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PREFACIO

La congelaciéon de semen, una practica vital en la inseminacion artificial y la
preservacion de la genética, se convierte en nuestro campo de estudio. Aqui la calidad
espermatica emerge como un actor principal, determinando el éxito o fracaso de los
programas de reproduccion. En este escenario, la microscopia se convierte en nuestra
brajula, revelando los detalles mas intimos de la morfologia y motilidad espermaticas,
mientras que la citometria de flujo nos proporciona una ventana hacia el universo invisible

de la viabilidad y la funcionalidad espermaticas.

A lo largo de estas paginas, nos sumergimos en la interseccion entre biologia
reproductiva y la tecnologia avanzada, buscando no solo comprender, sino también
mejorar la praxis de congelacion de semen y, por ende, optimizacion de los programas de

reproduccion asistida.

En ultima instancia, esta tesis no solo es un registro de observaciones cientificas, sino
un testimonio del compromiso con la mejora continua en el area de la reproduccion
animal. A través de la sintesis de conocimientos tradicionales y tecnologias emergentes,
aspiramos a ir descubriendo y forjando el camino de la evaluacion de calidad espermatica
en semen congelado de toros de la region de Cajamarca. Asimismo, contribuir al avance

de la ciencia reproductiva y la prosperidad de la industria ganadera regional y del pais.
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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar la calidad espermatica en semen congelado
de toros reproductores de la region Cajamarca, de las razas Holstein, Brown Swiss y
Fleckvieh; para ello, se trabajo con tres toros por cada raza, analizando 3 pajuelas por toro
(27 pajuelas en total). Se evaluaron las variables motilidad, concentracion y morfologia
mediante la técnica de microscopia cuyos valores medios fueron: 40.37+19.79 %,
89.07+£39.52 % y 814£5.95 %, respectivamente; las variables evaluadas mediante
citometria de flujo por iméagenes fueron: viabilidad espermatica evaluado mediante
(SYBR 14/PI), potencial de membrana mitocondrial (PMM) evaluado mediante
MitoTracker Deep Red FM e integridad de membrana acrosomal (IMA) mediante FITC-
PSA/PI; cuyos valores fueron: 17.5£7.79 %, 22.6748.96 % y 19.24+8.15 %
respectivamente. Las correlaciones entre las variables espermaticas determinadas por
microscopia y citometria de flujo por imagenes, se calcularon usando el coeficiente de
correlacion de Spearman, indicando que existe una relacion directamente proporcional
(r:0.791;p<0.01) entre viabilidad con PMM; (1:0.647; p<0.01) entre viabilidad con IMA
y (r: 0.600: P<0.01) entre PMM con IMA. No se encontr6 correlacion entre las variables

evaluadas por microscopia y estas con las variables evaluadas por citometria de flujo.

Palabras clave: Toros, calidad espermatica, viabilidad, potencial de membrana

mitocondrial, integridad membrana acrosomal, citometria de flujo.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the sperm quality in frozen semen from
breeding bulls from the Cajamarca region, of the Holstein, Brown Swiss and Fleckvieh
breeds; To do this, we worked with three bulls for each breed, analyzing 3 straws per bull
(27 straws in total). The variables motility, concentration and normal morphology were
evaluated using the microscopy technique, the mean values of which were:
40.37£19.79%, 89.07+£39.52% and 81+5.95%, respectively; The variables evaluated by
imaging flow cytometry were: sperm viability evaluated by (SYBR 14/PI), mitochondrial
membrane potential (PMM) evaluated by MitoTracker Deep Red FM and acrosomal
membrane integrity (IMA) by FITC-PSA/PI; whose values were: 17.5+7.79%,
22.67+£8.96% and 19.24+8.15% respectively. The correlations between the sperm
variables determined by microscopy and image flow cytometry were calculated using
Spearman's correlation coefficient, indicating that there is a directly proportional
relationship (r:0.791; p<0.01) between viability with PMM; (1:0.647; p<0.01) between
viability with IMA and (r: 0.600: P<0.01) between PMM with IMA. No correlation was
found between the variables evaluated by microscopy and these with the variables

evaluated by flow cytometry.

Keywords: Bulls, sperm quality, viability, mitochondrial membrane potential,

acrosomal membrane integrity, flow cytometry.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

En la region Cajamarca se realiza trabajos de criopreservacion de semen a toros
reproductores de diferentes razas. La evaluacion de la calidad espermatica se realiza con
microscopia, analizando las variables seminales y espermaticas de manera subjetiva. No
existen reportes de la valoracion de la calidad espermatica usando métodos con mayor
objetividad, precision y repetibilidad, como el sistema CASA (Computer Asisted Sperm
Analysis) y citometria de flujo. En las técnicas de reproduccion asistida como la LA,
fertilizacion in vitro y otras, el semen no se introduce directamente en el tracto genital
femenino en el momento de la eyaculacion, sino que primero se colecta, se diluye, se
envasa y se congela por un tiempo prolongado antes de ser usado, obviando y superando
las barreras de seleccion espermatica que filtran espermatozoides de calidad suboptima
en el recorrido por el tracto genital de la vaca. Todos los pasos del procesamiento del
semen provocan dafios en la membrana plasmatica, organulos y ADN de las células
espermaticas. Por ende, para tener mejores resultados de fertilizacion y prefiez de las
vacas es necesario evaluar la calidad de los espermatozoides justo antes de ser usados en
cualquier técnica de reproduccion asistida.

La industria de la [.A. se fund6 en el andlisis subjetivo de la motilidad e integridad
del acrosoma, pero desde enero del 2009 se viene aplicando la citometria de flujo como
técnica objetiva para el control de calidad de caracteristicas espermaticas en semen
congelado de toros a nivel comercial (DeJarnette et al., 2021).

Las variables espermadticas funcionales evaluadas por citometria de flujo son:

integridad de membrana plasmatica(viabilidad), potencial de membrana mitocondrial



(PMM), integridad de membrana acrosomal (IMA), fragmentacion del ADN,
peroxidacion lipidica.(Silva and Gadella, 2006)

Evaluar la integridad de la membrana acrosomal es importante porque alli se
encuentran las enzimas necesarias para llevar a cabo la fertilizacion. Para evaluar la
integridad acrosomal se pueden usar las lectinas: Pisum sativum (PSA) y Arachis
hipogaea (PNA) conjugadas con isotiocianato de fluoresceina (FITC-PNA y FITC-PSA).
PNA se une a B-galactosa dentro de la membrana acrosdémica externa, en cambio PSA se
une a glicoproteinas que se encuentran en la matriz acrosémica. Los espermatozoides con
acrosomas reaccionados o dafiados presentan fluorescencia verde. (Kumaresan et al.,
2017, Silva and Gadella, 2006)

Medir el PMM es otra forma de valorar la calidad espermatica de manera mas
objetiva, las mitocondrias se ubican en la parte media del espermatozoide y son las
responsables de producir energia derivada del ATP necesario para el movimiento flagelar,
por lo tanto, el PMM es un indicador directo de motilidad e indirecto de capacidad
fecundante. Cualquier falla en PMM afecta la funcionalidad espermatica. Se usan las
sondas MitoTracker Red CMXRos y MitoTracker Deep Red FM (Allauca et al., 2019;
Silva and Gadella, 2006).

Si la membrana del espermatozoide no estd funcionalmente intacta, se considera
deteriorado (muerto) por lo tanto incapaz de fertilizar. La importancia de la membrana es
mantener la estabilidad de los organelos, el gradiente quimico y facilita el ingreso de
glucosa y fructosa que sirven como sustrato para la produccion de ATP. El kit de
viabilidad espermatica LIVE/DEAD usa las sondas SYBR-14 y PI. Utiliza el laser azul
para la excitacion (488nm) y proporciona dos longitudes de onda de emision: verde para
espermatozoides vivos (521 nm SYBR-14) y rojo para espermatozoides muertos (635nm

PI)(Peiia et al., 2016; Silva and Gadella, 2006)



Algunos trabajos de investigacion como el realizado en Colombia, en donde
evaluaron los eyaculados de toros Angus y Holstein con la finalidad de determinar si
existe alguna relacion entre las variables espermaticas evaluadas de manera convencional
con las variables evaluadas por citometria de flujo, determinandose que existe una
relacion media y alta entre el potencial de membrana mitocondrial con varias
caracteristicas que son evaluadas de manera convencional (Varela et al., 2020) .

El presente estudio tuvo como objetivo evidenciar la relacion y la calidad espermatica
del semen congelado de toros reproductores de Cajamarca de diferentes mediante
microscopia y citometria de flujo por imagenes.

Las caracteristicas espermaticas evaluadas por microscopia fueron (motilidad,
concentracion y morfologia) y por citometria de flujo (Viabilidad espermatica, potencial
de membrana mitocondrial e integridad de la membrana acrosomal). Se utilizo tres toros
por cada raza Holstein, Brown Swiss y Fleckvieh; ademas se usé 03 pajuelas por cada
toro, las muestras fueron evaluadas en el laboratorio de reproduccion animal de la

Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

Objetivos

Objetivo general

Evidenciar la relacion y la calidad espermatica del semen congelado de toros
reproductores de Cajamarca de diferentes razas mediante microscopia y citometria de

flujo por imagenes.

Objetivos especificos

1. Determinar la motilidad, concentracion y morfologia espermatica del semen

congelado de toros reproductores mediante microscopia.



2. Determinar la Viabilidad, Potencial de membrana mitocondrial e integridad de
membrana acrosomal del semen congelado de toros reproductores mediante
citometria de flujo por imagenes.

3. Relacionar la calidad espermatica mediante las variables evaluadas por microscopia
y citometria de flujo por imagenes.

