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RESUMEN

La viabilidad espermatica esta reflejada por la integridad de la membrana plasmatica y
acrosomal, relacionada con la fertilidad del animal; existiendo variaciones entre métodos de
andlisis. El objetivo de la investigacion fue comparar la viabilidad espermatica de bovinos
gemelos homocigotos Aberdeen Angus por citometria de flujo. Se trabajé con 10 colectas
cada uno usando tres repeticiones por colecta, evaluando caracteristicas macroscopicas
(volumen y pH), microscopicas (motilidad masal, motilidad individual, concentracion
espermatica y morfologia), fluorescencia natural (control) y viabilidad con PI por citometria
de flujo. Se trabajé con un disefio comparativo simple, con una normalidad de 95%, se realizo
una prueba t de stundent (prueba paramétrica), encontrandose volimenes de 6.49+0.87 (J-
TRM) y 6.08+0.87 (V-TRM), en dafios morfoldgicos 14.50+2.32% (J-TRM) y 15.40+2.17%
(V-TRM) respectivamente, con una concentracion espermatica de 1040x10°+146.82 (J-
TRM) y 1073x10%+84.73 (V-TRM), con una fluorescencia natural (control) de
0.034+0.011% (J-TRM) y 0.033+0.014% (V-TRM) y finalmente la viabilidad fue de
43.19+9.93% (J-TRM) y 47.16+9.68% (V-TRM). Asi mismo, se realiz6 la prueba de U de
Mann-Whitney y wilcoxon (prueba no paramétrica), obteniendo un pH de 6.57 (J-TRM) y
6.62 (V-TRM), motilidad masal 3.4 (J-TRM) y 3.5 (V-TRM) y motilidad individual 3.8 (J-
TRM) y 4 (V-TRM), respectivamente. Finalmente se muestran mejores caracteristicas

espermaéticas a favor del ejemplar V-TRM.

Palabras clave: Semen, motilidad, fluorescencia, loduro de propidio.
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ABSTRAT

The sperm viability is reflected by the integrity of the plasma and acrosomal membrane,
related to the fertility of the animal; existing variations between analysis methods. The
objective of the research was to compare the sperm viability of Aberdeen Angus homozygous
twin cattle by flow cytometry. We worked with 10 collections each using three repetitions
per collection, evaluating macroscopic characteristics (volume and pH), microscopic (mass
motility, individual motility, sperm concentration and morphology), natural fluorescence
(control) and viability with propidium iodide staining by flow cytometry. We worked with a
simple comparative design, with a normality of 95%, a stundent t test (parametric test) was
performed, finding volumes of 6.49 + 0.87 (J-TRM) and 6.08 + 0.87 (V-TRM), in damage
Morphological 14.50 £ 2.32% (J-TRM) and 15.40 £ 2.17% (V-TRM) respectively, with a
sperm concentration of 1040x106 * 146.82 (J-TRM) and 1073x106 + 84.73 (V-TRM), with
a natural fluorescence ( control) of 0.034 = 0.011% (J-TRM) and 0.033 + 0.014% (V-TRM)
and finally the viability was 43.19 £ 9.93% (J-TRM) and 47.16 = 9.68% (V-TRM). Likewise,
the Mann-Whitney and Wilcoxon U test (non-parametric test) was performed, obtaining a
pH of 6.57 (J-TRM) and 6.62 (V-TRM), mass motility 3.4 (J-TRM) and 3.5 (V-TRM) and
individual motility 3.8 (J-TRM) and 4 (V-TRM), respectively. Finally, better sperm
characteristics are shown in favor of the V-TRM specimen.

Keywords: Semen, motility, fluorescence, propidium odide.
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I.  INTRODUCCION

La determinacion de la viabilidad celular es el conteo de las células vivas o muertas en una
muestra. Genéricamente se considera que la clonogenicidad o viabilidad reproductiva son
sinénimos de viabilidad celular. Las células vivas con membranas intactas se caracterizan
por su habilidad para excluir colorantes que facilmente penetran la membrana plasmatica de
células muertas o dafiadas. La tincion de células no viables con loduro de propidio ha sido
ampliamente probada en diversos tipos celulares. Su amplia aplicacion se debe a que es un
procedimiento facil de realizar y las células tefiidas son facilmente identificadas (Cortés et
al., 2014).

La citometria de flujo es ahora una metodologia reconocida dentro de la espermatologia
animal, y ha pasado de ser una herramienta de investigacion para convertirse en rutina en la
evaluacion de semen animal destinados a la cria. La disponibilidad de los citdbmetros de flujo
'sobremesa’ y de los marcadores nuevos y versatiles para la estructura y funcion celular habia
permitido la instrumentacion para medir varios parametros del esperma, la viabilidad de
reactividad cuando se expone a estimulos exdgenos, y aumentar nuestras capacidades para
ordenar los espermatozoides para potenciar la capacidad de fertilizacién, o el sexo

cromosomico (Sharoare et al., 2011).

Uhler et al (1993), midieron el estado acrosomal de los espermatozoides mediante el uso de
un citometro de flujo; luego los separaron en un clasificador celular y los observé mediante
microscopia de fluorescencia. Ellos mostraron una estrecha correlacién entre ambos
métodos. La citometria de flujo también se ha utilizado para determinar el estado acrosomal

de los espermatozoides detectados con lectinas o anticuerpos monoclonales.

El conocimiento de la fertilidad o de la capacidad fecundante de cada toro es uno de los
principales objetivos en la produccion de semen bovino. Un requisito indispensable para el
desarrollo de la inseminacion artificial es que el semen utilizado mantenga su capacidad de

fertilidad después de haber sido criopreservado (Hidalgo-Ordoriez et al., 2005).
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En la ciencia médica son importantes los gemelos para realizar evaluaciones de enfermedades
y resistencias hereditarias. En animales clonados existen discrepancias epigenéticas que se
asocian con diferencias en ciertos rasgos; estudios recientes manifiestan que a mayor edad se
incrementan las diferencias de las caracteristicas epigenéticas, esto se acentua si los
individuos se desarrollan en distintas zonas, por la accion de ser expuestos a diferentes

ambientes (Gonzélez et al., 2008).

