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RESUMEN

El trabajo de investigacion titulado “Morfometria del espermatozoide del Venado
Cola Blanca (Odocoileus virginianus peruvianus)’, se realizé entre Junio a
noviembre del 2016, en el Centro de Investigacion en Camélidos Sudamericanos
“CICAS-La Raya” (Marangani — Canchis - Cusco). Tuvo como objetivo principal
determinar los parametros de morfométria del espermatozoide epididimario del
Venado Cola Blanca por analisis computarizado con el Sistema Integrado de

Andlisis de Semen (ISAS).

Se utilizé dos Venados de Cola Blanca provenientes de la caza deportiva, de los
cuales se obtuvieron muestras de semen de la cola del epididimo. Los parametros
de morfometria espermatica determinadas en este estudio fueron, largo (um),
ancho (um), area (um?) y perimetro (um) de la cabeza del espermatozoide; también
su elipticidad; rugosidad, elongacion y regularidad, los que se analizaron con el
ISAS®.todas estas variables se evaluaron con estadistica descriptiva, empleando
el paquete Statgraphics. El volumen seminal obtenida fue de 2.5, con Ph seminal
de 5.85, los espermatozoides motiles fueron de 1.65%, a una concentracion

espermatica de 54.3 X 10° spz/ml.

Los resultados obtenidos para las variables evaluadas de morfometria fueron: largo
(7,7 £ 0,50 um); ancho (3,9 + 0,21 um), area (25,5 + 2,05 um?) y perimetro (22,0 +
1,60 um) de la cabeza del espermatozoide del venado de cola blanca. Ademas se
evaluo las variables de forma de la cabeza, elipticidad (2,0 + 0,14), rugosidad (0,7
+ 0,07), elongacion (0,3 + 0,03) y regularidad (0,9 + 0,04), las que son

adimensionales.



INTRODUCCION

El Peru es uno de los paises mas diversos biologicamente en el mundo, gracias a
su variabilidad geografica y climatolégica. Considerando la especies de cérvidos
existentes, el Peru posee siete de los trece especies nativas reconocidas para
Sudamérica, reportdndose en este grupo a la Taruka (Hippocamelus antisensis) y
al Venado Cola Blanca (Odocoileus virginianus peruvianus) Elias, R. y P.
Vasquez(2015). El Venado Cola Blanca es un rumiante de la familia Cervidae, que
se maneja como especie cinegética en el sector Sauce Grande del Coto de Caza
El Angolo (CCEA) en Piura - Pera. El Venado Cola Blanca es la Unica especie del
género Odocoileus en el pais, aunque no existen muchas publicaciones sobre ésta

especie en nuestro pais Elias, R. (2015).

El Venado Cola Blanca no figura en la lista de especies en peligro de extincién en
el Pert (Ministerio de Agricultura y Riego, 2014) y el mundo (Gallinas & Lopez
Arevalo, 2016). Sin embargo, su poblacién por ser una especie silvestre es

protegida por el Estado en los Parques Nacionales.

A través de este trabajo de investigacion se podra conocer las caracteristicas de la
morfometria del espermatozoide epididimario del Venado Cola Blanca (Odocoileus
virginianus peruvianus), presente en la regiéon Cusco. Puesto que no se tiene

ninguna bibliografia acerca del tema en este especie animal.



CAPITULO |

PROBLEMA OBJETO DE ESTUDIO.

1.1 Descripcion del Problema.

La UICN (1780), (Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza) cita
al Venado de Cola Blanca (Odocoileus virginianus peruvianus) como especie
con datos insuficientes y en el CITES (2006), (Convencion sobre el Comercio
Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres), indica al
venado de cola blanca como especie amenazada en calidad de vulnerable por las

entidades internacionales que fiscalizan y protegen especies a nivel mundial.

Entonces es importante tomar iniciativas de realizar proyectos o investigaciones
que permitan realizar estudios esta especie con miras a promover su conservacion,
como es el presente sobre la Morfometria del espermatozoide del Venado Cola

Blanca.

1.1.1 Problema General.

¢, Cuales son los parametros de morfometria del espermatozoide epididimario del
Venado Cola Blanca (Odocoileus virginianus peruvianus) por analisis
computarizado con el Analisis computarizado (ISAS) y con los resultados podremos

describir estos parametros?

1.1.2 Problemas Secundarios

¢, Cual es el largo, ancho, perimetro y area de la cabeza del espermatozoide del
Venado Cola Blanca (Odocoileus virginianus peruvianus) por analisis

computarizado con ISAS?



¢,Cual es la elipticidad, rugosidad, elongacion y regularidad de la cabeza del
espermatozoide del Venado Cola Blanca (Odocoileus virginianus peruvianus) por

analisis computarizado con isas?



CAPITULO Il

OBJETIVOS Y JUSTIFICACION

2.1 OBJETIVOS

2.1.1 OBJETIVO GENERAL
Determinar los pardmetros de morfometria del espermatozoide epididimario del

Venado Cola Blanca (Odocoileus virginianus peruvianus) por analisis

computarizado con el Sistema Integrado de Analisis Espermatico (ISAS).

2.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar el largo, ancho, perimetro y éarea de la cabeza del
espermatozoide del Venado Cola Blanca (Odocoileus virginianus
peruvianus).

e Determinar la elipticidad, rugosidad, elongacion y regularidad de la cabeza
del espermatozoide del Venado Cola Blanca (Odocoileus virginianus

peruvianus).



2.2 JUSTIFICACION
El Venado Cola Blanca peruano (Odocoileus virginianus peruvianus) es

actualmente una especie silvestre protegida por el Estado Peruano en los Parques
Nacionales. Sin embargo, se carece de publicaciones y trabajos de investigacion
en las areas relacionados a la fisiologia reproductiva de esta especie, en este
contexto el objetivo principal de este trabajo de investigacion es determinar los
parametros de morfometria del espermatozoide epididimario del Venado Cola
Blanca (Odocoileus virginianus peruvianus) por analisis computarizado con el

Sistema Integrado de Andlisis Espermaético (ISAS).

Es necesario evaluar las caracteristicas seminales y espermaticas del Venado Cola
Blanca (O. virginianus peruvianus) con el objetivo de realizar el manejo y
conservacion del semen. Es imprescindible realizar trabajos de investigacion, que
impliquen la aplicacién de nuevas técnicas en el manejo y conservacion de semen,
que al final tendra aplicacion directa en la reproduccion y repoblacion de esta
especie. Antes de proponer estrategias y programas de manejo para la
conservacion y produccion del Venado Cola Blanca, aplicando biotecnologias
reproductivas, es necesario conocer las caracteristicas seminales de produccion y
cantidad espermética (Volumen seminal y Concentracion espermatica) y las
caracteristicas de calidad espermaticas (Motilidad, vitalidad y morfometria
espermatica). Este trabajo de investigacion, pretende evaluar las caracteristicas
microscoépicas de la morfometria del espermatozoide del Venado Cola Blanca (O.

virginianus peruvianus).



CAPITULO Il

IIl. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1 MORFOMETRIA DEL ESPERMATOZOIDE DE (VENADO DE COLA

BLANCA)

Es la medicion de la forma y estructura del espermatozoide de venado de cola
blanca, que se pueden medir a partir de largo, ancho y perimetro del

espermatozoide.