4. Evaluar la calidad espermatica entre toros de diferentes razas determinados mediante

microscopia y citometria de flujo por imagenes.



CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Las evaluaciones y cuantificacion de las variables seminales: Integridad
acrosomica y viabilidad de los espermatozoides en semen congelado-descongelado en
pajuelas de 0.5 ml correspondientes a 12 toros Holstein; usando sondas fluorescentes
combinadas de SYBR-14 y yoduro de propidio (PI) evaluadas por citometria de flujo y al
compararlas con las mediciones microscopicas clasicas de integridad acrosomica y
motilidad de los espermatozoides a través de microscopia de contraste se pudo determinar
que existe diferencias significativas entre métodos y entre toros, pero no entre pajillas.
Los promedios porcentuales obtenidos a través de la evaluacion microscopica clasica
fueron de: 57+7.5 para el estatus acrosomal y 66+5.8 para la viabilidad (motilidad Oh) y
2443 .4 (motilidad 3h). Por otro lado, el promedio de la viabilidad evaluado con SYBR-
14, PI fue de 51 £6.5. Asimismo, hubo una alta correlacion (r = 0.96) entre viabilidad

determina de forma clasica con la determinada por SYRB 14-PI (Thomas et al., 1997).

Otros estudios mostraron que existe un vinculo entre la fertilidad de los toros con
caracteristicas evaluadas por citometria de fluyjo como la integridad de membrana
plasmatica e integridad del acrosoma y la funcion mitocondrial (Birck et al., 2010;

Christensen et al., 2011).

En el trabajo realizado por Morrell et al (2018) en donde evaluaron la calidad
espermadtica de toros reproductores de razas productoras de carne y leche. Pudieron
determinar que en los toros de carne hubo una correlacion significativa (r = 0.62, p <
0.05) entre la morfologia normal y con la tasa de no retorno a los 56 dias, no sucedio asi

con los toros de razas lecheras. Por otro lado, las caracteristicas: integridad de membrana



(46 versus 40 %), morfologia normal (87 versus 76 %) y la actividad respiratoria (52
versus 12 %) fueron mayores en toros de razas lecheras. El indice de fragmentacion de
ADN fue menor en espermatozoides de toros de razas lecheras comparados con los de
carne (3.8 versus 6.1 %). La motilidad fue mayor en toros lecheros, asimismo el analisis

multivariado indic6 que la raza de los toros influye en la calidad espermatica.

Segun el trabajo realizado por Varela et al (2020), en Colombia evaluaron 10
eyaculados de cinco toros de las razas Angus y Holstein, en donde encontraron que existe
una correlacion alta y media entre el potencial de membrana mitocondrial con diferentes
caracteristicas de calidad espermatica evaluadas de manera convencional.(p<0.5), ademas
se determinaron que la mayoria de los coeficientes de regresion para espermatozoides con
mayor potencial de membrana mitocondrial y estabilidad de membrana plasmatica,
indicaron incrementos significativos en la calidad de semen congelado-descongelado. Por
lo tanto, una de sus conclusiones indica que la integridad de la membrana plasmatica y la
actividad mitocondrial evaluada por citometria de flujo estan asociadas con la calidad

espermatica de forma convencional.

La aplicacion de la citometria de flujo en el analisis de las caracteristicas
espermaticas de manera comercial, se inici6 en enero del 2009 y se tiene reportes hasta
enero del 2021, con analisis de 30 500 lotes de semen por afio de toros productores de
carne y leche. Los valores de calidad espermatica se presentan en la tabla 1 (DeJarnette

et al., 2021).



Tabla A. Estadisticas descriptivas de los datos de control de calidad del semen posterior
a la descongelacion (De Jarnette et al., 2021)

Numero de
Variable lotes Media + SEM

analizados
Motilidad CASA inicial 0 h 95595 46,8 + 0,043
Volver a comprobar motilidad CASA 0 h 13728 30,4+0,104
Motilidad CASA inicial 3 h 69876 43,5 +0,052
Volver a comprobar la motilidad CASA 3 h 8424 29,8 +0,130
Viabilidad inicial 359617 52,8 +0,021
Volver a verificar la viabilidad 42151 41,9 £ 0,071
Integridad inicial del ADN 61382 68,0 + 0,064
Volver a verificar la integridad del ADN 5248 60,6 + 0,245
Motilidad subjetiva inicial 0 h 279,415 73,240,016
Volver a comprobar la motilidad subjetiva 0 h 41,750 61,5+ 0,063
Motilidad subjetiva inicial 3 h 291,548 31,7+0,017
Volver a comprobar la motilidad subjetiva 3 h 36,490 22,5+0,039
Morfologia normal de los espermatozoides 127,698 68,3+ 0,019
Esperma por pajilla(x10°) 369,317 21,9+£0,012




2.2. Base teorica

2.2.1. Produccion y anatomia espermatica

El espermatozoide se produce a través de un proceso de division celular meidtica
conocida como espermatogénesis a partir una célula germinal o espermatogonia en los
tubulos seminiferos del testiculo, bajo influencia hormonal del eje hipotdlamo-hipofisis-
gonada. Cada espermatogonia produce cuatro espermatocitos; estos espermatocitos por
influencia de la célula de Sertoli se trasforman es espermatozoides a través del proceso
llamado espermiogénesis, que consta de cuatro fases: la de Golgi, la de capuchon, la
acrosomal y la maduracion. Estan formados por tres regiones subcelulares: cabeza y un
flagelo compuesto por una pieza media proximal, pieza principal y pieza terminal

(Olivera et al., 2006; Tecle and Gagneux, 2015a). (figural, 2).
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Figura 1. Espermatogénesis de mamiferos. A La espermatogénesis tiene lugar en los
tubulos seminiferos del interior de los testiculos. B: las células germinales
primordiales (espermatogonias) se diferencian en espermatidas primarias y
secundarias, espermatocitos y espermatozoides: Las células de Sertoli
proporcionan el entorno para una espermatogénesis exitosa. D : Esquema de las
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Figura 2. Morfologia y metabolismo energético del espermatozoide a partir de la

glucosa en la pieza media y principal (Olivera et al., 2006).

2.2.1.1.La cabeza del espermatozoide.

La forma de la cabeza es distinta en cada especie, piriforme en humanos,
falciforme en roedores, aplanada en toros, carneros y perros. La mayor parte del volumen

de la cabeza espermatica esta formado por nucleo y el acrosoma (Auger, 2018).

2.2.1.2.Acrosoma.

Cubre la parte anterior de la cabeza del espermatozoide. El tamafio y forma del
acrosoma depende de la morfologia de la cabeza del espermatozoide de acuerdo a cada
especie, en forma de casquete o paleta en mamiferos grandes incluido el ser humano y
forma de hoz en los roedores. La membrana acrosomal interna y externa forman una
estructura en forma de saco o vesicula con un segmento anterior y ecuatorial. En el
acrosoma estan presentes multiples enzimas hidrolasas como la acrosina, hialuronidasa,
fundamentales para el proceso de fertilizacion a través de la reaccion acrosdmica, en
donde ocurre la liberacion y activacion de las enzimas acrosdémicas y de esta manera los

espermatozoides puedan penetrar la zona pelicida del ovocito (Auger, 2018; Eddy, 2006).



2.2.1.3.Nucleo

El nucleo alberga el genoma del espermatozoide, la cromatina esta altamente
condensada en proteinas de histonas y protaminas, necesarias para asegurar la motilidad
y fertilizacion. La protamina se une al ADN del espermatozoide con la finalidad de
mantener su integridad, las dos funciones principales del nicleo es facilitar el movimiento
del espermatozoide debido a la caracteristica hidrodinamica de la cabeza y entregar su
contenido intacto al ovocito al momento de la fertilizacion (Bollwein and Malama, 2023;

Okada, 2022).

2.2.1.4.Cuello

Es un segmento corto que une la cabeza con la cola del espermatozoide, consta
de un centriolo proximal conformado por nueve tripletes de microtibulos y un centriolo

distal que se extiende hasta el axonema.

2.2.1.5.Flagelo o cola.

Es la parte mas larga, consta de una pieza intermedia, principal y terminal; la
membrana plasmatica rodea al flagelo, tiene un axonema central conformado por nueve
pares de microtibulos, los cuales estan rodeados por una hélice de mitocondrias que
proporcionan la energia necesaria para la motilidad espermatica. El axonema o maquina
molecular estd conformado por mas de 60 proteinas, las mas frecuentes son las tektinas y

tubulinas (Leung et al., 2023).

2.2.1.6.Mitocondrias espermaticas.

Los espermatozoides de los mamiferos pueden tener entre 50 y 75 mitocondrias.
Las mitocondrias poseen una membrana externa que contiene poros proteicos llamados
porinas que facilita el paso de iones y metabolitos hacia la membrana mitocondrial interna

para la produccion de ATP mediante fosforilacién oxidativa. La membrana interna tiene
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crestas o invaginaciones. Es necesario que la membrana mitocondrial interna esté intacta

e impermeable para que sea funcional (Moraes and Meyers, 2018).

El PMM es la gradiente de protones por el paso de electrones a través de la cadena
de transporte de electrones para ser usado por la ATP sintasa para generar ATP, especies
reactivas de oxigeno (ROS), sefializacion de calcio, termogénesis y apoptosis. La energia
es usada para la motilidad progresiva, capacitacién, hiperactivacion y reaccion

acrosomica (Foutouhi and Meyers, 2022; Nguyen et al., 2023).