Se conoce que los gemelos no siempre presentan las mismas caracteristicas fenotipicas o
productivas y estas diferencias son estudiadas a través de la epigenética que es una ciencia
que estudia las variaciones hereditarias que ocurren sin que cambie la secuencia del ADN, es
decir, sin que se altere la lectura de las bases nitrogenadas A, C, G y T, por modificaciones
que tienen lugar principalmente en las citosinas de éste y en las histonas de la cromatina. Se
ha determinado que las modificaciones epigenéticas son mucho mas frecuentes que aquellas
gue modifican la secuencia del ADN, por lo que constituyen uno de los fundamentos de la
diversidad bioldgica, muestran la manera en que el ambiente puede modular la expresion

genética y contribuyen asi a nuestro fenotipo (Neissa y Guerrero, 2014).

Hasta la fecha no existe informacion relacionado a investigaciones en comparacién de la
viabilidad espermatica de bovinos gemelos homocigotos por citometria de flujo. Sin
embargo, este equipo es muy reconocido en investigaciones relacionado a la Medicina
Humana y recientemente se le estd dando un uso en investigaciones relacionado a la

Zootecnia.

En la actualidad existen experimentos en los que se han combinado métodos fluorescentes
con un citémetro de flujo modificado para el anélisis de esperma bovino en estaciones de
inseminacion artificial y en los laboratorios. Al usar una versién modificado de un citometro
clinico se ha desarrollado un método réapido, preciso que permite la seleccion del mejor
semen. El citémetro de flujo evalua la calidad, estructura, funcién y motilidad del esperma
luego de ciclos de congelacion y/o descongelacion; para valorar dafios en el esperma y su
calidad para la fertilizacion (Laguado, 2007).
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La concentracion espermatica es una caracteristica necesaria para medir el promedio de
ejemplares para ser reproducidos, de esta manera, existen métodos como la
espectrofotometria, la colorimetria, la citometria de flujo y la cdmara de recuento celular,
como las de Burker, Neubauer o Thoma. La espectrofotometria, técnica usada en nuestro
laboratorio, es un método indirecto, que mide la luz monocromatica absorbida por las

particulas en suspension o los espermatozoides (Hidalgo-Ordofiez et al., 2005).

Prado (2012), menciona que la motilidad permite predecir la fertilidad o habilidad para
congelar, ya que la motilidad post descongelacion es frecuentemente usada para ajustar la
concentracion de espermatozoides por pajilla, cuando el semen se designa para Inseminacion
Artificial la motilidad progresiva también puede ser evaluada siguiendo la velocidad de

movimiento o grado de movimiento.

En muchas ocasiones los machos de las diferentes especies son seleccionados en base a su
pedigree, a los registros de sus ancestros de buena calidad genética, ademas de su
conformacién o fenotipo; sin embargo, tales caracteristicas no garantizan que dichos
animales produzcan gametos que sean capaces de dejar a las hembras prefiadas. Por lo que
de manera rutinaria es necesario realizar evaluaciones de la calidad seminal de los machos,
especialmente de aquellos en los que no se tienen registros de su desempefio a través de las
crias, como las pruebas de progenie, cuando se trata de machos primerizos (Cano y Pérez,
2013).
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II. MATERIALES Y METODOS.
2.1 Ubicacion.

El trabajo de investigacion se realizo en el Centro Experimental Pomacochas -UNTRM-
A, de la provincia Bongara, region Amazonas, y en el Laboratorio de Biotecnologia
Animal, Reproduccion y Mejoramiento Genético de la UNTRM, sede principal en el

distrito y provincia de Chachapoyas, region Amazonas, Perd.

Provincia de
Chachapoyas
yay s

Departamento Provincia de Bongara

de Amazonas

Figura 1. Mapa de localizacion de estudio.
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2.2 Materiales

Tabla 1: Materiales de colecta, evaluacion microscépica y citometria de flujo.

Materiales quimicos,

Materiales o Equipos
biologicos
Set de pipetas (10 pL, 20 pL, Diluyente para semen Tanque de nitrégeno
200 uL, 1000 pL) (AndroMed®). liquido 7 litros MVE.

Tips 200 pL,1000 unidades
Tips 1000 pL,1000 unidades
Tips 10 pL,1000 unidades
Cubre y porta objetos

Racks para microtubos 1.5 mL
Microtubo con tapa de 1.5 mL,
500 unidades

Tubos de 150 ML (Bolsa x 20
unidades).

Pajillas de 0.25 (Paquete x 100).
Mascarillas (Caja x 100
unidades).

loduro de propidio 500 g
Alcohol de 70°

Alcohol de 96°

PBS

Aceite de inmersion

NaCl
Eosina-Nigrosina
Agua

Nitrogeno liquido

Citometro de flujo
Platina térmica
Empajilladora
Centrifuga
Incubadora

Microscopio Optico
Bafo Maria

Cémara de Neubauer

Céamara de esterilizacion

2.3 Disefio de la investigacion

La presente investigacion consta de un disefio no experimental descriptivo transversal
donde las variables no se modifican, teniendo resultados que se compararon a otras

investigaciones.

M— AM — AR

Disefio de investigacion descriptiva.

M: Muestra
AM: Anélisis de muestra

AR: Andlisis de resultados
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2.4 Procedimientos para la colecta, manejo y analisis del semen.

a)

b)

Examen andrologico de la circunferencia escrotal.

Se midi0 la circunferencia escrotal con cinta métrica a cada ejemplar. Es esencial realizar
un examen andrologico del semental antes de la colecta del semen, con la finalidad de
conocer si cumple con la medida establecida, de acuerdo a la edad del animal. Segun
Mellisho (2010), el tamafio de los testiculos estd directamente relacionado con el
potencial de produccion de espermatozoides, por que el 80% del volumen del testiculo
estd ocupado por los tabulos seminiferos. Siendo una circunferencia excelente > 37 cm a

partir de 36 meses de edad para delante.