3.1.1 ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

3.1.2 ANTECEDENTES INTERNACIONALES

Velazquéz, J. (2011), se colectaron espermas de dos pares de testiculos post-
mortem de venado cola blanca del producto del aprovechamiento cinegético 2011
en la UMA Rancho Antrialgo, en el estado de Aguascalientes. También se
evaluaron 10 eyaculados de venado cola-blanca del laboratorio de la UMA “Mdédulo
de Produccién de Venado la Huerta” del Colegio de Postgraduados, Campus SLP.,
las dos muestras de venado cola blanca fueron evaluadas en el momento del
lavado de los epididimos en refrigeracion a -5°C con Biladyl® (tiempo 0) con
movilidad masal de 50 y 60%, que se realizé en un lapso no mayor a 6 horas. La
media de la concentracion espermatica de los epididimos postmortem de venado
fue de 827.5 x 10° espermatozoides mL. En el caso de los eyaculados de venado
cola-blanca, la media en movilidad masal fue 91.8% + 5.59 y la media de las
concentraciones espermaticas fue de 4,453.80 x 10° + 1,714.15 x 106
espermatozoides mL, las muestras obtenidas de la cola del epididimo de venado
cola blanca Velazquéz, J. (2011), los resultados fueron bajos en cuanto a

movilidad masal y concentracién de espermatozoides. Los resultados obtenidos de



los eyaculados de venado cola blanca los ubica como de buena calidad por lo que

es recomendable para su conservacion y uso posterior en inseminacion artificial.

3.1.3 ANTECEDENTE NACIONAL

Quispirimachi, R. (2014), quien a colectado espermatozoides de 8 pares de
testiculos post morten de taruka (Hippocamelus antisensis) para medir los
parametros de motilidad, vitalidad. (2014) en Cicas la raya. Por carecer de estas
caracteristicas microscopicas. Se utilizé la totalidad de las muestras para las
caracteristicas de morfometria y morfologia, la edad de los animales oscilaba entre
2 y 6 afos de edad aproximadamente. A los cuales se les extrajo los testiculos y se
procedio a colectar las muestras seminales a partir de un lavado del epididimo con
un dilutor en base Tris. Se determiné el Color, Volumen, pH, Motilidad,
Concentracion, Morfologia, Morfometria y Vitalidad. Al ser un estudio exploratorio
los resultados se evaluaron utilizando la estadistica descriptiva empleando en

procedimiento Univariate del SAS V8.0.

Los resultados fueron: dentro de las caracteristicas macroscépicas se encontré un
color blanco marfil (50%) y rojizo (50%), volumen recuperado de 4.243 £0.371ml, y
un pH de 6.882 +0.094. Para las caracteristicas microscopicas se encontrd: en
motilidad espermatica segun el tipo de movimiento; MP 2.523 +1.805%, MNP
51.345 +9.677%, E 46.130 +24.208%, concentracion espermatica 101.887
+41.128x 10%spz/ml,(R. Ccoiso Aguila, 2019), los valores cinéticos del movimiento
espermatico fue: VCL 70.255 £42.197 (um/s), VSL 16.719 +13.473 (um/s), VAP
34.055 +2170 (um/s), ALH 3.453 +1.714 (um), BCF 5.725 +57.098 (Hz). En la
morfologia de los espermatozoides se encontré 75.809 % normales, 9.714 %
piriformes, 1.571 % estrechos, 3.285 % cortos, 6.047 % redondeados, 2.523%

largos y 1.04 % amorfos. Los valores para la morfometria espermatica fueron: Largo



7.193 +0.493 (um), Ancho 3.909 +0.273 (um), Area 23.471  +2.331 (um?),
Perimetro 22.730 +£1.992 (um), Acrosoma 50.182 +7.500 (%). Tamafio de la pieza
intermedia; Distancia 0.213 +0.164 (um), Angulo 6.389 £5.966 (grados), (Garcia
Vésquez, 2016).

3.2 DESCRIPCION DEL VENADO COLA BLANCA (O. virginianus

peruvianus)

3.2.1 DESCRIPCION FENOTIPICA DE VENADO DE COLA BLANCA

(Arenas, P. 2011), El venado de cola blanca tiene una mancha blanca que se
encuentra alrededor de la zona de la cola. Son de color marrén claro con tonos
rojizos, esto puede variar dependiendo a la edad y la ubicacién. Lo interesante es
gue sus cuerpos adquieren un color gris cuando se acerca el invierno y que dicha

coloracién se disefia para permitirles mezclarles con el entorno.

La familia Cervidae a la que pertenece el Venado Cola Blanca, se originé en Asia,
desplazandose a través del tiempo a Europa y gradualmente hasta el Continente
Americano. Los venados del género Odocoileus son los colonizadores mas
antiguos de América. El Venado Cola Blanca como parte del Género Odocoileus es
uno de las especies mas importantes en la explotacion cinegético, ya que puede
reproducirse con éxito en diferentes habitats y condiciones climatoldgicas, desde
bosques de pino encino, bosque subtropical, matorrales y desiertos (Lovera et al.,

2011; Rumiz et al., 2010).



Foto N° 1 Venado Cola Blanca peruano (Odocoileus virginianus peruvianus)

( R.Elias, 2015), El Venado Cola Blanca es uno de las nueve especies de cérvidos
reportadas para el Peru; es el Unico del género de Odocoileus en nuestro pais, con
un amplio rango de distribucién que va a lo largo del litoral, desde Piura hasta

Tacna.

Esta especie no figura en la lista de especies en peligro de extincién en el Peru
(Ministerio de Agriculturay Riego, 2014) y el mundo (Gallina & Lopez Arevalo,
2016) de acuerdo a la Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
(IUCN). Sin embargo su poblacion se ha visto reducida debido a la caza furtiva del
cual es objeto. Actualmente es una especie silvestre protegida por el estado en
Parques Nacionales de Cerros de Amotape (Tumbes y Piura), Cutervo
(Cajamarca), Huascaran (Ancash), Manu (Cusco y Madre de Dios), Tingo Maria

(Huanuco), Yanachaga Chermillén (Pasco); Reservas Nacionales de Calipuy (La



Libertad), Lachay (Lima), Salinas y Aguada Blanca (Arequipa) y Santuario Historico

de Machupicchu (Cusco) (Club de Caza Pescay Turismo, 2010).

3.2.2 Descripcién morfolégica del Venado Cola Blanca

( Velazquéz, J. (2011), .nos indica que el Venado Cola Blanca peruano
(Odocoileus virginianus peruvianus) presenta un dimorfismo sexual, al igual que la
mayoria de los venados del Género Odocoileus; donde los machos presentan
cornamenta y las hembras no. Las astas del macho, consisten en una rama central
encorvada hacia adelante con puntas individuales vertical y ramificada. Las
cornamentas empiezan a formarse a partir de 2 pequefias protuberancias en el
craneo, al crecer, éstas se cubren por un terciopelo, se endurecen y comienzan a
ramificarse. Finalmente, el terciopelo se cae y asi la cornamenta queda completa,
permanece durante una parte del afio y después se les cae y se renuevan en el
invierno, después del apareamiento; cada temporada tiende a incrementar su
tamafio, por lo que las dimensiones y la forma son indicadores de la edad y la

dominancia de los machos ( Velazquéz, J. (2011).

Otra caracteristica de esta especie es que el color del cuerpo es café grisaceo en
el invierno y café rojizo en el verano, con el vientre blanco (Baker, 1984; Rumiz et
al., 2010). Pero excepcionalmente el Venado Cola Blanca peruano (O. virginianus
peruvianus) no cambio de color de manto durante las estaciones (Hewitt, 2011;
Quispirimachi, 2014). El Venado Cola Blanca mide incluida la cola entre 1,60 y
2,20 m de largo, y tienen una alzada a la cruz de 0.80 a 1 m. El peso de los animales
a partir de un afio de edad en adelante puede variar en machos de 36 a 57 kg. y en
hembras de 27 a 45 Kg (Gallina et al., 2010). Las patas anteriores y las posteriores

son de igual longitud por lo que la espalda se observa recta y horizontal a diferencia
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de otras especies del género. Posee glandulas odoriferas alrededor de los ojos, en

la frente y en las patas Guano, M. (2016).