2.2.1.7.Membrana plasmatica

El espermatozoide estd cubierto por una membrana plasmatica de naturaleza
lipoproteica que contine glicoproteinas organizada en una bicapa lipidica principalmente
de colesterol, fosfolipidos y diversas proteinas (Bollwein and Malama, 2023; Contreras

etal., 2023).
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Figura 3. Consecuencias del proceso de congelacion sobre la integridad de la

membrana espermatica de los sementales (Contreras et al., 2023).
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2.2.2. Obtencion y evaluacion del semen bovino

2.2.2.1.Recogida del Semen

En los centros genéticos e inseminacion artificial el método usado de manera
rutinaria es la vagina artificial, con excepciones donde los toros tienen problemas fisicos
o mal entrenados que se niegan a saltar, se usa electroeyaculador y/o masaje transrectal

(Arieta Roman et al., 2014).

2.2.2.2.Evaluacion del semen

El analisis del semen es una evaluacion indispensable ya que una disminucion en
la concentracion, motilidad y morfologia normal de espermatozoides, aporta informacion

para identificar a los toros de muy baja fertilidad (Geoffrey H., 2001)

Para la evaluacion convencional y rutinaria de una muestra de semen, el ejemplar

debe estar clinica y reproductivamente sano, con buen libido y calidad espermatica.

Dicha evaluacion incluye caracteristicas seminales macroscopicas como
(volumen, color, densidad, cuerpos extrafios, ph) y caracteristicas espermaticas
microscopicas (motilidad en masa, motilidad individual, concentracién, vitalidad y

morfologia) (Gémez and Migliorisi, 2015)

La valoracion seminal convencional, se lleva a cabo de la manera siguiente:

2.2.2.2.1. Evaluacion macroscopica

El semen es recolectado en un tubo graduado de 15 ml, donde se mide el volumen
que puede variar de 2 a 12 mL (Gémez and Migliorisi, 2002). Otra forma indirecta de
medir el volumen del eyaculado es pesando la muestra. (Love, 2016). La variacion del

volumen depende mucho de la raza, edad, factores ambientales como: alimentacion,
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alojamiento, método y frecuencia de coleccion, nimero de eyaculados, época del afio

(Sieme, 2009).

La apariencia macroscopica del semen depende de la densidad, concentracién
espermatica, composicion del plasma seminal, componentes fisiologicos (células
epiteliales) o patoldgicas (orina o sangre). El color normal del semen debe ser blanco

lechoso con una consistencia acuosa o cremosa (Sieme, 2009).

Los estandares practicos recomendados por Society for Teriogenology respecto a
la densidad, relacionada con el color y la concentracion es la siguiente (Albert D. Barth,

2006)

Muy bueno (VG) = semen cremoso y granulado con 750 millones a 1 billon de

espermatozoides por mL.

Bueno (G) = semen lechoso con 400 a 750 millones de espermatozoides por mL.

Regular (F) = semen similar a leche descremada con 250 a 400 millones de

espermatozoides por mL.

Pobre (P) = semen traslucido

2.2.2.2.2. Evaluacion microscopica.

2.2.2.2.2.1. Motilidad Espermatica

La motilidad es uno de los parametros mas importantes de la analitica seminal. Se
evaltia en dos momentos. El primero corresponde a evaluar la motilidad en masa. Para lo
cual se coloca una gota de semen puro en una ldmina portaobjetos limpio y sin grasa, para
la lectura se necesita un microscopio con platina caliente a 37 °C y usando el objetivo de
10X, se procede a observar ondas y remolinos oscuros producidos por los

espermatozoides y en base a la intensidad de estas ondas, los eyaculados se clasificaran
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en una escala numérica de 0 a 4. Siendo 0 cuando no presenta ondas y 4 cuando las ondas
son mueven rapidamente formando remolinos oscuros (Gomez and Migliorisi, 2002;

Kumar Yata et al., 2020).

La evaluacion de motilidad espermatica ya sea de forma subjetiva u objetiva ha
sido y seguira siendo la medida mas utilizada para predecir la calidad seminal y fertilidad

de un toro (Utt, 2016).

En las recomendaciones hechas por Barth, (2006) para evaluar la motilidad masal

seria de la siguiente manera:

Muy buena (VG) = presencia de remolinos oscuros y rapidos
Buena (G) = presencia de remolinos mas lentos.
Regular (F) = sin remolinos, pero prominente movimiento celular individual.

Pobre (P) = poco o ningiin movimiento celular individual.

Y por consiguiente para motilidad individual sera de la siguiente forma:

Muy buena (VG) =80 a 100 %

Buena (G) =602a79 %

Regular (F) =40 a 59 %.

Pobre (P) = menos del 40 % de motilidad.

Después de la descongelacion los estandares minimos de motilidad serdan de 25
%, con 60 % de acrosomas intactos. Respecto a la morfologia una muestra aceptable debe
tener como minimo 70 % de espermatozoides morfoldégicamente normales, con menos
del 20 % de anormalidades no compensables de la cabeza como vacuolas nucleares y

cabezas piriformes (Thundathil et al., 2016a).
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2.2.2.2.2.2. Morfologia Espermatica

La morfologia espermatica es otra caracteristica importante que influye en la
fertilidad de los espermatozoides. Las técnicas para estudiarlas son microscopia dptica,
de contraste de fase y de fluorescencia. La mayor cantidad de estudios se han centrado en
estudiar la morfologia en la cabeza de los espermatozoides y pocos son los que han
estudiado la morfologia en el nicleo, el acrosoma y pieza media o flagelar. Los resultados
morfologia espermatica pueden variar por factores intrinsecos como: La edad, raza,
madurez sexual y subespecie y por factores extrinsecos como: el medio ambiente, y el

procesamiento de la muestra (Yaniz et al., 2015).

Esta caracteristica identifica espermatozoides normales y anormales, para lo cual
se pueden usar técnicas simples y rapidas como la coloracion a base de eosina y nigrosina,
que aparte de identificar la morfologia espermatica se puede determinar la viabilidad de

los mismos (Love, 2016).

La frecuencia de anormalidades espermaticas de cualquier tipo se ha
correlacionado con la fertilidad. Cuando un toro contiene un alto porcentaje de
anormalidades espermaticas indica que existe una disfuncion gonadal y esto tiende a
incrementarse conforme avanza la edad. Las anormalidades en la cabeza de los
espermatozoides se han correlacionado con una reduccion en la estructura de la cromatina
y por ende existe una correlacion negativa con la fertilidad, principalmente aquellos

espermatozoides con cabeza en forma de pera (Al-Makhzoomi et al., 2008).

Las anormalidades espermaticas se pueden presentar en la cabeza, pieza media y
cola mas cualquier remanente citopldsmico anormal. Los remanentes citoplasmicos o
gotas citoplasmaticas generalmente se encuentran alrededor del cuello y pieza media pero

ocasionalmente aparecen a lo largo de cola y alrededor de la cabeza, las gotas
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citoplasmaticas se consideran normales cuando son menores que un tercio del tamafio de
la cabeza, pero se consideran anormales cuando son mayores a un tercio en relacion al
tamafio de la cabeza del espermatozoide. Las principales anormalidades en el flagelo son:
colas dobladas o rotas, horquilladas, cortas, enrolladas y gruesas. A nivel de la cabeza se
puede encontrar espermatozoides con doble o triple cabeza, cabezas alargadas o
piriformes, espermatozoide con macro y microcefalia, ausencia del acrosoma,

espermatozoides con cabezas dismorfas o extraias (Rothmann and Bort, 2018).

Otra forma de clasificacion de las anormalidades es en primarias y secundarias.
Los defectos primarios tienen su origen dentro de los testiculos durante el proceso de
espermatogénesis; y los defectos secundarios se originan dentro del epididimo. Los
rangos aceptables que se debe tener en un eyaculado son: 70 % de espermatozoides
normales, 15 a 20 % en defectos nucleares, 25 % de defectos acrosomicos y en la cola del

espermatozoide (Albert D. Barth, 20006).

2.2.3. Criopreservacion del semen bovino

El semen bovino se colecta, se evalla, se diluye, se enfria y se congela de forma

indefinida en nitrégeno liquido.

2.2.3.1.Enfriamiento y shock por frio.

Todos los diluyentes deben proporcionar ciertas condiciones a los
espermatozoides, una de ellas es la capacidad de amortiguacioén y los componentes que
hacen esta accion son: Citrato, solucion salina con fosfato, Tris (hidroximetil
aminometano), HEPES, TES (4cido N-tris (hidroximetil) metil -2-aminoetano sulfénico),
tricene, proteina de leche descremada y lecitinas de origen vegetal. De esta manera se
facilita la actividad metabolica en el periodo de ambientaciéon o descenso de la

temperatura a 5 °C. (“shock térmico” 6 “criocapacitacion”) Por otro lado es necesario
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mantener una presion osmotica de 285 mOsmol, aunque los espermatozoides pueden
tolerar diluyentes ligeramente hiperosméticos. Por otro lado, los azucares simples como
la glucosa, fructosa, manosa, arabinosa sirven se sustratos para proveer energia

(Parkinson, Timothy J; Morrell, 2019).

El shock térmico causa dafio en la membrana celular y provoca la perdida de
potasio intracelular, enzimas, lipidos, colesterol, lipoproteinas y ATP. Haciendo que los
espermatozoides sean mas permeables al calcio. La forma efectiva para proteger a los
espermatozoides del shock térmico es agregando a los diluyentes yema de huevo, leche
descremada, leche de coco. Los componentes quimicos de estas sustancias que protegen
a los espermatozoides son las lipoproteinas de baja densidad (LDL), lecitinas; quienes
forman una capa protectora o reemplazan los fosfolipidos de membrana que se pierden o
dafian, pero también uniéndose a las proteinas del plasma seminal bovino (BSP) y
evitando que estas se unan a la membrana del espermatozoide y provoque la perdida de

fosfolipidos y colesterol (Parkinson, Timothy J; Morrell, 2019).