Tabla 2: Circunferencia escrotal.

Circunferencia

TORO EDAD Escrotal (cm)

J-TRM 2.5 ANOS 34.5

V-TRM 2.5 ANOS 375

Estimulacion sexual antes de la monta.

Se ubico a uno de los toros en un brete con el objetivo de simular a la hembra. Luego se
acerco al toro lo mas cerca posible, permitiéndole oler al otro toro para que se estimule,
se realiz6 varios intentos de monta en el que se vio una mayor excitacién, logrando un

buen volumen y concentracidn seminal que se esperaba.
Colecta del semen.

Se realizo6 una limpieza de los vellos del prepucio de los dos ejemplares con ayuda de una
tijera. Luego, se colocd agua temperada entre 45-50°C a la vagina artificial con la
finalidad de mantener la temperatura adecuada hasta obtener el salto. Posteriormente, en
un extremo de la vagina artificial se le acopl6 un cono flexible de latex y un tubo colector
de plastico de 15 mL, sujetados por unos jebes elasticos, siempre protegido de la luz
directa y la temperatura exterior por una funda termoaislante.
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2.5 Analisis macroscopico.

Se debe de considerar de manera conjunta las dos evaluaciones seminales, tanto la
macroscopica como la microscopica para emitir el diagnostico definitivo de la calidad de
la muestra. En lo referente a las caracteristicas macroscopicas, al referirnos al volumen
se ha observado que cuando se tiene un volumen elevado hay una concentracion menor
de espermatozoides. Por el contrario, en la mayoria de las especies, cuando el eyaculado
tiene un volumen pequefio, la concentracion espermatica es muy elevada (Cano y Pérez,
2013).

a. Volumen del eyaculado.

Para la evaluacion del volumen del eyaculado se retir6 el tubo falcon graduado de 15
mL colocado en el extremo de la vagina artificial, para luego realizar el diagnostico
del volumen con la lectura por medio de las graduaciones que presentd dicho
recipiente. Ademas a cada toro se colocd una funda protectora en la vagina artificial
con la finalidad de proteger al semen de los rayos de sol y mantener una temperatura

adecuada.
b. Evaluacion del pH.

Se evalu6 el semen mediante el uso del pHmetro electrénico, para eso se colocé el
tubo falcén con el semen en una gradilla de metal, luego se sumergio la punta del
medidor de pH sobre el semen para su correspondiente lectura por un tiempo

aproximado de 5 minutos hasta indicar el resultado.

Se traslado el semen al laboratorio en unas alicuotas para ser analizados y se le diluyo
en unos tubos falcdn de 50 mL bien cerrados, y en seguida se coloco en un equipo de
transporte llamado Equitainer, el cual mantiene las muestras a una temperatura de 5
°C. Posteriormente, se traslado al laboratorio donde se realiz6 la comparacion a los

estandares optimos de pH en semen.
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C.

Empajillado.

Se tomd una cantidad de pajillas vacias de 0.5 mL con la respectiva identificacion del
toro y se colocé en el empajillador donde el equipo procedié a inyectar el semen
diluido puesto en un cono, que conectado al inyector, llenaba y sellaba a cada una de

ellas.
Congelacion de pajillas de semen.

Se colocé una cantidad de nitrégeno liquido en una caja de tecnopor hasta un cierto
nivel, esperando que no alcancen a las pajillas que se colocaron sobre una rejilla
metalica, después se tapd la caja y se midié la temperatura con ayuda de una
termocupla con un descenso lento de 10 a 15 °C por minuto de tiempo transcurrido,
hasta alcanzar los -140 °C por durante unos 15 minutos. Luego de indicada dicha
temperatura se paso todas las pajuelas a una caja pequefia de tecnopor con nitrégeno
liquido con una temperatura de -196 °C, y finalmente se coloco las pajillas selladas
en unos goblets con identificacion plegados en unas varillas que posteriormente se
llevo a un tanque de nitrdgeno, donde se conservaron hasta realizar el analisis post

descongelamiento.
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2.6 Analisis microscopico.

Las caracteristicas microscépicas que se evaluaron con semen de los clones fueron:

Motilidad masal, Motilidad individual, Concentracion espermatica y Morfologia.

a. Motilidad masal.

Se coloco una gota de semen en fresco de 3 a 5 mm de diametro, colocada sobre un porta
objetos calentado en una platina de calefaccion a 37.5 °C, sin el uso de cubre objetos. La
observacion se realizd con un aumento de 40x. Luego se observé a los espermatozoides
en forma de olas o remolinos. Asi mismo, es importante destacar que la motilidad es uno

de los parametros mas importantes del anélisis seminal segiin Mellisho (2010).

b. Motilidad individual.

Se realiz6 la dilucion del semen en fresco en una solucion isoténica de NaCl - al 0,9%,
que ayudo a observar individualmente a los espermatozoides. Asi mismo, se tomo con
una pipeta 1 gota (de 10 pL) del semen, se coloco sobre un portaobjeto a temperatura de
37°C y se cubrié con un cubreobjetos. Se observo con el microscopio de contraste de
fase a 100x, se realizd la evaluacion viendo si mas de la mitad de los espermatozoides

que hubo en el campo poseian movimiento o no (Prado, 2012).

Tabla 3: Escala basada en el porcentaje de células moviles.

Valor descriptivo Células moviles
Muy buena 80 — 100 % de células moviles
Buena 60 — 79 % de celulas moviles
Regular 40 — 59 % de células moviles
Mala Menos de 40 % de células mdviles
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c. Concentracion espermatica.