(Ruiz-Garcia et al., 2009) en un trabajo de investigacion de variabilidad genética
en ciervos neotropicales, evaluados con marcadores microsatélites, demostré que
hay un alto polimorfismo y variabilidad genética en ciervos neotropicales como el
Venado Cola Blanca, los cuales varian en y entre, las diferentes Regiones

geograficas de procedencia de los venados.

3.2.3 Etologia del Venado Cola Blanca (O. virginianus peruvianus)
(Garcia Vasquez, 2016), describe que el Venado Cola Blanca presenta un patron

de actividad marcado durante las primeras horas del dia y durante el crepusculo,
sin embargo gran parte de su actividad esta determinada por el sexo, edad, época
reproductiva, presencia de depredadores, disponibilidad de recursos y actividades
humanas. Si bien los Venados Cola Blanca viven en grupos familiares, formando
manadas de 15 a 20 venados, donde se puede observar dos grupo sociales
basicos: grupo familiares formado por madres (matriarcado) y el grupo fraternal
formado por machos adultos y ocasionalmente por machos jévenes; pero en los

andes peruanos se les pueden observar solitarios o en pares.

nos indica que Las astas que los machos desarrollan y se renuevan
periodicamente, sirven a los machos adultos como atractivo y las utilizan para
pelear durante la época de apareamiento, cuando compiten por las hembras. Utiliza
las glandulas odoriferas conjuntamente con la orina para comunicarse, marcar el
territorio, atraer al sexo opuesto y como sefial de peligro. Cuando se siente
amenazado, corre con la cola levantada para ponerse a cubierto. Se cree que el

destello blanco actua como sefial visual de alarma para otros ciervos.
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La condicion de rumiante del Venado Cola Blanca le permite alimentarse de hojas
y frutos, ademas de material vegetal de origen lefioso. Su tracto digestivo se
encuentra adaptado a esos habitos alimentarios con reticulo y abomaso mas
grandes y proporcionados en relacion al tamafio del rumen y el omaso, con
glandulas salivales mas desarrolladas y mejor adaptadas al consumo de materia
vegetal rica en azucares disueltos, taninos y otros compuestos quimicos de las

plantas lefiosas (Gallina et al., 2010; Rumiz et al., 2010).

3.2.4 Taxonomia del Venado Cola Blanca (O. virginianus peruvianus)

El Venado Cola Blanca peruano (O. virginianus peruvianus) fue descrito
originalmente por el zodlogo britAnico John Edward Gray en el afio 1874. El
Venado Cola Blanca también denominado Lluichu (Gallina et al., 2010) pertenece
a la familia de cérvidos mas numerosa de los artiodactilos a nivel mundial, estos
animales se caracterizan por tener dos pezuiias funcionales en cada extremidad
(Rumiz et al., 2010), la clasificacion taxonémica del Venado Cola Blanca peruano

(O. virginianus peruvianus) se puede observar en el cuadro 1.
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Cuadro N° 1 Clasificacion taxondmicadel Venado Cola Blanca (O. virginianus

peruvianus)

Reino Animalia
Filo Chordata
Subfilo Vertebrata
Clase Mammalia
Orden Artiodactyla
Familia Cervidae
Género Odocoileus

Especie O. Virginianus
Subespecie O. Virginianus peruvianus (Gray, 1874)

Fuente: Adaptado de (Garcia Vasquez, 2016).

El nombre cientifico del Venado Cola Blanca proviene de Odous = diente y koilos =
hueco o vacio “diente vacio” en alusion a que esta especie posee dientes
ahuecados Santiago, D. (2012). El Venado Cola Blanca carece de caninos e
incisivos superiores. Los incisivos inferiores, son seis y estan bien desarrollados,
forman una fila semicircular que se adapta perfectamente a la almohadilla cérnea
superior para cortar la hierba. Los molares (en forma de media luna) presentan cada
uno cuatro islotes de marfil rodeados de esmalte en la superficie de desgaste, para
proveer al animal de una trituracion completa del alimento (Gallina et al., 2010;

Rumiz et al., 2010; Santiago, D. 2012; Smith, 1991).
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La Formula dentaria del Venado Cola Blanca peruano (O. virginianus peruvianus)

es.

(10/3,C0/1, PM 3/3, M 3/3) 2 =32

| (incisivos), C (caninos), PM (premolares), M (molares)

Sumando en total de 32 piezas dentales, no presenta la glandula metatarsal

(Gallina et, al. 2009).

3.2.5 Distribucion Geografica y Habitad

El Venado Cola Blanca se distribuye desde el sur de Canada hasta el norte de Chile
y Bolivia (Garcia Vasquez, 2016),, &rea en donde se han registrado 38 subespecies
(ver cuadro 2), dentro de los cuales se encuentra el Venado Cola Blanca peruano
(O. virginianus peruvianus), el cual tiene un amplio rango de distribuciéon por el
territorio peruano, que va a lo largo del litoral, desde Piura hasta Tacna (Elias,
2015). Sin embargo su distribucion ,geografica abarca méas alld de la frontera
peruana, por el norte: Ecuador, Colombia y por el sur: Bolivia y chile (Rumiz et al.,

2010; Smith, 1991),como se aprecia en la figura 1.
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Figura 1 Distribucién en el Peru del Venado Cola Blanca (O. virginianus
peruvianus)

Fuente: Adaptado de Smith, (1991), color marron del mapa muestra la
distribucion geografica del Venado Cola Blanca (O. virginianus
peruvianus).

En el Perd, la especie esta presente tanto en los bosques secos del Noroeste
peruano, como en los valles de las vertientes occidentales a lo largo de los Andes
peruanos y los valles interandinos. No es frecuente en la ceja de selva y frecuentan
temporalmente las punas, los paramos, las lomas costaneras y las partes bajas de
los valles de la vertiente occidental de los Andes (estos Ultimos durante las épocas
propicias: invierno en el caso de las lomas y épocas de lluvias intensa y por lo tanto
vegetacion en el segundo caso). Existen algunos reportes de Odocoileus en la selva
alta, pero faltan estudios mas completos de su presencia en estos habitats (Club

de Caza Pescay Turismo, 2010).

Actualmente es una especie silvestre protegida por el estado en Parques

Nacionales, desde Cerros de Amotape, en Tumbes y Piura, Cutervo en Cajamarca,
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Huascaran en Ancash, Manu en Cusco y Madre de Dios, Tingo Maria en Huanuco,
Yanachaga Chermillén en Pasco; Reservas Nacionales de Calipuy en la Libertad,
Lachay en Lima, Salinas y Aguada Blanca en Arequipa; Santuario Histérico de

Machupicchu en Cusco (Club de Caza Pescay Turismo, 2010).

El area de actividad del Venado Cola Blanca peruano (O. virginianus peruvianus)
es muy variable; sin embargo, se ha podido identificar que el promedio del tamafio
de las &reas que ocupan las hembras es de 518 ha, y de 1,057 ha para los machos,
mientras que su zona nucleo es de 189 ha y 447 ha, respectivamente. El area de
actividad puede variar de acuerdo con la calidad y disponibilidad de recursos

alimenticios Arenas, P. (2011).
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Cuadro N° 2 Listado de Subespecies del O. Virginianus y su distribucion
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Geografica.