El proteoma espermatico en las principales especies de animales domésticos
indica por ejemplo que existen 1723 proteomas en el semen de los cerdos; de las cuales
22 son las mas abundantes en espermatozoides eyaculados que los que se encuentran en
el epididimo, de la misma manera de los 685 proteomas en el semen del carnero, 37 son
las més abundantes. Datos encontrados por Pérez-Patifo, citados por (Rickard et al.,

2019).

Leahy and Gadella, (2011) en su trabajo sobre cambio en la superficie del esperma
y consecuencias fisiologicas inducidas por el manejo y almacenamiento de los
espermatozoides. Nos indica que cuando los espermatozoides interactian con su entorno

inmediato, este contacto remodela la superficie de los espermatozoides preparandolos
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para el proceso de fertilizacion. Dichos eventos incluyen la capacitacion, no es mas que
un pequeflo proceso de desestabilizacion de la membrana perdiendo los factores de

decapitacion, cambios en la organizacion lateral de las proteinas y lipidos.

Hay que conocer también que los espermatozoides estan cubiertos por una capa
gruesa de glicocaliz y lo adquiere durante el desarrollo (solo aqui puede sintetizar
glucanos de novo), maduracién (a nivel de epididimo se producen glucoproteinas y
glucolipidos unidos con glucofosfatidilinositol y glucado que facilita la uniéon con la
membrana de espermatozoide) y al momento del contacto con el liquido seminal. El
glicocaliz favorece la supervivencia en el tracto femenino: Inhibiendo la capacitacion
prematura, paso a través del moco cervical, proteccion contra la inmunidad femenina,
formacion del reservorio de esperma y protegiendo las proteinas espermaticas que

intervendran en la fertilizacion (Tecle and Gagneux, 2015b).

2.2.3.2.Criopreservacion y crioprotectores.

La criopreservacion del esperma facilita el almacenamiento y transporte; pero el
procedimiento en si expone a las células al estrés, provocando dafio celular que
compromete la funcionalidad que muchas veces es irreversible. Para minimizar esto es
necesario de agentes crioprotectores como el glicerol en concentraciones de 3-4 % si el
extensor tiene disacéaridos o 7 % si no tiene disacaridos (Parkinson, Timothy J; Morrell,

2019).

Los agentes crioprotectores se clasifican en penetrantes o permeables como el
glicerol, dimetilsulfoxido (MDSO), dimetil acetaldehido, propilenglicol y etilenglicol que
ingresan a través de la membrana plasmatica y reemplazan el contenido de agua,
reduciendo el dafio de los solutos porque evita la formacion de cristales. Crioprotectores

no penetrantes o no permeables como la rafinosa, sacarosa, citrato de yema de huevo,
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albumina, polietilenglicol, polivinilpirolidona. No penetran la membrama celular y actiian
acelerando la deshidratacion en un proceso de enfriado rapido, minimizando la formacion
de cristales de hielo intracelular (Hezavehei et al., 2018; Parkinson, Timothy J; Morrell,

2019; Sieme et al., 2016).

También se estdn usando los antioxidantes para neutralizas las ROS (especies
reactivas de oxigeno) y el estrés oxidativo durante la congelacion. Segin su estructura
quimica los antioxidantes se dividen en enzimaticos (glutatién peroxidasa = GPx, SOD y
catalasa) y no enzimaticos (vitamina E, vitamina C, selenio, zinc). Ademads, se esta
utilizando algunas proteinas anticongelantes (AFP) y glucoproteinas anticongelantes
(AFGP), que actuan disminuyendo el punto de congelacion, inhibiendo la formacion de
cristales de hielo y estabilizando los fosfolipidos y acidos grasos insaturados de las
membranas plasmaticas, preservando la integridad de la membrana (Hezavehei et al.,

2018).

El principio de la criobiologia estd basado en la “hipotesis de dos factores”
respecto a las lesiones de las células durante la congelacion, fue disefiada por Peter Mazur
en 1972. Cuyos postulados son: “algunos de nosotros creemos que hay al menos dos
factores responsables de las lesiones, y que uno de ellos es la formacion de hielo dentro
de la célula"; "La existencia de una velocidad de enfriamiento dptima debe significar que
la supervivencia se ve afectada por al menos dos factores que dependen opuestamente de
la velocidad de enfriamiento". El segundo es el efecto osmoético, que provoca la

deshidratacion celular (Pegg and Kleinhans, 2016).

Mazur (1963) decia: las células muestran una velocidad de enfriamiento optima
especifica, donde los dafios producidos por la deshidratacion (lesion por efecto de los

solutos) y la formacion de cristales de hielo intracelular es minimo, asegurando que la
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supervivencia celular después de la descongelacion sea maxima. Todo esto depende de la

permeabilidad hidraulica de la membrana.

La permeabildad de membrana disminuye conforme va desendiendo Ia
termperatura, pero los agentes crioprotectores aumentan la permeabilidad de las
membranas para el agua, facilitaando la deshidratacion de las células cuando son
expuestas a temperaturas de congelacion e incluso a temperaturas bajo cero (Akhoondi et

al., 2011).

En el proceso de criopreservacion ocurren los siguientes eventos: En primer lugar,
cuando la temperatura del medio extracelular cae por debajo del punto de congelacion se
forman cristales de hielo, los que hacen que se incremente la concentracion de solutos y
por ende la presion osmédtica. Como consecuencia ocurre una deshidratacion celular por
la eminente perdida de agua hacia la parte externa de la célula para mantener el equilibrio
en la concentracion de solutos. Si las células se deshidratan mas de lo normal puede ser
letal, esto ocurre cuando se realiza un proceso de congelacion lento. La segunda forma
que puede ser letal para la célula es cuando se ejecuta un proceso de congelacion rapido
que evita que la célula se deshidrate y por lo tanto quede la suficiente cantidad de agua
en el espacio intracelular promoviendo la formacién de cristales de hielo que producen
dafio fisico a las membranas internas (Parkinson, Timothy J; Morrell, 2019; Sieme et al.,

2016).

A los dos efectos mencionados anteriormente también hay que afnadir la velocidad
de congelacion y temperatura de descongelacion. Cuando las células se enfrian muy
rapido, no pierden la suficiente cantidad de agua y facilita la formacion de cristales

internos y cuando la velocidad es muy lenta las células pueden perder demasiada cantidad
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de agua inducidas osméticamente (Parkinson, Timothy J; Morrell, 2019; Sieme et al.,

2016).

El proceso de criopreservacion de esperma involucra los siguientes procesos:
coleccion de semen, dilucion en el extensor (que contiene nutrientes y protectores),
envasado (generalmente en pajillas de plastico de 0.25 o 0.5 mL), enfriamiento
(Ientamente desde la temperatura ambiente hasta los 5 °C a una velocidad aproximada de
0.1 a 0.3 °C min 1), por un tiempo de 4 horas; luego se realiza la congelacién (a una
velocidad de 10 a 60 °C min "' hasta temperaturas tan bajas como — 80 o -120 °C. ),
Después las pajuelas se sumergen en nitrégeno liquido para su almacenamiento y

conservacion (Kumar Yata et al., 2020; sieme and Oldenhof, 2015).

Para la congelacion, las pajuelas se colocan de forma horizontal sobre un bastidor
o rampa. La rampa con las pajuelas se introduce en un congelador que tiene graduado la
velocidad de disminucion de la temperatura de forma automatica. Pero una forma practica
es colocar el bastidor con las pajuelas en una caja de poliestirero (tecnopor) cerrada, para
ser expuestas primeramente al vapor del nitrégeno liquido por un tiempo (10 minutos) y
una distancia (6 cm) sobre el nivel del nitrogeno (Kumar Yata et al., 2020; Sieme et al.,

2016).

El proceso de descongelacion de las pajuelas debe ser rapido porque si se hace de
forma lenta, nuevamente se formarian cristales de hielo que podrian producir dafio en la
membrana celular. En la practica las pajuelas se descongelan en agua tibia con un rango
de temperatura de 30 a 37 °C por 10 a 30 segundos (Kumar Yata et al., 2020; Parkinson,

Timothy J; Morrell, 2019).
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2.2.4. Citometria de flujo, principios basicos.

La citometria de flujo es una tecnologia que analiza y mide simultaneamente
multiples caracteristicas fisicas de un solo espermatozoide. Por ejemplo, se puede medir
el tamafio de los espermatozoides, a través de los detectores de dispersion directa, de
dispersion lateral y detectores de fluorescencia. La citometria de flujo usa un sistema de
acoplamiento de fluidos y Optico a electrénico, en donde, cada célula espermatica
presente en la muestra, dispersa la luz laser incidente (espectro de absorcidon) y emite
fluorescencia (espectro se emision). En el citometro de flujo, todos los espermatozoides
son llevados a un punto de intercepcion de laser, en una corriente de fluidos, cuando pasan
por este lugar, dispersan la luz del laser, las moléculas fluorescentes presentes se
estimulan y emiten luz en diferentes longitudes de onda, un sistema de lentes recoge la
dispersion y la luz fluorescente, los filtros dirigen la florescencia a los detectores que
producen senales electronicas proporcionales a las sefiales Opticas que lo estimulan. Los
datos de cada espermatozoide se almacenan en un ordenador, que luego son representados
en forma de histogramas y puntos. Se utiliza compuestos fluorescentes como el isocianato
de fluoresceina, tiene un espectro de absorcion y emision de 400-550 nm y 475-700 nm

respectivamente (Pefia et al., 2016a).

2.2.4.1.Integridad de membrana y organelos.