Se empleo la teoria de Prado (2012), donde se utilizo la camara de Neubauer; primero se
diluy6 el semen 1:200, ya que es la correspondiente para la especie bovina. Para la
dilucion se utilizo NaCl- al 3%, y se realizé lo mismo en un tubo de ensayo, con capacidad
de 5 mL, y se sefiald con un plumon indeleble, luego se afiadié 3980 pL de NaCl- al 3%
méas 20 pL de semen integro. Una vez diluido al semen, esto provoco que todos los
espermatozoides queden inmovilizados, luego se tomo una gota de (10 pL) y se procedio
a llenar las celdas de la camara de Neubauer para realizar el conteo celular, que consistio
en enumerar la cantidad de espermatozoides que hubo en cada recuadro, en unos dos o
tres campos que al final se promediaron. Se utilizo el método de Hozbor (2011), donde
se evalud la concentracion espermaética y se calculé mediante el uso de la siguiente

formula:
Concentracion espermatica (espermatozoides/mm3) =ax b xcx d
Donde:

a= Numero de espermatozoides contados en 5 cuadrados, b= 5, estima el
total de cuadrantes de la cdmara (n= 25 cuadros), c= 200, ya que la dilucion
para el semen bovino es 1:200, d= 10, representa la profundidad de la
camara, la cual es 0,2mm. Posteriormente, se multiplico por 1000 para saber

la concentracion de espermatozoides/mL (Mellisho, 2010).

Se contd en los 5 cuadros de la cdmara para un total de 25 cuadros, en forma de

X como lo indica la gréfica.

A00mn .

: =z
' L
- Pl

L] Q0025w

A) B)

Figura 2. Conteo de espermatozoides en la Camara Neubauer.
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d. Morfologia

Se evaluo la morfologia con uso de la tincion eosina-nigrosina como tincion principal y
se realizé el frotis con aceite esencial y se lavd el reverso de la platina, previamente se
secd al ambiente. El frotis se observd con ayuda del microscopio de campo claro
(aumento 40x), visualizandose 5 campos, en los cuales se contaron 200 espermatozoides
por muestra. Se conto el nimero y tipo de dafio, con el objeto de estimar el porcentaje
(%) de espermatozoides normales. Se evaluo segun la clasificacion de los dafios menores

y dafios mayores.
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2.7 Andlisis de la viabilidad por citometria de flujo.

Bollwein et al (2008), utilizaron pajillas crioconservadas -196 °C se descongelaron a
38°C durante 15 seg. para analisis de citometria de flujo. En unas alicuotas colocaron el
semen que lo diluyeron inmediatamente después de descongelar y después 3 h de
incubacion a 38°C. Utilizaron tinciones con fluorescencia verde de SYBR-14 y el loduro
de propidio que emite una fluorescencia roja. No utilizaron ninguna compensacion entre

los correspondientes canales de fluorescencia.

Segun Challco (2019), prepard una solucion Stock de SYBR-14, para llegar a una
concentracion de 20 uM. Se tom¢é 100 pL de muestra. Se colocd en un tubo eppendorf de
1.5 ml, luego se agregd 0.5 pL de Solucion Stock de SYBR-14 (20 uM), para obtener una
concentracion final de 100 nM de SYBR-14. Se puso a incubar durante 10 minutos a 38
°C. Adicionalmente se coloco 0.5 pL de solucion Stock de Ioduro de Propidio (2.4 nM),
para llegar a una concentracion final de Ioduro de Propidio de 12 uM y se puso a incubar
por 10 minutos. Se considerd espermatozoides vivos a aquellos que presenten
fluorescencia verde (SYBR-14) y muertos, a aquellos que presenten fluorescencia roja

(PI).

Para hacer uso del citometro de flujo se realiz6 los siguientes procedimientos:

A. Evaluacion del semen sin tincién de loduro de propidio (control).

- Se descongelo las pajuelas de cada ejemplar en un Bafio Maria a una temperatura de
37.5C°, luego se coloco la muestra de semen en un eppendorf indicando el nombre
del toro, en seguida se coloc6 una gota de semen en un portaobjeto para ser analizada
en el microscopio electronico para verificar la motilidad.

- Seagreg6 1000 ul de PBS a la muestra de semen, en seguida se llevo a la centrifuga
a 1500 rpm por 3 minutos. Después, se sacO la muestra de la centrifuga y en otro

eppendorf se coloco 10 pl del semen suspendido para evaluar en el citometro de flujo.
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Después, se coloco el eppendorf con el semen sin tincion en el tubo de inyeccion del
citometro de flujo, luego en el equipo se selecciond una cantidad de 100 ul y
automaticamente subié la muestra para su analisis, se presiondé comenzar y el semen
empez0 a pasar una por una mostrandose en los canales de visualizacion del equipo.
Luego se coloco en la barra para tener 10,000 eventos celulares de las muestras con
semen de J-TRM y V-TRM sin tincion PI respectivamente.

Se finalizd guardando la informacion de la evaluacion del semen en una carpeta en el

equipo para su posterior interpretacion.

Evaluacion del semen con tincidn de loduro de propidio.

Se descongelo las pajuelas de cada ejemplar en un Bafio Maria a una temperatura de
37.5 C°, luego se colocd la muestra de semen en un eppendorf indicando el nombre
del toro, en seguida se coloc6 una gota de semen en un portaobjeto para ser analizada
en el microscopio electrénico para ver su motilidad post descongelacion.

Luego, se agregd 1000 pl de PBS a la muestra de semen, en seguida se llevé a la
centrifuga a 1500 rpm por 3 minutos. Después, se saco la muestra de la centrifuga y
en otro eppendorf se colocd 10 pl del semen suspendido y en seguida se coloc6 100
ul del colorante diluido.