Subespecies

. acapulcensis (Caton, 1877)

. boreal (Miller, 1990)

. cariacou (Boddaert, 1784)

. carminis (Goldman y Kellogg, 1940)

. chiriquensis (J. A. Allen, 1910)

. clavium (Barboyr & Allen, 1922)

. couesi (Coues y Yarrow, 1875)

. curassavicus (Hummelinck, 1940)

. dacotensis (Goldman y Kellogg, 1940)
. goudotti (Gay & Gervais, 1846)

. gymnotis (Wiegmann, 1833)

. hiltonensis (Goldman y Kellogg, 1940)
. leucurus (Douglas, 1829)

. macrourus (Rafinesque, 1817)

. mcilhennyi F. W. (Miller, 1928)

. margaritae (Osgood, 1910)

. mexicanus (Gmelin, 1788)

. miquihuanensis (Goldman y Kellogg, 1940)
. nelsoni (Merriam, 1898)

. nigribarbis (Goldman y Kellogg, 1940)
. Oaxacensis (Goldman y Kellogg, 1940)
. v ochrourus (Bailey, 1932)

Osceola (Bangs, 1896)
peruvianus (Gray, 1874)

. rothschildi (Thomas, 1902)

. seminolus (Goldman y Kellog, 1940)

. sinaloae (Allen, 1903)

. taurinsulae (Goldman y Kellogg, 1940)
. texanus (Mearns, 1898)

. thomasi (Merriam, 1898)

. toltecus (Saussure, 1860)

tropicalis (Cabrera, 1918)

. nemoralis (Hamilton-Smith, 1827)

. ustus (Trouessart, 1910)

. venatorius (Goldman y Kellogg, 1940)
. veraecrucis (Goldman y Kellogg, 1940)
. virginiana (Zimmermann, 1780)

. yucatanensis (Hays, 1872)

Localidad de distribucion

Acapulco, Guerrero, México

Booksport, Maine, EE.UU

Guayana, Guayana francesa costera

Sierra del Carmen, norte de Coahuila, México
Boquerdn, Chiriqui, Panama

Big Pine Key, Florida, EE.UU

Rancho Santuario, el noroeste de Durango, México
Isla de Curazao, Venezuela

Rio Tierra Blanca, Mountrail, Dakota del Norte, EE.UU
Andes montafiosos de Colombia y Venezuela
Guayana Britanica, llanos de Colombia y Venezuela
Condado de Beaufort, Carolina del Sur, EE.UU

Los distritos adyacentes del rio Columbia, EE.UU
Mer Rouge, condado de Morehouse, Luisiana, EE.UU
Isla de Avery, Iberia Parish, Louisiana, EE.UU

Isla Margarita, Venezuela

Valle de México, México

Suroeste de Tamaulipas, México

San Cristdbal, tierras altas de Chiapas, México
Condado de Mclntoch, Georgia, EE.UU

Oeste de Oaxaca, México

Coolin, extremo sur de Priest Lake, Idaho, EE.UU
Citronelle, el condado de Citrus, Florida,
Ceuchupate, Peru

Isla de Coiba, Veraguas, Panama

Condado de Collier, Florida, EE.UU

Escuinapa, sur de Sinaloa, México

Condado de Charleston, Carolina del Sur, EE.UU.
Fortaleza Clark, el Condado de Kinney, Texas, EE.UU.
Huehuetan, Chiapas, México

Orizaba, Veracruz, México

La Maria, en el Valle del Dagua, Colombia

América Central, Golfo de México a Surinam

El Pelado, norte de Quito (4.100 m), sur de Colombia
Condado de Beufort, Carolina del Sur, EE.UU.

Chijol, el norte de Veracruz, México

Wisconsin, EE.UU

Yucatan y el sur de México

Fuente: Adaptado de Gallina et al., (2010); Guano, (2016) y Hewitt, (2011)
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3.3 REPRODUCCION DEL VENADO COLA BLANCA

3.3.1 Fisiologia reproductiva del macho

El Venado Cola Blanca es una especie poliéstrica estacional. En las zonas
templadas la reproduccién ocurre durante una estacion del afio y esta controlada
por el fotoperiodo. Esta caracteristica cambia conforme las poblaciones se
distribuyen en zonas templadas calidas o tropicales, siendo en este ultimo caso,
menos marcada la estacionalidad y esta mas relacionada con el crecimiento y
disponibilidad de alimento que del fotoperiodos (S. Juarez,2012), Sin embargo,
debido a su amplia distribucién, la estacionalidad de esta especie es sumamente

flexible y esta relacionada con la latitud Arenas, P. (2011).

En cuanto al ciclo reproductivo del Venado Cola Blanca (O. virginianus peruvianus),
inicia con la caida del terciopelo termina en promedio a finales de Abril 0 inicios de
Mayo. El cortejo o empadre puede ocurrir desde la limpieza de las astas hasta
mediados de Junio (inicios de Julio) lo que significa que las crias estaran naciendo
desde inicios de Diciembre hasta probablemente avanzado Enero. Cuando las
condiciones climaticas varian, como por ejemplo cuando se presentan sequias (a
veces muy severas) este calendario se altera, pero aln no se cuenta con
informacion validada acerca de la magnitud de los adelantos o atrasos (Club de

Caza Pescay Turismo, 2010).
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Caida de astas
(Mayo)

Figura 2 Ciclo reproductivo del Venado Cola Blanca.

Fuente: Adaptado de (S. Juarez, 2012)

Los ciclos enddcrinos de secrecion hormonal en los venados han sido identificados
como indicadores directos de la actividad reproductiva. Los cambios morfolégicos
y de comportamiento tanto en hembras y machos en el Venado Cola Blanca y de
otras especies, estan directamente relacionados a los niveles séricos de
gonadotropinas (estrégenos y progesteronas, testosterona y otras hormonas
androgénicas respectivamente). La melatonina constituye la hormona “maestra”
que controla la actividad del reloj biolégico de la reproduccion en el Venado Cola
Blanca (S. Juarez, 2012), Los machos alcanzan la madurez sexual
aproximadamente a los 1.5 afios de edad, la aparicion de la pubertad se ve reflejada
por el estado fisiologico, el cual esta influenciado por la nutricién y alimentacion

(Smith, 1991).
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3.3.2 Anatomia reproductiva del macho

La anatomia reproductiva de un mamifero macho, estad formado por testiculos,
préstata, pene, uretra, los 6rganos sexuales secundarios, que estan compuestos
por la via seminal de los espermatozoides para la maduracion y transporte,
ademas, estan compuestos por un grupo de glandulas accesorias y por los

genitales externos, que permiten el apareamiento con hembras durante el estro.

3.3.2.1 Testiculos.
(S. Juarez, 2012), Los testiculos tienen dos funciones baésicas: 1) producir y

secretar la testosterona e inhibina y 2) producir espermatozoides a través de la
espermatogénesis. Para que los espermatozoides se produzcan se deben cumplir
antes tres eventos enddcrinos: a) secrecién adecuada de la hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH); b) la secrecion de la hormona luteinizante (LH) y la foliculo
estimulante (FSH) por la pituitaria anterior y c) secrecion de los esteroides

gonadales (testosterona y estrogenos.

3.3.2.2 El epididimo
El epididimo esta constituido por un conducto Unico arrollado por el tejido conectivo

que se introduce entre las fluctuaciones del mismo y por la tdnica que envuelve el
conjunto. Las cuatro funciones principales del epididimo son el transporte de
espermatozoides, el desarrollo de la motilidad de los espermatozoides, el desarrollo
de la capacidad fertilizante de los espermatozoides y la creacion de un ambiente
luminal especializado y propicio para el proceso de maduracion a través de las
actividades de absorcién y secrecion del epitelio epididimario (Robaire et al., 2006).
El epididimo se divide en tres zonas: cabeza proximal, cuerpo intermedio y cola
distal. La cabeza del epididimo que esta firmemente unida con los testiculos,

ingresan los conductillos eferentes del testiculo para reunirse en el conducto del
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epididimo. El conducto densamente contorneado, forma en primer lugar el cuerpo
del epididimo, esta situado en posicion caudal o dorsal con respecto al contorno

longitudinal medial del testiculo.

3.3.2.3 Glandula Vesicular
La glandula vesicular es una de las glandulas genitales accesorias, que esta

presente en todos los mamiferos domésticos macho (excepto en perros y gatos).
En los rumiantes y en el caballo el conducto excretor de esta glandula se une un
poco antes de su desembocadura con el conducto deferente para formar el

conducto eyaculador.