2.2.4.1.1. La membrana plasmatica

Es la estructura que rodea al espermatozoide manteniendo unidos los organelos
internos, manteniendo el equilibrio i6nico y otros compuestos, gracias a la capacidad
semipermeable de la misma, las proteinas de la membrana plasmadtica transportan la

glucosa y fructosa desde el espacio extracelular, estos monosacaridos sirven como fuente

22



de energia (ATP) para el espermatozoide, el 90 % de ATP se forma por glucolisis

anaerobica (Flesch and Gadella, 2000).

Cuando la membrana no estd funcionalmente intacta, el espermatozoide se
considera muerto, por lo tanto, no es capaz de fertilizar. En tecnologias de reproduccion
asistida como la inseminacion artificial y la fertilizacion in vitro, es esencial evaluar la
integridad de la misma, para ello se usa colorantes impermeables, aquellas células que
excluyen estos colorantes, se dice que estdn vivas. En citometria se usa una matriz de
sondas fluorescentes que son impermeables a la membrana con afinidad por el ADN. En
espermatozoides de han usado distintas sondas que funcionan bajo este principio, que
tienen distintas propiedades de absorcion y emision; por ejemplo: Hoechst 33258 con 358
/ 488 nm de longitud de onda de absorcion y emision respectivamente. SYBR-14 Y
yoduro de propidio (PI), cuando se usan en conjunto, las células vivas emiten una
fluorescencia verde brillante (SYBR-14), mientras que las células muertas con
membranas celulares dafiadas, emiten una fluorescencia roja (PI), ambas sondas se
estimulan con el laser azul de 488 nm (Pefia et al., 2016b, 2016a; Silva and Gadella,

2006).

2.2.4.1.2. Acrosoma.

Es un organelo secretor que contiene enzimas hidroliticas y al entrar en contacto
con el ovocito se producird la reaccion acrosomica, liberando las enzimas como la
acrosina y con la movilidad hiperactiva ayudard a penetrar en la zona pelticida (Hirose et

al., 2020).

Por ello es importante que el que acrosoma de los espermatozoides deben
permanecer intacto tras el paso por el tracto genital femenino, hasta su llegada al itsmo.

Las reacciones tempranas del acrosoma hacen que el espermatozoide sea infértil, por
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ende, tiene sentido evaluar la integridad, se hace a través de conjugados fluorescente de
lectina, la lectina se une a carbohidratos especificos de las glucoproteinas que se
encuentran unicamente en el acrosoma, los conjugados de lectina mds importantes
tenemos: aglutinina de Pisum sativum (guisante verde; PSA) y aglutinina de Arachis
hipogea (mani; PNA); por lo tanto, para espermatozoides se usan: PNA-FITC (ex/em
488/515 nm de longitud de onda), PNA-TRITC (ex/em 568/590 nm de longitud de onda)
y PNA-RPE (ex/em 488/620 nm de longitud de onda); la ausencia de fluorescencia es
indicativo de un acrosoma intacto, y la fluorescencia indica rotuna o reaccion del

acrosoma (Flesch et al., 1998; Pena et al., 2016a).

2.2.4.1.3. Mitocondrias.

Estan ubicadas en la pieza media del flagelo. Produce ATP por fosforilacion
oxidativa, la importancia radica en proporcionar la motilidad. Los espermatozoides
dependen de la produccion de ATP mitocondrial, si no hay un correcto funcionamiento
mitocondrial, los espermatozoides estan condenados a la muerte. Las mitocondrias de los
espermatozoides son indicadores sensibles del estrés que ocurre en las fases de

enfriamiento y congelacion de las células espermaticas. (Ortega-Ferrusola et al., 2009)

Se utilizan dos sondas para evaluar la integridad mitocondrial uno es el 5,5,
6,6'-tetracloro-1,1 ', 3,3 ' tetraetilbenzimidazolil carbocianino yodo (JC-1) y el mas

reciente son los tintes MitoTracker (Garner and Thomas, 1999).
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CAPITULO 111

CONTRASTACION DE HIPOTESIS.

3.1. Hipotesis.

La calidad espermatica del semen congelado de toros reproductores de Cajamarca
de diferentes razas evaluados por microscopia y citometria de flujo por imagenes, se

encuentran dentro de los estdndares recomendados y se relacionan.

3.2. Localizacion.

El estudio se realizo en setiembre del 2022, en el distrito de Cajamarca y en el
laboratorio de reproduccion animal de la Facultad de Medicina Veterinaria de la

Universidad Nacional Mayor de San Marcos

Los datos meteorolégicos de la provincia de Cajamarca son los siguientes®
Altitud: 2662 msnm
Latitud: 7°9'54" S

Longitud: 78°28'42" W

3.3. Unidad de analisis, poblacion y muestra.
3.3.1. Material bioldgico.

3.3.1.1. Seleccion de animales y muestras.

Las dosis de semen analizadas en el presente estudio provienen de toros maduros
entre 1.5 a 8 afios de edad, se seleccionaron nueve toros en total, tres por cada raza

(Holstein, Brown Swiss y Fleckvieh).

! Fuente: https://www.senamhi.gob.pe/main.php?dp=cajamarca&p=estaciones
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Del lote de semen correspondiente a cada toro, se seleccionaron tres pajuelas por

cada ejemplar (27 pajuelas en total) para el anélisis de laboratorio. Figura 4.

Lotes de semen congelado
~~ en pajuelas de 0.5 mL.

PR

S
el 55 o

3pg?’g§ézs Caracteristicas espermaticas evaluadas por microscopia.
toro 1.- Motilidad
: 2.- Concentracion.
v .-¥ 3-Morfologia.

<] ‘ Caracteristicas espermaticas evaluadas por citometria de flujo.
1.- Integridad membrana (viabilidad).
2.- Potencial de membrana mitocondrial (PMM).

3.- Integridad membrana acrosomal (IMA)
Created in BioRender.com bio

Figura 4. Disefio para la investigacion: Se uso tres toros por cada raza, del total de

pajuelas almacenadas por cada toro, se tomaran tres pajuelas para realizar la

evaluacion.

3.3.3.2. Recoleccion y procesamiento del semen

Las muestras de semen congeladas y evaluadas en el presente estudio, son

producto del trabajo regular de colecta de semen a toros en la regiéon Cajamarca.

El semen se colectd en una vagina artificial calentada a 38 °C y una vaca. Se
tomaron tres eyaculados por cada sesion de colecta, los eyaculados se analizaron
inmediatamente evaluando el volumen, concentracion y motilidad con microscopia de
contraste de fase. Los eyaculados con un volumen > 2 mL, concentraciéon > 500x10°

espermatozoides/mL y motilidad > 70 % se procesaron y congelaron.
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El diluyente usado fue Andromed y Triladyl, el semen se envasé en pajuelas de
0.5 mL y se ambientd a 4 °C por 24 horas, la congelacion se realizd en una camara de
congelacion artesanal de tecnoport con un nivel de nitrégeno de 5 cm. Inmediatamente

después, el semen congelado se almaceno en nitrogeno liquido (-196 °C)

3.3.3.3. Preparacion del semen antes del analisis.

Se descongelaron tres pajuelas de cada toro en un bafio de agua (37 °C, 30 S) y se
agruparon en un tubo de laboratorio de 1.5 mL precalentado a 37 °C. las muestras
agrupadas se evaluaron con microscopia de contraste de fase y citometria de flujo

inmediatamente después de la descongelacion.

3.3.3.4. Analisis de semen por microscopia de contraste.

La motilidad de los espermatozoides se evalud bajo un cubreobjetos (18 x18 mm)
sobre un portaobjetos de vidrio tibio mediante microscopia optica (aumento de 400 x), y

la concentracidon de espermatozoides se evalué mediante un hemocitdmetro

3.3.3.5. Analisis de citometria de flujo.

Cada muestra descongelada se lavo dos veces por centrifugacion con PBS a 600

g por 8 min. Se elimind el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 150 pl de PBS.

3.3.3.5.1. Viabilidad espermatica.

La viabilidad espermatica se evalud después del proceso de crio preservacion.
Cada muestra se lavo dos veces por centrifugacion con PBS a 600 x g por 8§ minutos,
elimindndose el sobrenadante y el pellet se resuspendio en 100 ul de PBS. Se empleo el
LIVE/DEAD® SpermViability Kit (L-7011, Molecular Probes), el cual contiene el
fluorocromo SYBR-14 que emite fluorescencia verde como indicador de

espermatozoides viables con membrana plasmatica intacta y el fluorocromo ioduro de
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propidio (PI) que emite fluorescencia roja como indicador de espermatozoides no viables
con membrana plasmatica dafiada. Se tomo6 100 pl de muestra después del lavado y se
agregd 0.5 pl de solucion stock de SYBR-14(20 uM) para obtener una concentracion final
de 100 nM. Se agreg6 ademas 0.5 pl de solucion stock de PI (2.4 mM) para llegar a una
concentracion final de PI de 12 uM y se puso a incubar a 38 °C por 10 minutos. Las
evaluaciones se realizaron mediante un citometro de flujo FlowSight (Amnis,USA) que
tiene un sistema analizador de imagenes. Se analizaron 5 000 eventos compatibles con
espermatozoides por cada muestra. Para la excitacion del SYBR-14 y del PI se utilizara
un laser de longitud de onda de 488 nm a una potencia de 15 mW. La emisién de la
fluorescencia para el SYBR-14 fue leida utilizando el canal de deteccion de 505 a 560 nm
(Ch02) y la emision de la fluorescencia para el PI fue leida utilizando el canal de deteccion
de 642 a 740 nm (Ch05). Dado que el citometro de flujo posee un sistema analizador de
imagenes, se observaron imagenes de espermatozoides vivos marcados con SYBR-14 y

muertos marcados con PI (Juarez and Santiani, 2019)