Después, se colocé el eppendolf del semen con la tincion de loduro de propidio
combinados en el tubo de inyeccion del citometro de flujo, luego en el equipo se
selecciondé una cantidad de 100 pl y automaticamente subié la muestra para su
analisis, en seguida se presiond comenzar y el semen empez0 a pasar una por una
mostrandose en los canales de visualizacion del equipo. Se colocé en la barra para
tener 10,000 eventos celulares con semen de J-TRM y V-TRM con tincion Pl
respectivamente y se analiz6 en el citometro de flujo con el laser de Argon a 488 nm
de excitacién, con la evaluacion de 1000 esp/seg. Las células muertas tienen un
espectro de emision y son detectadas por medio de los fotomultiplicadores en modo
logaritmico como lo evaluado por Cortés et al (2014).

Finalmente, se guardo la informacion de la evaluacion del semen en una carpeta en

el equipo para su posterior interpretacion.
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C. Interpretacion de graficas sin tincién de loduro de propidio.

Para la muestra control sin tincion de loduro de propidio, se seleccioné los analisis
guardados del resultado de las muestras sin Pl, luego se comparé cada grafica tanto
de J-TRM como de V-TRM. Se selecciond el Unico pico que se mostraba en la grafica
del histograma, finalmente, el equipo mostro los resultados del pico seleccionado el
cual representaba al porcentaje de espermatozoides sin fluorescencia natural, por el
contrario la diferencia representaba a la fluorescencia natural emitida por los

espermatozoides obtenidos con el citometro de flujo.

D. Interpretacion de graficas con tincion de loduro de propidio.

Para la interpretacion de la viabilidad se procedié comparando cada grafica obtenida
tanto de J-TRM como de V-TRM que habia sido tefiido con el loduro de propidio.
Para esto se selecciond las zonas de los histogramas donde el pico derecho
representaba la reaccion del fluorocromo a los espermatozoides muertos los cuales
fueron tefiidos de color rojo por la penetracion del Pl y el pico del lado izquierdo para
el reconocimiento de los espermatozoides vivos. Finalmente, el equipo mostro los
resultados de cada pico seleccionado con el porcentaje de espermatozoides vivos y
porcentaje de espermatozoides muertos obteniendo la viabilidad de cada ejemplar.

Para el apagado del equipo, se pasaba a realizar el procedimiento de lavado que fue

al final del trabajo, por el periodo de 30 minutos.
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1. RESULTADOS.

Los resultados de los datos obtenidos de las caracteristicas macroscopicas, microscopicas y

por citometria de flujo se muestran en el siguiente cuadro:

Tabla 4: Resultados de las estadisticas de grupo.

. Tipo de . Desv. Desv. Error
Variable toro N Media Estandar promedio

Volumen J-TRM 10 6.49 0.8698 0.2751
V-TRM 10 6.08 0.8817 0.2788

Morfologia J-TRM 10 14.15 2.321 0.134
V-TRM 10 15.4 2.171 0.686
Concentracién J-TRM 10 1040 146.818 46.428
V-TRM 10 1073 84.728 26.793

Vivos J-TRM 10 43.19 9.929 3.140
V-TRM 10 47.16 9.682 3.062

Muertos J-TRM 10 56.89 10.268 3.247
V-TRM 10 52.702 9.758 3.086

No Fluorescencia J-TRM 10 96.18 0.933 0.295
V-TRM 10 96.45 1.414 0.447

Fluorescencia J-TRM 10 0.034 0.011 0.003
natural V-TRM 10 0.033 0.014 0.004

a. Ph.

En el pH se mostro que los promedios encontrados en el resultado estadistico del toro J-
TRM y V-TRM fueron 6.57 y 6.62 respectivamente, donde numéricamente existio una
diferencia del 0.05 pero sin existencia de una diferencia significativa estadisticamente.

Evaluacion del pH

6.75
6.70
6.65

T 6.60

S 655
6.50
6.45
6.40

Muestra

Figura 3. Resultados del pH.
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b. Volumen.

En el volumen se obtuvo un 6.49+0.87 del toro J-TRM y 6.08+0.87 del toro V-TRM sin

encontrar ninguna diferencia significativa.

Volumen

9.00
8.00
7.00
6.00
5.00
4.00
3.00
2.00
1.00

Volumen (mL)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Muestra

Figura 4. Volumen de J-TRM y V-TRM.

c. Motilidad masal.

En la motilidad masal se evidencid que no existio diferencia estadistica significativa en
3.4y 3.5 tanto para J-TRM y V-TRM; respectivamente.

Evaluacién de motilidad masal
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Motilidad masal (1-5)

Muestra
e==]-TRM e=\/-TRM

Figura 5. Motilidad masal de J-TRM y V-TRM.
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d. Motilidad individual.

En la motilidad individual tampoco se encontré diferencias significativas con resultados
de 3.8 para J-TRM y 4.0 para V-TRM, representando el 76% y 80%; respectivamente.

Evaluaciéon de motilidad individual
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Motilidad individual (1-5)
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Muestra
Figura 6. Motilidad individual de J-TRM y V-TRM.

e. Concentracion espermatica.

La concentracion espermatica para J-TRM fue 1040x10°+146.82 y para V-TRM fue

1073x10%+84.73, sin diferencias estadistica significativa.
Evaluacion de la concentracion espermatica
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Figura 7. Resultados de concentracion.
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f. Morfologia espermatica.

En la morfologia los resultados de la evaluacion mediante determinacion de los dafios
menores y mayores. Para el toro J-TRM fue un 14.5% en promedio y para V-TRM el
15.4% del total de alteraciones morfoldgicas, sin encontrar diferencias significativas

entre los valores.

Evaluacion de la morfologia
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Figura 8. Resultados de morfologia.
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g. Viabilidad

En la fluorescencia natural emitida por los espermatozoides, se obtuvo valores de
0.034+0.011 para el toro J-TRM y 0.033+£0.014 para el toro V-TRM. Sin encontrar

ninguna diferencia estadistica significativa.

La viabilidad para J-TRM fue de 43.19+9.93% de espermatozoides vivos Yy
56.89+10.27% de espermatozoides muertos, respectivamente. Para V-TRM fue de
47.16+9.68% de espermatozoides vivos y 52.70+£9.76% de espermatozoides muertos, en
combinacion de la tincion PI utilizados en ambos casos, sin presentar diferencias

significativas entre los clones (P<0,05).