3.3.2.4 PriGstata
Esta situada sobre el cuello de la vejiga y el nacimiento de la uretra, a la que se

abre mediante varios conductos excretores. La secrecidn prostatica contiene
fosfatasas acidas, protidos, lipidos y hexosas. La activacion de los espermatozoides
y el aumento de su motilidad por medio de la secrecion prostatica dependen de
varias enzimas mucoliticas y de otras, unas no muy bien identificadas que permiten
el mantenimiento de la viabilidad de los espermatozoides. La prostata es una
glandula genital accesoria presente en todos los mamiferos macho, formada por un
segmento situado en la pared pélvica de la uretra, y un segundo segmento, ubicado

exteriormente a la uretra.

3.3.2.5 Pene
El pene es el érgano masculino de la copula y comprende tres partes diferentes: el

glande (extremo libre), el cuerpo intermedio (contiene los cuerpos cavernosos) y
las raices insertadas en el arco esquelético de la pelvis. El pene se origina con dos
pilares en el arco isquiatico, los dos pilares del pene se unen y junto con el bulbo

del pene forman la raiz del pene, en cuyo extremo se encuentra el glande, el pene
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sigue un trayecto craneal, adosado a la pared ventral del abdomen, para finalizar

caudalmente con respecto al ombligo.

3.4 METODOS DE COLECCION SEMINAL EN VENADOS

La obtencion de semen, en la mayoria de los casos, tiene el propdsito de ser
evaluado y utilizado en la reproduccion asistida de las especies, y para la seleccion
de sementales por su potencial reproductivo. Existen varias técnicas para la
obtencion de semen por eyaculacion en pequefios rumiantes, siendo las mas
empleadas: vagina artificial (VA), por electroeyaculacion, y la colecta post-coital.
Sin embargo, en especies silvestres como los cérvidos, las técnicas de
recuperacion seminal se restringe a la electroeyaculacion (Arenas, P. 2011;
Santiago, D. 2012) y a la coleccién seminal postmortem (Esteso et al., 2006;

Martinez-Pastor, 2004; Pefa, 2013; Soler et al., 2005; Velazquéz, 2011).

3.4.1 Coleccion seminal postmortem

La coleccion seminal postmortem es una técnica reciente y que su aplicacion como
método de coleccién seminal se esta generalizada en animales silvestres como el
Venado Cola Blanca Arenas, P. (2011), ya que es una especie cinegética, de tal
modo que después de su muerte se extraen los testiculos conjuntamente con la
envoltura escrotal, se ligan sus comunicaciones respectivas con los conductos
deferentes y uretra y se mantienen en refrigeracion (5°C) hasta su posterior
recuperacion del contenido seminal. EI mayor inconveniente es la recoleccion del
eyaculado incompleto por ausencia de secreciones de las glandulas accesorias

(Martinez-Pastor, 2004).

La mejor fuente de gametos masculinos en muestras postmortem, en caso de poder
optar a ella, es la cola del epididimo (Martinez-Pastor, 2004). El epididimo es un

tubo largo y contorneado que conecta los vasos eferentes, a la salida del testiculo,
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con el conducto deferente. Su funcion es sumamente importante, ya que los
espermatozoides sufren un proceso de maduracidon durante el trayecto
epididimario. Aungue nos encontramos con una limitada funcionalidad a la salida
del testiculo, en la cola del epididimo los espermatozoides son casi equivalentes a
los del eyaculado, aunque no hayan completado su evolucién funcional y

morfolégica (Robaire et al., 2006).

Martinez-Pastor et al., (2005) en trabajos realizados en venados rojo ibérico
concluyen, que la motilidad es el pardmetro que mas se ve afectado en la
evaluacion de los espermatozoides provenientes de la cola del epididimo, conforme
aumenta gradualmente el tiempo postmortem. Sin embargo el mismo autor
(Martinez-Pastor, 2004) en un estudio realizado en espermatozoides epididimario
del ciervo rojo ibérico (Cervus elaphus hispanicus), comparé dos métodos de
recuperacion del espermatozoide de la cola del epididimo (por lavado y por cortes
del epididimo), quien recomienda la recuperacion del espermatozoide por el lavado
del conducto epididimario, ya que muestra menor contaminacion y mejor calidad

espermatica.

3.4.2. Coleccion seminal por electroeyaculacién

(Velazquéz, 2011), En animales no acostumbrados al manejo humano es necesario
recurrir a la obtencién de semen mediante técnicas de electroeyaculacion bajo
anestesia. Esta técnica es segura, con riesgos minimos, y se ha empleado ya en
muchas especies animales. Con ungulados no se ha encontrado inconveniente
alguno y se ha utilizado en forma reiterada sobre los mismos machos sin
consecuencias negativas, lo cual es importante ya que interesa realizar
recolecciones repetidas de cada macho con el fin de conservar un elevado nimero

de muestras para su utilizacion futura.
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(Arenas, P. 2011), Para la obtencion del semen en venados, se ha utilizado
electroeyaculadores con polos de anillos como los que se emplean en ovinos y
caprinos. Hay reportes que con un voltaje de 75 a 200 milivolts se puede obtener la
eyaculacion en un venado. Para la obtencién de semen de venado, empleando un
electroeyaculador, éste debe ser inmovilizado con la inyeccidon de mezclas de

sustancias como la Xilacina con Ketamina.
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Cuadro N° 3 Métodos de coleccion de semen en cérvidos por autores.

Método Especie Referencia

., . . S Martinez-Pastor, (2004)
Coleccion seminal Ciervo rojo ibérico Martinez-Pastor et al
postmortem (Cervus elaphus hispanicus) "

(2005)

Coleccibn seminal Ciervo rojo ibérico
postmortem (Cervus elaphus hispanicus) Soler etal., (2005)
Coleccion seminal Venado Cola Blanca .
postmortem (Odocaoileus Virginianus couesi) Velazquez, (2011)
Coleccion seminal Ciervo rojo ibérico ~
postmortem (Cervus elaphus hispanicus) Pefia, (2013)
Coleccibn seminal Ciervo rojo ibérico
postmortem (Cervus elaphus hispanicus) Esteso et al., (2006)
Coleccion seminal Taruka o .
postmortem (Hippocamelus antisensis) Quispirimachi, (2014)
Electroeyaculacion Venado Cola Blanca :
(EE) (Odocaoileus Virginianus) Santiago, (2012)

Venado Cola Blanca
(Odocoileus Virginianus Arenas, (2011)
miquihuanensis)

Electroeyaculacion
(EE)

Fuente: Elaboracion propia

3.5 TECNICAS DE VALORACION SEMINAL Y CALIDAD ESPERMATICA

La valoracién del semen se realiza inmediatamente después de la coleccién
(electroeyaculacion o postmortem), el cual comprende una valoracion
macroscopica visual del aspecto del eyaculado y del volumen. Procediendo con la
valoracién microscopica subjetiva de la motilidad del esperma, la morfologia de los
espermatozoides con defectos obvios, como una medida indirecta de la viabilidad
y la normalidad espermatica, que se debe de realizar antes de su procesamiento
(Lavara et al., 2003). Segun varios autores (Brun et al., 2002; Castellini &
Lattaioli, 1999) la evaluacion de semen debe proporcionar informacion sobre la
capacidad fecundante del espermatozoide. Dentro de los parametros mas

importantes relacionados con la fertilidad esta el nimero de espermatozoides
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inseminados y la motilidad. Sin embargo estas caracteristicas seminales se ven
afectados por muchos factores (raza, alimentacion, estado de salud, condicién de
crianza, la estacion y la frecuencia de coleccion), generando variabilidad en las
caracteristicas seminales evaluados (Alvarifio, 2000).