3.3.3.5.2. Integridad del acrosoma

El estado del acrosoma se evalu6 usando la sonda: aglutinina de Pissum sativum

marcada con isotiocianato de fluoresceina (FITC-PSA): Se tom6 100 pl de cada muestra
y se incubd por 8 minutos a 38 °C con 2.5 pl de solucion Stock de FITC-PSA (100 pg/ml)
para obtener una concentracion de 2.5 pg/ml de FITC-PSA. Se adicion6 0.5 pl de solucion
Stock de PI (1 mg/ml) para llegar a una concentracion final de 5 pg/ml. Se utilizo el
citometro de flujo Flow Sight (Amnis, Seattle, WA, EE.UU.), equipado con un sistema
analizador de imagenes. El software que se usé fue INSPIRE® v.100.3.218.0 (Amnis,
Seattle, EEUU) y el software para analizar los datos fue IDEAS® v.6.2 (Amnis, Seattle,
EEUU). Se midieron 10 mil eventos compatibles con espermatozoides segiin su tamafio

y proporcion largo/ancho. Los eventos fueron excitados con un laser de longitud de onda
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de 488nm y potencia de 20 mW. La evaluacion de la intensidad de fluorescencia de FITC-
PSA se realizo utilizando un canal de deteccion de 505 a 560 nm (Ch02), mientras que la
intensidad de fluorescencia de PI se realizara utilizando un canal de deteccion de 642 a
740 nm (ChO05). Adicionalmente, en cada grupo se registraron imagenes para comprobar
si las lectinas marcan la region acrosomal. Los espermatozoides fueron clasificados en
cuatro poblaciones celulares: a) espermatozoides vivos con integridad acrosomal (FITC
negativo, PI negativo), b) espermatozoides vivos con dafio acrosomal (FITC positivo, PI
negativo), c¢) espermatozoides muertos con integridad acrosomal (FITC negativo, PI
positivo) y d) espermatozoides muertos con dafio acrosomal (FITC positivo, PI positivo)

(Ugarelli et al., 2017)

3.3.3.5.3. Potencial de Membrana Mitocondrial (PMM)

Se preparé una solucion stock de Mito Tracker Deep Red, para lo cual se diluye
50 pg en 92 ul de DMSO para llegar a una concentracion de 1 mM. Se procede a
homogenizar y se preparara alicuotas de 2 ul guarddndolas en congelacion. Luego se
prepara una solucion de trabajo para lo cual se diluye 2 pl de solucidon stock de Mito
Tracker Deep Red con 100 ul de PBS, para llegar a una concentracion de 20 pM. Se toma
100 pl de muestra después del lavado y se agrega 0.5 pl de solucion de trabajo de Mito
Tracker Deep Red 633(20 uM) para obtener una concentracion final de 100 nM. Se
incubard durante 10 min a 38 °C en oscuridad. Las muestras se analizaron utilizando un
citometro de flujo Flow Sight (Amnis) equipado con un sistema analizador de imagenes.
Se analizaran diez mil espermatozoides por cada muestra. Para la excitacion del Mito
Tracker Deep Red se usara un laser de longitud de onda de 642 nm y la emision de la
fluorescencia se leerd utilizando el canal de deteccion 11 (Ch-11): (642-740 nm). Los
eventos se presentaran utilizando un grafico tipo histograma, en donde el eje «X» mide

la intensidad de fluorescencia del Ch-11 y en el eje «Y» la frecuencia de los eventos. Se
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considera espermatozoides con actividad mitocondrial a aquellos que presentaron
fluorescencia roja. Los resultados se expresaran en porcentaje de espermatozoides con

actividad mitocondrial (Allauca et al., 2019)

3.4. Analisis estadistico.

Se realiz6 analisis mediante estadistica descriptiva, de correlacion de Spearman,
prueba de Kruskal y Wallis a las variables que no mostraron normalidad y ANOVA de un
factor a las variables con normalidad, entre las variables determinadas por citometria de

flujo y las variables determinadas por microscopia optica.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1. Evaluacion de caracteristicas espermaticas por microscopica.

En la tabla 1 se presentan los datos estadisticos descriptivos obtenidos al evaluar
las caracteristicas espermaticas por microscopia (motilidad, concentracion y morfologia)
y caracteristicas evaluadas por citometria de flujo: Viabilidad espermética (SYBR-14),
Potencial de Membrana Mitocondrial Alto (PMM) e Integridad de Membrana Acrosomal

(IMA). Resaltando la alta concentracion espermatica.

Tabla 1. Caracteristicas espermaticas evaluadas por microscopia y por citometria

de flujo en semen congelado de toros reproductores de Cajamarca - 2022 (n = 27)

. ' Evaluacioén por citometria de
Evaluacién por microscopia

flujo.

Motilidad Concentracion M;f:ifjia Viabilidad PMM IMA

(%) (millones) %) (%) (%) (%)
Media 40.37 89.07 81.00 17.50 2267 1924
Mediana ~ 40.00 88.00 80.25 17.50 21.80 19.50
SD 18.29 39.51 5.95 7.79 896  8.15
Min 10 32 66.00 3.41 8.22 431
Max 70 188 92.00 41.20 37.10  45.90
Rango 60 156 26 37.79 28.88  41.59
CV% 45 4436 7.34 44.51 39.52 42.36

El proceso de congelacion y descongelacion provoca cambios estructurales y
moleculares en los espermatozoides, reduciendo la capacidad de fertilizacion y posterior

desarrollo embrionario.
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El proceso de crio preservacion provoca una reduccion en la motilidad y pérdida
de la vitalidad en el 50 % de los espermatozoides. El valor minimo aceptable de la
motilidad post descongelacion debe ser 30 %, ademas se requiere 40 % de
espermatozoides con la membrana celular intacta (viables). (Bollwein and Malama,
2023). Los hallazgos del presente estudio mostraron que la motilidad oscil6 entre 10y 70
%, con una mediana de 40 =+ 19.19 % (Tabla 1, Figura 5). El 75 % de los valores se
encuentran sobre el valor minimo aceptable del 30 % y solamente un 25 % de los valores
son inferiores a este. En el bigote inferior se aprecia mayor variaciéon de los datos,
comparado con el superior. Ademads, se observa un intervalo de confianza entre 30 y 50
%. (Figura 2). Los valores de motilidad del presente trabajo son inferiores a los reportados
por (Khalil et al., 2018; Morrell et al., 2018b), quienes encontraron valores de 50.84+2.7,
64+14 y 59£14 en toros de razas carnicas y de leche respectivamente. Pero guardan

relacion con el 43.6 % de motilidad reportado por (Varela et al., 2020a).

La concentracién media fue de 89.07+39.51 millones de espermatozoides (tabla
1, figura 5), este resultado es similar con los obtenidos por (Morrell et al., 2018b), quienes
informaron una concentracion de 88+20 millones. Pero superior al estandar minimo
aceptable post descongelacion de 20 millones y a los mostrados por (DeJarnette et al.,
2021), quienes indican que el promedio de la concentracion espermatica post congelacion

en pajuelas de la empresa Select Sires fue de 21.9 + 0.012 millones.

Las concentraciones altas de espermatozoides tienen efectos positivos porque
mejora las probabilidades de concepcion, al incrementarse el nlimero de espermatozoides

normales para alcanzar el umbral minimo requerido para la concepcion.(Saacke, 2008).
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Las caracteristicas espermaticas que son compensadas con la concentracion es la
integridad de membrana y el potencial de membrana mitocondrial; en cambio la

integridad del acrosoma no es compensable (Kastelic, 2013).

La alta concentracion espermatica puede incrementar los niveles de estrés

oxidativo, con efectos negativos en la viabilidad y motilidad celular (Murphy et al., 2013).

La morfologia normal fue de 814+5.95 % (tabla 1, figura 5), los mismos que
guardan relacion con los valores reportados por (Morrell et al., 2018b), quienes
observaron 768 % y 87+6 % (p<0.05) de espermatozoides con morfologia normal en
toros de carne y leche respetivamente. De igual manera con los datos encontrados por
(Varela et al., 2020a), quienes informaron 81+22.2 % de espermatozoides con morfologia
normal, asimismo con el 70 % reportado por (Albert D Barth, 2006; Thundathil et al.,

2016b). No existi6 correlacion entre las variables evaluadas de manera convencional.

Motilidad, concentracién y morfologia espermatica
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Figura 5. Caja de bigotes de motilidad, concentracion y morfologia de
espermatozoides evaluados en 27 muestras de semen congelado de toros

reproductores de Cajamarca - 2022.
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4.2. Evaluacion de caracteristicas espermaticas por citometria de flujo.
4.2.1. Viabilidad espermatica mediante SYBR-14 y PI

La prueba de Shapiro Wilk indica que existe normalidad en la viabilidad
espermatica (SYBR-14) (Anexo 3), presentando porcentajes similares entre la media y la
mediana, con un coeficiente de variacion de 44.5 % y datos muy dispersos (Tabla 1 y
Figura 6). Apreciandose que el 75 % espermatozoides van desde 12.3 al 27.9 %., el 25 %
entre 3.41 a 12.3 % de integridad de la membrana plasmatica, con un intervalo de 14.5 a
20.71 %. Presentando un valor atipico que corresponde al toro Morden de raza Brown
Swiss con 41.20 %.