56.89%

52.70%

J-TRM V-TRM

W Vivos(%) B Muertos (%)

Figura 9. Viabilidad espermaética de J-TRM y V-TRM con PI.
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3.1 Detalle del resultado de las caracteristicas macroscopicas y microscopicas.

Tabla 5: Resumen de datos macroscopicas y microscopicas del toro J-TRM

: : Motilidad Motilidad . Concentracion

Tipo Tipo Ph  Volumen Masal  Individual Morfologia % 106
J-TRM 1 6.50 6.50 4.00 5 13 1300
J-TRM 1 6.50 5.50 4.00 4 15 1100
J-TRM 1 6.54 6.00 3.00 4 19 1200
J-TRM 1 6.59 6.00 3.00 3 17 1050
J-TRM 1 6.60 8.00 4.00 4 13 1100
J-TRM 1 6.50 6.00 3.00 3 14 900
J-TRM 1 6.56 7.10 3.00 3 14 1000
J-TRM 1 6.66 6.60 3.00 3 16 850
J-TRM 1 6.70 7.70 4.00 5 11 1050
J-TRM 1 6.58 5.50 3.00 4 13 850
PROMEDIO 6.57 6.49 3.40 3.8 14.50 1040

Tabla 6: Resumen de datos macroscopicas y microscopicas del toro V-TRM.

: : Motilidad Motilidad . Concentracion

Tipo Tipo Ph  Volumen Masal  Individual Morfologia % 106
V-TRM 2 6.50 5.50 4.00 4 12 1200
V-TRM 2 6.50 5.00 3.00 4 15 1200
V-TRM 2 6.63 7.00 4.00 4 14 1100
V-TRM 2 6.69 6.50 3.00 3 15 1100
V-TRM 2 6.70 6.00 4.00 4 13 1050
V-TRM 2 6.58 4.60 3.00 4 19 950
V-TRM 2 6.70 6.80 4.00 5 15 1050
V-TRM 2 6.60 6.00 3.00 4 18 1100
V-TRM 2 6.70 7.40 4.00 4 16 980
V-TRM 2 6.60 6.00 3.00 4 17 1000
PROMEDIO 6.62 6.08 3.50 4 15.4 1073

En la tabla 5 y 6 se muestran los datos de las variables estudiadas respecto a caracteristicas
macroscopicas y microscopicas, mostrandose promedios entre cada variable de los toros J-
TRMy V-TRM las cuales fueron tomadas de 10 pruebas por cada ejemplar.
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3.2 Detalle del resultado de viabilidad y fluorecencia natural.

Tabla 7: Datos de J-TRM obtenidos por el citometro de flujo.

Tipo Vivos  Muertos No . i
Toro de toro (%) (%) Fluorescencia Fluorescencia

(%) natural (%)
J-TRM 1 38.3 61.6 96.2 0.03
J-TRM 1 41.7 58.2 94.8 0.05
J-TRM 1 59.7 40.2 98.2 0.01
J-TRM 1 41.9 57.8 95.6 0.04
J-TRM 1 28.6 73.3 96.1 0.03
J-TRM 1 51.6 48.3 96.9 0.03
J-TRM 1 40.2 59.7 95.4 0.04
J-TRM 1 57.3 42.6 96.7 0.03
J-TRM 1 36.7 63.2 95.9 0.04
J-TRM 1 35.9 64 96 0.04
Promedio 43.19 56.89 96.18 0.034

Tabla 8: Datos de V-TRM obtenidos del citometro de flujo.

Tipode Vivos  Muertos No . .
Toro toro (%) (%) Fluorescencia Fluorescencia

(%) natural (%)
V-TRM 2 58.8 40.6 96 0.04
V-TRM 2 59.6 40.3 98.6 0.01
V-TRM 2 44.2 55.7 96 0.04
V-TRM 2 40.4 59.5 96.1 0.03
V-TRM 2 49.8 50.1 95.4 0.04
V-TRM 2 51.6 48.3 93.8 0.06
V-TRM 2 49.3 50.6 98 0.02
V-TRM 2 49.8 50.1 97.8 0.02
V-TRM 2 41.7 58.32 96.9 0.03
V-TRM 2 26.4 73.5 95.9 0.04
Promedio 47.16 42.49 96.45 0.033
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IV. DISCUSIONES

Las cualidades que deben tener los espermatozoides de un eyaculado fecundante son:

motilidad progresiva, morfologia normal, metabolismo energético activo, capacidad para

desarrollar una motilidad hiperactivada, integridad estructural y funcionalidad de la

membrana, integridad de las enzimas asociadas con la fecundacion, capacidad de penetracion

y transferencia 6ptima del material genético. (Hidalgo-Ordofiez et al., 2005)

a)

b)

pH.

Segun, Ax et al (2000), los rangos de pH en semen de toros sanos estan entre 6 — 8,
en la presente investigacion los toros J-TRM (pH: 6.57) y V-TRM (pH: 6.62)
presentaron un pH seminal que estan dentro del rango 6ptimo para bovinos.

Volumen.

Aquino (2017), evalud 9 toros de razas carnicas dentro de ellas a dos Aberdeen Angus
con edades entre 30 y 60 meses, manejados bajo un sistema de confinamiento en corrales
individuales, obteniéndose 5.9 ml de volumen de eyaculado en promedio, existiendo
diferencias con los resultados de la presente investigacion; donde se encontr6
volimenes de 6.49+0.87 (J-TRM) y 6.08+0.87 (V-TRM), a diferencia que estos
ejemplares fueron criados en sistemas de pastoreo extensivo y con condiciones
ambientales favorables. Segin Ax et al (2000), el volumen de semen en bovinos tiene

un amplio rango que va de 2-6ml.
Motilidad masal.