El espermiograma clasico se centra en vigilar eyaculados con porcentajes de
motilidad superiores al 70%, normalidad acrosomica superior al 80%, gota
citoplasmatica inferior al 10% y espermatozoides anormales inferior al 15%. El
espermiograma clasico comprende técnicas de analisis macroscopicos (volumen,
color y apariencia), y microscépicos (motilidad, viabilidad, concentracion,
morfologia, reaccion acrosdmica, test de endosmosis) los cuales se pueden evaluar
en muestras frescas o fijadas, dependiendo del parametro seminal a valorar

(Rodriguez,M. 2016).

Lavara, (2013), clasifica la evaluacion seminal en caracteristicas de cantidad
(volumen y concentracion) y calidad espermatica (motilidad, vitalidad, morfologia y

morfometria, test de endosmosis, estado acrosomal, indice de fragmentacion).

3.5.1 Caracteristicas de cantidad y produccién seminal

(Lavaraet al., 2011),Dentro de las caracteristicas de cantidad y produccion seminal
se incluyen el volumen seminal (ml), concentracion espermatica (10% spz/ml) y
produccion espermatica (108 spz/eyaculado), el volumen seminal y la concentracion
espermatica definen la produccién espermatica, y por lo tanto la cantidad de dosis

a obtener de la muestras de semen colectados (Lavara et al.,2011).

3.5.2 Caracteristicas de calidad espermatica.
La evaluacion de los parametros de calidad espermatica es un procedimiento

indispensable que tiene que ser incluido en el espermiograma clasico, ya que estos
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parametros nos aproximan a predecir la capacidad fecundante del espermatozoide
y por lo tanto del macho (Lavara et al., 2013; Quintero-Moreno, 2003). Las
caracteristicas de calidad espermatica incluyen motilidad (% de motiles
progresivos), vitalidad (% de spz vivos/muertos), morfologia (% de spz normales),
morfometria (contempla distintas variables de la cabeza del spz), test de
endosmosis (% de spz con cola enrrollada) e indice de fragmentacion espermatica
(% de spz con fragmentacion espermatica). En espermiogramas cotidianos las
caracteristicas que definen la calidad espermética es la motilidad y la vitalidad

espermatica (Lavara et al., 2012).

3.5.2.1 Motilidad
La motilidad es una condicion indispensable para que las células esperméticas

sean capaces de atravesar el moco cervical y llegar al sitio de fecundacion, siendo
finalmente necesaria la presencia de movimientos vigorosos del flagelo para que el
espermatozoide pueda penetrar en la zona pelucida del ovocito, de ahi que la
motilidad sea una de las caracteristicas mas importantes para determinar la calidad
del esperma (Brugo.Santiago et al., 1995). Los espermatozoides de los mamiferos
constan basicamente de dos partes con distintas funciones (cabeza y cola). La
cabeza contiene el material genético (ADN) y el acrosoma, que cubre los dos tercios
anteriores de la cabeza. La cola a su vez se divide en tres segmentos: la parte
intermedia, principal y terminal. La cola es el mecanismo cinético del
espermatozoide, y su funcion es la de otorgar flexibilidad, direccion y la energia

necesaria para el movimiento Mortimer,S. (2000).

La motilidad de los espermatozoides esta ligada al metabolismo energético y la
capacidad de movilizacidén de las reservas energéticas. Por ello, la valoracion del

semen ha de ser efectuado lo mas rapido posible tras su recuperacion, teniendo en
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cuenta de que todo el material usado debe de estar en condiciones de normocinesis
(temperatura de 37°C). Adicionalmente, se pueden evaluar la motilidad individual
del espermatozoide, donde varias técnicas han sido desarrolladas, siendo los
sistemas conocidos como analizadores de semen asistido por ordenador
(CASA=Computer Assisted Sperm Analysis) realizan un analisis automatico de
imagenes digitales. Ademas incluyen nuevos parametros cinéticos del movimiento
espermatico como: velocidad curvilinea (VCL), velocidad rectilinea (VSL), velocidad
media (VAP), indice de linealidad (LIN), indice de rectitud (STR), indice de
oscilacion (WOB), amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza (ALH),
frecuencia de batida de la cabeza (BCF) (ver figura 3) . De esta manera se reduce
la variabilidad del efecto humano en las estimas del porcentaje de los

espermatozoides matiles y se predice mejor su capacidad fecundante.

VCL

Figura 3. Pardmetros cinéticos de motilidad obtenidos por el sistema CASA

Fuente: Rodriguez,M. (2016)
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No se tienen reportes sobre la motilidad espermatica en el Venado Cola Blanca
peruano (O. virginianus peruvianus), pero si hay reportes sobre la motilidad

espermética en ciervos ibéricos, que se muestran el cuadro 4.

Cuadro N° 4 Parametro de la cinética del espermatozoide epididimario del

ciervo rojo

Media + Desviacion

Parametro estandar Rango
Velocidad Curvilinea-vVCL 111,0 + 19,6 67.1—170.9
(um/s)

Velocidad Rectilinea-VSL 60,2 + 19,2 14,7 — 140,2
(um/s)

Velocidad Media-VAP (um/s) 82,3 £20,7 27,7 —155,7
indice de Linealidad-LIN (%) 62,2 + 10,2 22,2 -86,0
indice de Rectitud-STR (%) 81,4+7,7 45,3 - 94,7
Amplitud del desplazamiento

lateral de la cabeza del 3,8+£0,7 25-7,0
espermatozoide-ALH (pm)

Frecuencia de Batida de la 132412 10,4 — 22,0

Cabeza-BCF (Hz)

Fuente: Pefia, (2013)

3.5.2.2 Integridad de la membrana plasméatica del espermatozoide (vitalidad)
La prueba de vitalidad se utiliza para determinar la presencia de espermatozoides

vivos, diferenciandolos de los muertos. Dentro de las pruebas de la vitalidad se
incluyen la evaluacion de la integridad de la membrana plasmatica, los test de
endosmosis y test de resistencia térmica. La evaluacion de la vitalidad espermatica
normalmente se basa en el analisis de la integridad de la membrana plasmética de
los espermatozoides, debido a que la membrana del espermatozoide juega un
papel importante durante todos el proceso de la fecundacion (durante la
capacitacion, reaccion acrosdmica y union del espermatozoide a la superficie del

ovulo), por ello es importante que esté intacta y funcionalmente activa y puede ser
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un indicador util de la capacidad fecundante de espermatozoide (Jeyendran et al.,

1984).

Dicho analisis se realiza mediante el uso de tinciones u fluorocromos combinados
gue son evaluados en microscopio de campo claro o el uso de microscopio de
fluorescencia respectivamente. Dentro de la combinacion de fluorocromos, uno de
ellos sb6lo es capaz de atravesar las membranas plasméticas dafiadas o
degeneradas, y por tanto, permite identificar la células muertas o en proceso de
degeneracion, mientras que el otro es capaz de atravesar todas las membranas y
por tanto permite identificar la poblacion de células viables. La combinacién mas
comun de fluorocromos utilizados para las evaluaciones de integridad de la
membrana es el SYBR-14y el loduro de Propidio (Pl). En esta doble tincion, el ADN
de espermatozoides viables emiten fluorescencia verde, mientras que aquellos con
membrana plasmatica dafiada (muerta) emite fluorescencia roja. Este
procedimiento ha sido aplicado con éxito en diferentes especies de ganado (Garner

& Johnson, 1995).

3.5.2.3 Morfologia y morfometria espermatica
Ademas de poseer motilidad, concentracibn y viabilidad aceptable, los

espermatozoides han de ser morfolégicamente normales. La morfologia de los
espermatozoides refleja la salud de los tubulos seminiferos y en cierto grado del
epididimo. La morfologia espermética aceptable, donde la fertilidad no se ve
afectada, es alrededor del 20% a 25% de anormalidades o que mas del 70% de los
espermatozoides posean morfologia normal (Gravance et al.,, 1998). Las
anormalidades morfoldgicas de los espermatozoides pueden ser primarias (debido

a fallas en la espermatogénesis); Secundarias (ocurren durante el paso de los
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espermatozoides por el epididimo) y Terciaria (durante o después de la

eyaculacién, y por el manejo inadecuado de la muestra).