El 17.5£7.79 % de los espermatozoides tenian la membrana intacta (vivos) y el
82.49 % tenian la membrana lesionada (muertos) (Tabla 1), valores inferiores a los
reportados por (Morrell et al., 2018b), quienes encontraron valores de 40 = 11 % versus
46 = 8 % en toros de carne y leche respectivamente y 44.6£15.2 % mencionados por
(Varela et al.,, 2020a), igualmente menor al 32.30+9.57% de la viabilidad de
espermatozoides de alpacas recuperados del epididimo reportados por (Judrez and
Santiani, 2019). Existi6 una diferencia altamente significativa(p<0.01) al comparar los
porcentajes de la viabilidad espermatica entre las tres razas, observandose un menor
porcentaje en la Raza Holstein (11.50 + 5.32 %) comparadas con la raza Brown Swiss

(20.49 £ 9.57 %) y la Fleckvieh (20.52 + 4.05 %) (Tabla 2)
y
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Figura 6. Caja de Bigotes de Viabilidad espermatica (SYBR-14) evaluados por

citometria de flujo en 27 muestras de semen congelado de toros reproductores de

Cajamarca - 2022.
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Figura 7. Espermatozoides de toros reproductores de Cajamarca analizados

mediante citometria de flujo por imagenes utilizando los fluorocromos SYBR-14
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e ioduro de propidio (IP) observados en campo claro (ChO1), con fluorescencia
(Ch02/Ch05/Chll), combinacion de campo claro y fluorescencia
(Ch01/Ch02/Ch05/Chl1l1). (A) espermatozoide vivo emitiendo fluorescencia
verde por el SYBR-14. (B) espermatozoide muerto emitiendo fluorescencia roja

por el PL.

4.2.2. Potencial de la membrana mitocondrial.

El porcentaje de potencial de membrana tiene una distribucion normal a la prueba
de Shapiro Wilk (Anexo 5), presentando un coeficiente de variacion elevado (39.51%),
debido a los altos valores de dispersion (8.22-37.10), con un rango de 28.88 (Figura 8),
registrando el 75 % del potencial de la membrana mitocondrial se encuentra entre el 13.4
al 37.1 %; el 25 % se encuentra entre 8.22 al 13.4 %; con un intervalo de 17.98 a 31.69
%, demostrando que los resultados no fueron uniformes.

La media del potencial de membrana mitocondrial alto (mitocondrias activas) fue
de 22.67 £8.96 %. (Tabla 1), superior a los reportados (Varela et al., 2020a), quienes
encontraron una media de 18.3 +15.3 %. Pero menor a los datos reportados por (Morrell
et al., 2018b), quienes informaron 36 £10 % y 52+12 % de espermatozoides con alta
actividad respiratoria en toros de carne y leche respectivamente. El PMM comparado
entre razas dio una diferencia altamente significativa (p<0.01) siendo menor el potencial
de membrana mitocondrial la de la raza Holstein (16.01£8.25 %) comparado con la
Fleckvieh (28.19+5.28 %) y la Brown Swiss (20.80+8.9 %), siendo éstas dos tltimas

similares (Tabla 2).
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Figura 8. Caja de Bigotes del Potencial de la Membrana Mitocondrial evaluados por
cartometria en 27 muestras de semen congelado de toros reproductores de

Cajamarca -2022.
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Figura 9. Analisis de potencial de membrana mitocondrial (PMM). Muestra

espermatica con Mito Tracker Deep Red FM; PMM bajo y PMM alto.
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4.2.3. Integridad de la membrana acrosomal.

En lo relacionado a integridad de la membrana acrosomal (Tabla 1, anexo 4 y
figura 9), nos indican que no existié normalidad, registrando el 75 % de valores entre 15.6
al 27 %, con datos menos dispersos, en cambio el 25% se encuentran entre el 5.62 al 15.6
%, con mayor dispersion, concluyendo que la mayor dispersion se encuentra en el primer
cuartil. En la figura 9 se observa un valor superior atipico que corresponde al toro Andrew
de raza Bown Swiss con un porcentaje de 45.9 %, existiendo también valor atipico por
debajo del primer cuartil que corresponden al toro Galileo (4.31 %), de la raza Holstein.

La media fue 19.24+£8.15 %, inferior a los datos proporcionados por (Morrell et
al., 2018b), quienes reportaron valores de 59 + 12 versus 52 + 8; P < 0.05, en toros de
carne y leche respectivamente.

Existe una relacion directamente proporcional (r:0.791; p<0.01) entre alto PMM

y SYBR; entre IMA con SYBR (1:0.647; p<0.01) e IMA con Alto PMM (r: 0.600:

P<0.01).
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Figura 10. Caja de Bigotes del IMA evaluados por citometria en 27 muestras de

semen congelado de toros reproductores de Cajamarca -2022.
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Figura 11. Patrones de espermatozoides de toros reproductores de Cajamarca
incubados con isotiocianato de fluoresceina (FITC-PSA) y yoduro de propidio
(PI), observados en campo claro (Ch0Ol), combinacién de campo claro y
fluorescencia (Ch01/Ch02/Ch05) y con fluorescencia (Ch02/Ch05). A)
Espermatozoide vivo con reaccion acrosomal (PSA+ y PI-). B) Espermatozoide
muerto sin reaccion acrosomal (PSA- y PI+). C) Espermatozoide muerto con
reacciéon acrosomal (PSA+ y PI+). D) Espermatozoide vivo sin reaccion

acrosomal (PSA-y PI-)
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No existio diferencia significativa (P>0.05) al realizar la prueba de kruskal y
Wallis en el porcentaje de motilidad y el porcentaje la morfologia, asi como al ANOVA
en la concentracion espermadtica entre los toros utilizados.

Existi6 una diferencia altamente significativa (p<0.01) al comparar los
porcentajes de la viabilidad espermatica entre las tres razas (tabla 2, anexo7).
observandose un menor porcentaje en la Raza Holstein (11.50£5.32) comparadas con la
raza Brown Swiss (20.49+9.57) y la Fleckvieh (20.52+4.05). E1 PMM comparado entre
razas dio una diferencia significativa (p<0.05 — Kruskal y Wallis) siendo menor el
potencial de membrana mitocondrial la de la raza Holstein (13.70) comparado con la
Fleckvieh (30.60) (Tabla 2, anexo 8). La integridad de la membrana acrosamal entre las
tres razas fueron similares (P>0.05) (Tabla 3), al realizar la comparacion de la IMA entre

razas, a la prueba de KrusKall Wallis, no existi6 diferencia (Tabla 2)

Tabla 2. Vitalidad espermatica (SYBR-14), potencial de membrana mitocondrial
(PMM) e integridad de membrana acrosomal (IMA) entre razas, evaluados por

citometria en semen congelado de toros reproductores de Cajamarca - 2022.

Media (SYBR-14)  Mediana (PMM)  Mediana (IMA)

Raza n o o o
Fleckvieh 9 20.5244.05* 30.60 ° 21.30*
Brown Swiss 9 20.49+9.57 2 22.90 2 19.50 %
Holstein 9 11.50+5.32° 13.70° 14.60°

Donde: a,b Letras diferentes en una misma columna indican diferencia

significativa(p<0.05- Kruskal y Wallis).
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Tabla 3. Viabilidad espermatica (SYBR-14), potencial de membrana mitocondrial
(PMM) e integridad de membrana acrosomal (IMA) segun el dilutor seminal, evaluados

por citometria en semen congelado de toros reproductores de Cajamarca -2022

(SYBR) (PMM) (IMA)

: n |
Dilutor del Semen Media (%) Media (%) Mediana (%)
Triladyl 14 18.00+9.82 a 24.62+10.39 a 22.10a
Andromed 13 1697+£5.13 a 20.57+6.90 a 17.80 a

Al comparar el dilutor del semen, para determinar si influye sobre la vitalidad
espermatica, potencial de membrana y de la integridad de la membrana acrosomal, al
analisis de variancia (viabilidad y potencial de membrana) y a la prueba de Krus Kall y

Wallis, no mostraron diferencia estadistica significativa (P> 0.05).
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Tabla 4. Coeficientes de correlacion entre las caracteristicas espermaticas
evaluadas por microscopia y por citometria de flujo en semen congelado de toros

reproductores de Cajamarca - 2022.

Correlaciones Motilidad Concentracion Morfologia Viabilidad PMM IMA
(SYBR)
r 1 -0.012 -0.007 0.112 -0.067 0.115
Motilidad
p 0.953 0.974 0.579 0.738  0.440
r 1 0.275 0.188 -0.127 -0.076
Concentracion
p 0.165 0.348 0.527 0.707
r 1 -0,167 -0.295 -0,292
Morfologia
p 0.404 0.135 0.139
Viabilidad T I O 647
(SYBR) 0.000 0.000
r 1,600
PMM
p 0.000
r 1
IMA

No existio correlacion entre las variables evaluadas por microscopia (motilidad,
concentracion y morfologia normal), al igual que la motilidad, concentracion y

morfologia con la viabilidad (SYBR), PMM e IMA.

El andlisis de correlacion Rho de Spearman indica que existe una relacion
directamente proporcional (r:0.791;p<0.01) entre viabilidad con alto PMM; (r:0.647;

p<0.01) entre viabilidad con IMA y (r: 0.600: P<0.01) entre PMM con IMA.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Después de evaluar las variables espermaticas mediante microscopia y citometria
de flujo, se llegd a las siguientes conclusiones:

Las medias de motilidad y morfologia espermatica fueron: 40.37+19.79, y
81+5.95 % cuyos valores estan dentro de los valores normales para comercializacion,
rescatando la concentracion espermatica de 89.07+£39.51 %, cuyo valor es cuatro veces
mayor al umbral minimo aceptable.

No existié correlacion entre las variables evaluadas por microscopia (motilidad,
concentracion y morfologia) con las variables evaluadas con citometria de flujo de
imagenes (viabilidad, PMM e IMA).

