Matriz de Correlaciones

Viscosidad Motilidad  Vitalidad
Viscosidad Rho de Spearman —
valor p —
Motilidad Rho de Spearman 0.82 *** —
valor p <.001 —
Vitalidad Rho de Spearman 0.80 *** 0.99 *** —
valor p <.001 <.001 —
Nota. * p < .05, ** p < .01, *** p < .001
Figura 15
Correlaciones
Viscosidad Motilidad Vitalidad
0.20 =
0.‘5 T —~ -~
o sooe  Viscosidad
0.05 -
0.00 -
D_gggfu Motilidad
Vitalidad

67

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

ANEXO 1: Panel fotografico
Foto 1

Toma de muestra de sangre para obtener el suero sanguineo.

Foto 2

lavado, antisepsia y lubricacion del dispositivo intravaginal.
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3

Foto 3

Colacacion del dispositivo intravaginal.

Foto 4

Monitoreo de la respectiva copula a cada reproductor
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Foto 5

Recuperacion del semen para mantener en bafio maria a 37°.

Foto 6

Pipeteo de la muestra de semen y medicion de la filancia.,,,
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Foto 7

Evaluacién de las caracteristicas microscopicas como motilidad, vitalidad vy

concentracion espermatica.

Foto 8

Evaluacioén de la Motilidad.
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Foto 9

Evaluacién de la Vitalidad.

Foto 10

Evaluacion de la Concentracion Espermatica.

i
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determinen, a nivel mundial, sin restriccion geogréfica alguna y de manera indefinida, pudiendo crear y/o
extraer los metadatos sobre los Contenidos, ¢ incluir los Contenidos en los indices y buscadores que estimen
necesarios para promover su difusidn.

Autorizo que los Contenidos sean pucstos a disposicion del piiblico a través de la siguiente licencia:

Creative Commons Reconocimiénto-NoComercial-Compartirlgual 4.0 Internacional. Para ver una copia de
esta licencia, visita: hitps://creativecommons.org/licenses/by-ne-sa/4.0/

En sefal de conformidad, suscribo el presente documento.

Puno, io de DIUENBRE del 2024

A (obligatoria) Huella

74

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
. ____________________________________________________|]