Cualquier morfoanomalia (primaria o secundaria), si afecta a un nimero elevado
de espermatozoides, puede llegar a comprometer la fertilidad del semen. Por
ejemplo, si una dosis seminal tiene una motilidad espermética del 50%, y 30% de
espermatozoides con gota citoplasméatica proximal Martin, S. (1990), esta alta
incidencia de morfoanomalia repercutird negativamente en la fertilidad, pese a la
buena motilidad del eyaculado. La valoracion del nimero de espermatozoides con
morfoanomalias en un espermiograma cotidiano se debe de realizar de las
morfoanomalias mas frecuentes y facilmente observables como: cabezas sueltas,
colas enrolladas, gota citoplasméatica proximal, macrocéfalos, microcéfalos, doble
cabeza y doble cola. Se pueden evaluar en muestras fijadas (con glutaraldehido o
formaldehido) mediante microscopio de contraste de fases positivo o de contraste

diferencial de interferencia.

La morfometria espermatica es un andlisis objetivo de la morfologia de la cabeza
del espermatozoide y puede abarcar a la pieza intermedia del espermatozoide, en
la que se utlizan programas informéaticos como el CASA. Estos sistemas
computarizados permiten estimar la forma del espermatozoide (cabeza), derivando
una serie de nuevos parametros que se muestra en el cuadro 5. Sin embargo es
necesario establecer los protocolos y condiciones Optimas de evaluacion de las
muestras (como tipo de tincion utilizado), para poder disminuir las variaciones de

los resultados obtenidos.
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Cuadro N° 5 Parametros de morfometria espermaética.

Cabeza Pieza intermedia (P.l) callzboer;na?fgr?n:ﬁla
Largo (L) (um) Nivel De Gris (%) Elipticidad .1.1 L/W
Ancho (W) (um) Anchura de la P.I Rugosidad 4mA/P?
Area (A) (um?) Area De la P.| Elongacion  (L-W)/(L+W)

Perimetro (P) (um) Distancia de insercion de la P.I. _
- Regularidad nLWI/4A
% de Acrosoma Angulo de Insercién de la P.1

Fuente: Adaptado de Soler et al., (2005)

La evaluacion de la morfometria espermética es una parte esencial dentro del
espermiograma cotidiano en especies como ciervos rojo ibérico (Esteso et al.,
2006; Soler et al., 2005), tarukas (Quispirimachi, 2014), llamas (Casaretto et al.,
2011; Rodriguez,M. 2014), alpacas (Buendia et al., 2002), cabras (Gravance et
al., 1995), ovinos (Gravance et al., 1998; Yéniz et al., 2012), cerdos (Kondracki
et al., 2005) y Venados Cola Blanca (Meisner et al., 2005) (Ver cuadro 6), ya que
una disminuciébn en el porcentaje de espermatozoides normales esta

correlacionado con una disminucion de la fertilidad del reproductor.
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Cuadro N° 6 Morfométrica de la cabeza del espermatozoide de diferentes

especies
, Area Largo Ancho Perimetro
Autor Especies
(um2) (um) (um) (um)
. Venado Cola
Meisner et al., (2005) Blanca 56-7,0 2,8-3,6
Soler et al., (2005) Ciervo rojo 326+£240 820,44 4,7 +0,26 22,8 £0,90
Quispirimachi, Taruka 235+2,33  7,2+0,49 39+0,27 22,7 +1,99

(2014)

Fuente: Elaboracion propia

3.6 SISTEMAS COMPUTARIZADOS PARA EL ANALISIS ESPERMATICO

La motilidad, Vitalidad, Morfologia y Morfometria espermatica, que anteriormente
se evaluaban de una manera subjetiva, actualmente se puede realizar mediante el
uso de equipos computarizados de andlisis esperméatico llamado equipos CASA
(Computer Assisted Sperm Analysis), la implementacién de estos métodos
informaticos atendian en gran parte el factor subjetivo del analisis seminal y

garantiza una mejor correlacién con la capacidad fecundante del espermatozoide.

Quintero-Moreno, (2003), indica que los sistemas computarizados de analisis
espermatico estan en el mercado desde hace décadas, menciona a Dott y Foster,
(1979), quienes fueron los primeros en proponer los sistemas CASA (Computer
Assisted Sperm Analysis), estos sistemas se basan en la toma de fotografias
sucesivas y medicion de imagenes, donde se pueden evaluar los parametros
seminales: Motilidad, Concentracion, Morfologia, Morfometria, Vitalidad vy
determinar los indices de Fragmentacién del ADN Espermatico. También menciona

a Mortimer,S. (2000), quien sefala que los sistemas CASA establecen de una
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manera efectiva medidas cuantitativas del espermatozoide de forma individual y
conjunta; con este tipo de analisis se obtiene medidas correctas y predictivas de las
caracteristicas seminales. Actualmente existen varios tipos de CASA en el
mercado que realizan andlisis de semen en tiempo real; uno de ellos es el ISAS
CASA con mas de 25 afios en el mercado el cual posee un software completo de
analisis de semen. Estos sistemas CASA cuentan con varias modulos de andlisis
espermatico (modulo de motilidad, concentracién, morfometria, vitalidad y

fragmentaciéon del ADN espermaético).

3.6.1 Caracteristicas seminales que evalla el ISAS

3.6.1.1 Motilidad y concentracidén espermatica

(Mortimer,S. 2000), varias técnicas han sido desarrolladas para valorar la motilidad
individual. Los sistemas conocidos como analizadores de semen asistido por
ordenador (CASA) han sido desarrollados utilizando analisis automéatico de
imagenes digitales. Ademas incluyen nuevos parametros cinéticos del movimiento
espermatico (ver cuadro 7). De esta manera se reduce la variabilidad del efecto
humano en las estimas del porcentaje de los espermatozoides métiles y se predice

mejor su capacidad fecundante (Mortimer,S. 2000).

(Verstegen,J. et al., 2002), Los resultados finales de los sistema CASA dependen
de distintos factores como: la temperatura del semen, el volumen analizado, el tipo
de camara utilizada en la medicion, el tiempo entre la recogida y el andlisis, la
concentracion espermatica, el diluyente utilizado, el objetivo y la iluminacion del
microscopio, el area de las particulas analizadas y valores propios de ajuste del

sistema CASA.
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El médulo de motilidad del ISAS realiza un analisis automatico de la motilidad y la
concentracion espermatica en tiempo real; ademas el sistema ofrece una amplia

gama de parametros cinéticos.
Cuadro N° 7 Pardmetros de motilidad espermatica que evallua el ISAS

Parametro Unidad Descripcion
Segun el tipo de motilidad del espermatozoide

Estaticos % Son todos Iqs_ espermatozoides que no
muestran movimiento alguno

Moviles no progresivos % Son _todos los espermatozoides_ gue muestran
movimiento pero no es progresivo

Méviles progresivos % Son todos los espermatozoides que muestran

movimiento progresivo
Velocidades
. - Distancia recorrida por el espermatozoide a lo
Velocidad Curvilinea : 2
um/s  largo de su trayectoria real en funcion del
(VCL) .
tiempo
Velocidad Rectilinea (VSL) pum/s D|§tanC|a recorrlpla} por el espermatozoide d.el
primer punto al ultimo punto de su trayectoria
. : Distancia recorrida por el espermatozoide a lo
Velocidad Media (VAP) pm/s largo de su trayectoria media
Ratios
indice de Linealidad (LIN) % Relacion porcentual LIN = VSL/VCL*100
indice de Rectitud (STR) % Relacion porcentual STR = VSL/VAP*100
indice de Oscilacion (WOB % Relacion porcentual WOB = VAP/VCL*100
Otros parametros