Las medias de viabilidad, potencial de membrana mitocondrial alto e integridad
de membrana acrosomal fueron: 17.50£7.79, 22.67+8.96 y 19.24£8.15 %
respectivamente, cuyos valores son inferiores a otros trabajos realizados.

Se observaron relaciones directamente proporcional y altamente significativas
entre viabilidad y PMM (1:0.791); entre viabilidad con IMA (1:0.647) y PMM con IMA
(r: 0.600; P<0.01).

Existi6 una diferencia altamente significativa (p<0.01) al comparar los
porcentajes de la viabilidad espermatica entre las tres razas, raza Holstein (11.50+5.32
%), raza Brown Swiss (20.4949.57 %) y Fleckvieh (20.52+4.05 %).

El PMM entre razas dio una diferencia altamente significativa (p<0.01) siendo
menor en Holstein (16.01+£8.25 %), seguido en Brown Swiss (20.80£8.9 %) y Fleckvieh
(28.19+£5.28 %).

La IMA entre las tres razas fueron similares (P>0.05).
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Se recomienda realizar otros trabajos de investigacion aplicando citometria de
flujo con la finalidad de tener més datos y poder contribuir a mejorar los indicadores de

calidad espermatica mediante esta técnica.
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ANEXOS

Anexo 1: Andlisis de Shapiro-Wilk para determinar la normalidad de Motilidad,
concentracion espermatica y morfologia (normales)

Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.
Motilidad % 0,914 27 0,029
Concentracion (millones) 0,956 27 0,302
Morfologia % normales 0,971 27 0,623

Anexo 2: Prueba de valores atipicos: Motilidad (%), Concentracion (millones),
Morfologia (% normales)

Método

Hinbtesi Todos los valores de los datos provienen de la misma
ipdtesis nula

poblacién normal

Hipétesis alterna El valor mas pequefio o mas grande de los datos es un valor

atipico
Nivel de =005

significancia
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Prueba de Grubbs

Variable N Media CV% | Min. | Max. | G p

Motilidad. (%) 27 | 40.37+18.29 | 45.30 | 10.00 | 70.00 | 1.66 | 1.000

Concentracién (millones) | 27 | 89.07+39.51 | 44.35 | 32.00 | 188.00  2.50 | 0212

Morfologia. (% Normales) | 27 | 81.005.95 | 7.34 | 66.00 | 92.00 | 2.52 | 0.199

* NOTA * No hay valor atipico en el nivel de significancia de 5%

Anexo 3: Analisis de Shapiro-Wilks (modificado) para determinar la normalidad de
SYBR + (%) y PI+ (%)

Variable n | Media | D.E. | w* | p(Unilateral D)

SYBR+(%) | 27 | 17.50 | 7.79 | 0.96 0.6537

PI+ (%) |27 8249 | 7.79 | 0.96 0.6577

Aceptamos la hipdtesis nula indicamos que las variables de SYBR Y PI tienen

una distribucion normal.

Anexo 4: Prueba de valores atipicos: SYBR+ (%), PMM Alto (%), IMA(%), PI+ (%)

Método

Hinotesi Todos los valores de los datos provienen de la misma
ipOtesis nula

poblaciéon normal

Hipétesis alterna El valor mas pequefio o mas grande de los datos es un valor

atipico

Nivel de significancia o=0.05
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Prueba de Grubbs

Variable N Media Min. Max. G P

SYBR+ (%) 27 | 17.50+7.79 3.41 4120 | 3.04 | 0.021

PMM Alto (%) | 27 | 22.67+8.96 8.22 37.10 1.61 1.000

IMA (%) 27 | 19.24+8.15 4.31 4590 | 327 | 0.006

PI+ (%) 27 | 82.49+7.79 | 58.80 96.60 | 3.04 | 0.021

Anexo 5: Andlisis de Shapiro-Wilks modificado para determinar la normalidad de
Potencial de la Membrana Mitocondrial

P
Variable n Media D.E. W (Unilateral
D)
IMA (%) 27 19.24 8.15 0.91 0.07
Alto PMM
27 22.67 8.96 0.89 0.03
(%)
SYBR+ (%) 27 17.50 7.79 0.96 0.65

Aceptamos la hipotesis nula indicamos que las variables de en PMM Alto (%). Tiene una

distribucion normal

Rechazamos la hipoétesis nula indicamos que IMA (%) no tiene una distribucion

normal.
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Anexo 6: Correlaciones

Correlaciones en parejas de Pearson Tienen normalidad

IC de
Muestra 95% para Valor
Muestra 1 2 Correlacion p p
Alto SYBR+ 0.763 (0.539, 0.000
PMM (%) (%) 0.886)

Correlaciones en parejas de Spearman IMA. No tiene normalidad

IC de
Muestra 95% para Valor
1 Muestra 2 Correlacion p p
IMA(%) SYBR+ 0.647 (0.319, 0.000
(%) 0.837)
IMA (%) Alto PMM 0.600 (0.254, 0.001
(%) 0.811)

Anexo 7: ANOVA de un solo factor de la viabilidad espermatica SYBR+ (%) vs. Raza

Meétodo
Hipétesis nula Todas las medias son iguales

Hipétesis alterna No todas las medias son iguales

Nivel de significancia o =0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Analisis de Varianza

Fuente | GL | SC Ajust. | MC Ajust. | Valor F | Valor p

Raza | 2 487.1 243.54 536 | 0.012

Error | 24 | 1090.1 45.42
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Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.

S R-cuad. (ajustado) (pred)

Medias
Raza N Media Desv.Est. 1€ d¢95%
Brown 9 2049 9.57 (15.85,
Swiss 25.13)
Fleckvieh 9 2052 4.05 (15.89,
25.16)
Holstein 9 11.50 5.32 (6.86,

16.13)

Desv.Est. agrupada = 6.73959

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza de 95%

Raza N Media Agrupacion
Fleckvieh 9 20.52 A
Brown Swiss 9 20.49 A
Holstein 9 11.50 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Anexo 8: ANOVA de un solo factor: Potencial de Membrana Alto PMM (%) vs. Raza

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipdtesis alterna No todas las medias son iguales
Nivel de significancia a=0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Analisis de Varianza

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
Raza 2 684.3 342.14 5.86 0.008
Error 24 1400.8 58.37
Total 26 2085.1
Resumen del modelo
R-
R-cuad. cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
7.63974 32.82% 27.22% 14.97%

Medias

Raza N | Media | Desv.Est. | 1Cde95%

Brown Swiss | 9 | 23.80 | 8.90 | (18.54,29.06)

Fleckvieh | 9 | 28.19 5.28 (22.93,33.44)

Holstein 9 | 16.01 8.25 (10.76, 21.27)

Desv.Est. agrupada = 7.63974

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza de

95%
Raza N Media Agrupacion
Fleckvieh 9 28.19 A
Brown Swiss 9 23.80 A
Holstein 9 16.01 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Anexo 9: ANOVA de un solo factor: SYBR+ (%) vs. Color

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales
Nivel de significancia a=0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores

Color

Analisis de Varianza

2 Amarillento, Blanquecino

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
1 7.23 7.225 0.12 0.737
Color
E 25 1569.99 62.800
rror
Total 26 1577.22
Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
7.92462 0.46% 0.00% 0.00%
Medias
Color N Media Desv.Est. IC de 95%
Amarillento 14 18.00 9.82 (13.64, 22.36)
Blanquecino 13 16.97 5.13 (12.44,21.49)

Desv.Est. agrupada = 7.92462
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95%

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza de

Color N Media Agrupacion
Amarillento 14 18.00 A
Blanquecino 13 16.97 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Anexo 10. ANOVA de un solo factor: Alto PMM (%) vs. Color

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipdtesis alterna No todas las medias son iguales
Nivel de significancia a=0.05

Se presupuso igualdad de varianzas para el analisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores

Color 2 Amarillento, Blanquecino

Analisis de Varianza

SC MC Valor Valor
Fuente GL Ajust. Ajust. F p
Color 1 110.4 110.41 1.40 0.248
Error 25 1974.6 78.99
Total 26 2085.1
Resumen del modelo
R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)
8.88739 5.30% 1.51% 0.00%
Medias
Color N Media Desv.Est. IC de 95%
Amarillento 14 24.62 10.39 (19.72, 29.51)
Blanquecino 13 20.57 6.90 (15.49, 25.65)

Desv.Est. agrupada = 8.88739
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95%

Comparaciones en parejas de Fisher

Agrupar informacion utilizando el método LSD de Fisher y una confianza de

Color N Media Agrupacion
Amarillento 14 24.62 A
Blanquecino 13 20.57 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Anexo 11. Prueba de Kruskal-Wallis: IMA (%) vs. Color

Estadisticas descriptivas

Color N Mediana Clasificacion de medias Valor Z
Amarillento 14 22.1 17.1 2.09
Blanquecino 13 17.8 10.7 2.09

General 27 14.0
Prueba
Hipotesis nula Ho: Todas las medianas son iguales
Hipotesis alterna Hi: Al menos una mediana es diferente
Método GL Valor H Valor p
No ajustado para empates 1 4.35 0.037
Ajustado para empates 1 4.36 0.037
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Anexo 11. Fecha de nacimiento de los reproductores.

Fecha
Nombre Raza
Nacimiento
Galileo Holstein 08/05/2011
Maximo Holstein 28/11/2010
Noble Rey Holstein 05/02/2010
Angel Brown 18/09/2008
Swiss
Andrew Brown 13/02/2007
Swiss
Consul Brown 11/03/2011
Swiss
Maximus Fleckvieh 27/11/2018
Alvaro Fleckvieh 16/07/2019
Juda Fleckvieh 11/07/2019

60