Mellisho (2010), menciona que la motilidad masal se determina con semen fresco,
donde Crespo y Quintero-Moreno (2014), evaluaron semen fresco en toros Criollos
Limoneros, en el que colectaron muestras seminales de 10 toros durante cuatro
semanas (40 muestras) mediante vagina artificial, los cuales tenian una edad
promedio de 41,4 + 1,04 meses, donde los valores observados de motilidad masal fue
de 3,2+0,08. Estos resultados difieren a los encontrados en esta investigacion, donde
la evaluacion de la motilidad masal de toros de la raza Aberdeen Angus de 2.5 afios
presentaron valores de 3.4 (J-TRM) y 3.5 (V-TRM) respectivamente, lo cual podria
deberse a que son de razas diferentes, al sitio de crianza, a factores ambientales entre

otros.
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d) Motilidad individual.

Segun Buito et al (2002), estudiaron semen congelado de 68 toros B. Indicus, 34 B.
Taurus (considerando toros Aberdeen Angus) y 5 Cruces con edades en promedio
de 69.8+£31.8 meses (rango: 18 a 184 meses), obteniendo una motilidad individual en
promedio de 59.3+0.8% para B. Indicus, 58.9+1.0% para B. Taurus y 60.4+1.7% para
los cruces. Sin embargo, los resultados de la motilidad individual en esta
investigacion (semen fresco de Angus con edades de 2.5 afios) fueron mayores con
76% (J-TRM) y 80% (V-TRM), encontrandose entre los rangos para las edades y

difieren debido a que Buito et al evaluaron semen congelado.
Concentracion esperméatica

En la evaluacion de la concentracion espermatica se obtuvieron 1040x10°+146.82 (J-
TRM) y 1073x10°+84.73 (V-TRM), estos resultados difieren frente a lo encontrado
por Koivisto et al (2009), donde la concentracion media de esperma vario entre
1423.8 y 1613.8x10°/ml en los toros B. Indicus y entre 1190.9 a 1306.6x10°/ml en
toros B. Taurus y fue significativamente mayor en los toros B. Indicus. Sin embargo,
Escobedo (2016), con toros Aberdeen Angus criados en sistemas semi estabulados con
edades de 2 y 3 afios, colectados mediante vagina artificial, obtuvo concentraciones de
883.0 y 838.9 millones de espermatozoides/ml en Angus y Charolais, respectivamente,
donde difirieron entre edades, siendo 915.7 millones de espermatozoides/ml en los de 3
afios y 806.2 millones de espermatozoides/ml en los de 2 afios. Asimismo, los resultados
estan dentro del rango de B. Taurus, pero difieren de los de Escobedo, el cual estudio
toros Angus y donde los promedios encontrados en esta investigacion son superiores

para la raza.
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f)

9)

Morfologia.

Muifio (2008), presento un porcentaje de 15.9% de anormalidades morfol6gicamente
estudiadas en bovinos, en la presente investigacion los resultados de anormalidades
fueron 14.50+2.32% (J-TRM) y 15.40£2.17% (V-TRM), encontrandose dentro de los
parametros establecidos para una buena fertilidad en bovinos. Esto es corroborado
por Ax et al (2000), quien recomienda que el namero de formas anormales primarias

puede alcanzar el 10% sin exceder un 20%.
Viabilidad.

Bollwein et al (2008), utilizaron esperma criopreservado de 20 toros Simmental y
Pardo Suizo con 4 eyaculados cada uno, con una edad media de 3.1 + 2.4 afios (rango:
1-8 afos), donde, se examind mediante citometria de flujo con semen bovinos
criopreservados. El cual utilizo SYBR14 (para determinar el porcentaje de
membranas plasmaticas intactas en el esperma) y loduro de propidio (para defecto
de las membranas plasmaticas) obteniendo un rango de porcentajes de esperma con
membrana plasmatica intacta de 37.4% + 6.8% y con una membrana con defecto de
56.8% + 8.0% respectivamente. Los resultados difieren a los obtenidos en esta
investigacion donde se uso el mismo fluorocromo de tincion el (PI) para identificar
espermatozoides muertos y con porcentajes de 56.89+10.27% de espermatozoides
muertos para (J-TRM) y 52.70+9.76% de espermatozoides muertos para (V-TRM),
lo cual estas variaciones podrian estar influenciados por diversos factores como:

congelacién, postdescongelacién, clima, sanidad, etc.
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V. CONCLUSIONES

Los procesos mediante biparticion embrionaria en bovinos, no alteran los resultados de
las caracteristicas seminales estudiadas en estos clones, donde se obtuvo resultados
optimos, sin embargo, si difieren numéricamente entre ellos, a pesar de poseer la misma
carga genética, tal como afirma la epigenetica que poseen la misma secuencia de ADN,
mostrandose diferencias expresadas en el fenotipo, circunferencia escrotal, ganancia de

peso.

Se obtuvo mejores resultados numéricamente a favor del toro V-TRM, prediciéndose que
este ejemplar presentd mejores caracteristicas de fertilidad: en motilidad masal (3.5),
motilidad individual (80%), concentracion espermatica (1073x10°+84.73) y una
viabilidad (47.16+9.68%).

En la fluorescencia natural (control), los espermatozoides sin tincién de loduro de
propidio no alteraron a los resultados de la viabilidad con PI, siendo un 96.18+0.93% (J-
TRM) y 96.45+£1.41% (V-TRM), donde no existio una excitacion significativa de los

espermatozoides mediante la citometria de flujo.

La evaluacion de viabilidad mediante citometria de flujo presento una diferencia
numérica de 3.97% a favor del toro V-TRM, sin encontrar diferencias significativas entre
clones (P<0,05).

En conclusion se demostré que ambos clones poseen caracteristicas seminales parecidas
y gque son Optimas para ser probadas en las técnicas de reproduccion (LA, MOET, FIV),

cumpliéndose con los parametros esperados para bovinos.
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VI. RECOMENDACIONES

Evitar que el semen tome contacto con agua ya que puede dafiar las muestras, ademas se
debe evitar tambien el sobre enfriamiento o calentamiento del semen debido a que va ver

un estrés térmico que puede producir dafios en el semen.

Realizar futuras investigaciones de fertilizacion con clones mediante programas de
mejoramiento genético como Inseminacion Artificial, FIV, MOET para probar su
capacidad fecundante, ya que ambos clones presentaron caracteristicas seminales

Optimas, para ver cual de los toros responde mejor a dichas técnicas.

Se recomienda el apoyo de un profesional especializado en el manejo y analisis de las

graficas del citometro de flujo.
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VIIl.  ANEXO

Anexo 01: Resultados estadisticos de cada prueba.

Tabla 9: Datos de cada variable estudiada.

Caracteristicas macroscopicas J-TRM V-TRM
pH 6.57 6.62
Volumen 6.49+0.87 6.08+0.87
Caracteristicas microscopicas J-TRM V-TRM
Motilidad masal 3.4 3.5
Motilidad individual 3.8 4.0
Concentracion espermatica 1040+146.82 1073+84.73
Morfologia 14.50£2.32 15.40+2.17
Caracteristicas de viabilidad por citometria de flujo J-TRM V-TRM
Vivos (%) 43.19+9.93 47.16+9.68
Muertos (%) 56.89+10.27 52.70+9.76
Caracteristicas de fluorescencia natural J-TRM V-TRM
No fluorescencia (%) 96.18+0.93 96.45+1.41
Fluorescencia natural (%) 0.034+0.011 0.033+0.014

Tabla 10: Pruebas de normalidad de las caracteristicas macro y microscépicas

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Tipo Eﬁigls gl Sig. EstadIStIC gl Sig.
Ph J-TRM  0.157 10 ,200 0.912 10 0.296
V-TRM 0.423 10 0.000 0.563 10 0.000
Volumen J-TRM  0.213 10 ,200 0.909 10 0.273
V-TRM 0.164 10 ,200 0.970 10 0.886
Motilidad J-TRM  0.381 10 0.000 0.640 10 0.000
Masal V-TRM 0.329 10 0.003 0.655 10 0.000
Motilidad J-TRM  0.245 10 0.091 0.820 10 0.025
Individual V-TRM 0.400 10 0.000 0.658 10 0.000
Morfologia  J-TRM  0.185 10 ,200 0.952 10 0.690
V-TRM 0.173 10 ,200 0.974 10 0.926
Concentracion J-TRM  0.141 10 ,200 0.946 10 0.625
V-TRM 0.175 10 ,200 0.932 10 0.467
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Tabla 11: Pruebas de normalidad de viabilidad y fluorescencia natural.

. Tipo de Shapiro-Wilk
Variable toro  Estadistico gl Sig.
Vivos J-TRM 0.920 10 0.361
V-TRM 0.925 10 0.397
Muertos J-TRM 0.933 10 0.476
V-TRM 0.923 10 0.381
No Fluorescencia J-TRM 0.945 10 0.606
V-TRM 0.948 10 0.642
Fluorescencia J-TRM 0.866 10 0.090
natural V-TRM 0.937 10 0.520
Tabla 12: Estadisticos de prueba
Ph Motilidad Masal Motilidad
Individual
U de Mann-Whitney 30.500 45.000 41.000
W de Wilcoxon 85.500 100.000 96.000
Z -1.490 -0.438 -0.777
Sig. asintotica(bilateral) 0.136 0.661 0.437
Significacion exacta 143 739 529

[2*(sig. unilateral)]

En la tabla 12 se observa que para todas las variables la sig>0.05, lo que se concluye que no

existe diferencia significativa en relacion a las variables respecto al tipo de toro, a un nivel

de confianza del 95%.
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Anexo 02: Panel fotografico.

Figura 10. Preparacion del clones para la colecta de semen.

Figura 11. Circunferencia escrotal de J-TRM. Figura 12. Circunferencia escrotal de V-TRM.
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Figura 13. Estimulacion del toro. Figura 14. Colecta del semen.

Figura 15. Semen colectado. Figura 16. Identificacion de la muestra.

49




Figura 17. Traslado del semen al laboratorio. Figura 18. Criopreservacion del semen.

Figura 19. Evaluacion del semen de V-TRM. Figura 20. Evaluacion de la morfologia.
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Figura 21. Evaluacion de la viabilidad.

Figura 23. Centrifugacion del semen.
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Figura 22. Lavado de la muestra.

Figura 24. Muestra colocada al citometro de flujo.



Figura 25. Eventualidad del analisis- Figura 26. Sistema de analisis con canales de visualizacion.

Figura 27. Formacion de graficas e histogramas. Figura 28. Comparacion de niveles.
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Anexo 03: Graficas de los resultados mediante la citometria de flujo.

All

Normalized Frequency

-le6 -led -1e301e3 1ed 1eb

Intensity_MC_ChQ4

ol Al

Intensity_MC_Ch04

Population | Count | %Total | % Gated | Mean Median Std. Dev. | Variance

All 2000 | 100 100 11528.06 | 1159325 | 15576.98 | 242642204.72
VIVOS 766 38.3 383 -255142 | -19155 2442 88 5967668.49
MUERTOS | 1233 | 61.6 616 20404.49 | 17884.47 | 1292954 | 167173110.01

Figura 29. Resultado de viabilidad de J-TRM.

All

Normalized Frequency
w
1

o RN | v reeny
-1e3 0 1e3 1e4 1e5
Intensity_MC_Ch05

ol Al

Intensity_MC_Ch05

Population | Count | %Total | %Gated | Mean | Median | Std. Dev. | Variance
All 10000 | 100 100 65.13 | 25.7 816.77 667109.61
CONTROL | 9797 98 98 46.41 | 25.5 218.41 47703.17

Figura 30. Resultado de fluorescencia natural de los espermatozoides.
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Figura 31. Tamaro del espermatozoide.

ChO06

557

Figura 32. Visualizacion del espermatozoide.
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