Amplitud del Desplazamiento efectuado por la cabeza del
desplazamiento lateral espermatozoide en su trayectoria curvilinea
de la cabeza del Hm de un lado a otro de la trayectoria media o
espermatozoide (ALH) lineal

Frecuencia de Batida de Hy Frecuencia con la cual la trayectoria curvilinea
la Cabeza (BCF) atraviesa la lineal en funcién del tiempo

Fuente: Adaptado de Quintero-Moreno, (2003)

3.6.1.2 Morfologia y morfometria esperméatica
Soler et al., (2005), indican que el modulo de morfometria del ISAS realiza un

analisis automatico de la morfologia y la morfometria espermatica a partir de
muestras teflidas; ademas el analisis morfométrica que realiza el sistema integrado

de andlisis espermético (ISAS=Integrated Sperm Analysis System) aporta un total
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de 14 parametros como: tamafno (largo, ancho, perimetro y area) y forma de la
cabeza (Elipticidad, elongacion, rugosidad, y regularidad), porcentaje del
acrosoma, nivel de color de la cabeza, tamafo (area y ancho) e insercion de la

pieza intermedia (angulo y distancia), como se muestra en la figura 4.

Figura N° 4 Parametros de evaluacion de la morfometria del espermatozoide

| CABEZA

Acrosoma (%)

Anchura (W}

Longitud (

Anchura (w)i

" Perimetro P)

Area (a)

Elipticidad: L/W
Rugosidad: 4rA/P?
Elongacion: (L-W)/(L+W)
Regularidad: rLW/4A

Fuente: Soler et al., (2005)

36



CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

4.1 DEL LUGAR DE ESTUDIO

4.1.1 Ubicacién Geografica

El trabajo de investigacion se realiz6 entre Junio a Noviembre del 2016,en (CICAS)
“La Raya”, de la Facultad de Ciencias Agrarias, Escuela Profesional de Zootecnia
de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco (UNSAAC), situado en

el Distrito de Marangani, Provincia de Canchis, Departamento de Cusco.

Foto N° 2 Centro de Investigacion en Camélidos Sudamericanos (CICAS) “La
Raya”

4.2 MATERIALES Y EQUIPOS

4.2.1 Animales y materiales para la coleccién de semen

e Venado Cola Blanca macho (02).
e Jeringas de 1,10y 20 ml

e Equipo de cirugia menor

e Papel toalla.

e Tubos eppendorf.

e Guantes quirurgicos.

37



4.2.2 Materiales, reactivos y equipos de laboratorio

Portaobjetos y cubreobjetos.

Vernier.

Placas de Petri.

Micropipeta de 0,5 - 10 pl y de 10-100 pl.
Tips de 0,5-10 pl y 10-100 pl.

Balanza analitica de precision.

Aceite de inmersion

Alcohol isopropilico

Alcohol de 70°

Tinciébn Hemacolor

Foto N° 3 Materiales de laboratorio para la coleccion y evaluacién seminal
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4.2.3 Equipos de laboratorio

e Microscopio de contraste de fases UB200i con camara, platina caliente
y fluorescencia.

e Computadora con software ISAS v 1.1

e Software Statgraphics Centurion XVI

e Laptop

e Camara digital y otros.

Foto N° 4 Equipo Integrated Sperm Analysis System (ISAS) v 1.1; microscopio
de contraste de fases UB200i con camara, platina caliente y

fluorescencia.

4.3 DEL LABORATORIO

Las evaluaciones se realizaron en el “Laboratorio de Fibras y Semen”, de la Escuela
Profesional de Zootecnia, en el Centro de Investigacibn en Camélidos
Sudamericanos (CICAS) “La Raya” el cual cuenta con el equipo Integrated Semen
Analysis System (ISAS) y todo el material necesario para evaluar la morfometria

espermatica.
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4.4 VARIABLES DE LA INVESTIGACION: el estudio es de tipo descriptivo. Por lo
que solamente existen variables de estudio los que vendrian a ser: motilidad, Ph,
motilidad, concentracion espermatica. Largo y ancho de la cabeza del

espermatozoide y las variables de la morfometria del espermatozoide.
4.5 METODOLOGIA DEL ESTUDIO

4.5.1 Colecciéon de muestras (Gonadas)

Las muestras de gonadas (testiculos) se obtuvieron de dos Venados Cola Blanca
provenientes de decomisos con proceso administrativo sancionador concluidos,
realizado por las Administraciones Técnicas Forestales y de Fauna Silvestre
(ATFFES), en el ambito de la region Cusco. Para tal fin se solicitd la autorizacion al
Servicio Nacional Forestal y de Fauna Silvestre, quienes emitieron la resolucién N°
235-2015-SERFOR/DGGSPFFS (Anexo 1.), autorizando la investigacion en el
Venado Cola Blanca peruano (O. virginianus peruvianus), procedentes de
decomisos y caza deportiva. Las edades de los venados eran 2 afios (2 dientes) y

4 afnos (4 dientes) aproximadamente.

2 dientes 4 dientes

Foto N° 5 Cronometria dentaria de venado de cola blanca

Las muestras de las gonadas se obtuvieron en Paruro (venado de 2D) y

Quispicanchi (Venado de 4D). Las génadas (derecha e izquierda) fueron separadas
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del cuerpo de los venados a partir de una incision realizada a nivel inguinal. Los
testiculos se transportaron, aun con las envolturas escrotales, manteniéndose a
temperatura corporal en un cooler termoaislante, hasta el Laboratorio de fibras y
semen del CICAS - La Raya. El intervalo de tiempo transcurrido desde la recogida

de los testiculos hasta la llegada al laboratorio oscilo entre 3y 5 horas.

Foto N° 6 Separacién de las génadas de venado de cola blanca

La extraccion de los espermatozoides (Foto 5) se realizd en el laboratorio a
temperatura ambiente. Para ello, se separaron mediante material quirdrgico todas
las envolturas testiculares que recubren al testiculo y al epididimo, de acuerdo al
procedimiento descrito por Pefia, (2013). Dichas estructuras, partiendo desde fuera
hacia dentro son las siguientes: 1) Piel y tejido subcutaneo, 2) Fascia espermatica

externa, 3) Cremasterica interna y 4) Tunica Vaginalis y albumginea.
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Foto N° 7 Extraccion de las envolturas testiculares

4.5.2 Mensuracién testicular postmortem

Se procedio a registrar algunos datos concernientes al proceso de investigacion,
donde se realiz6 el pesado y la mensuracién de las dimensiones testiculares (largo
y ancho testicular) de cada animal, para lo cual se utiliz6 una balanza de precision
y un vernier, como se muestra en la foto 6, todo el proceso de mensuracion se

realiz6 en condiciones de normocinesis, incluido el material quirtrgico empleado.
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Foto N° 8 Mensuracion del testiculo del Venado Cola Blanca

4.5.3 Protocolo de coleccién seminal postmortem

Una vez en el laboratorio y realizado la mensuracién pertinente de las gbnadas, se
separ6 con cuidado el tabulo semifero del epididimo de los testiculos en donde
maduran los espermatozoides para luego proceder a realizar la coleccion de
semen epididimario postmortem, para dicho fin se utiliz6 un dilutor base TRIS
(hidroxi-metil aminometano) y un equipo de cirugia menor. Las muestras de semen
epididimario postmortem se obtuvieron en una placa petri atemperada, para luego
ser depositados en tubos eppendorf como se observa en la foto 7. Las muestras de
semen de la cola del epididimo se colectaron inmediatamente se llegd al

laboratorio.
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Foto N° 9 Coleccién seminal epididimario postmortem

Posteriormente, se procedi6 a realizar diversas incisiones con una hoja de bisturi
sobre la cola del epididimo, de acuerdo al procedimiento descrito por Martinez-
Pastor, (2004) y Soler et al., (2005), arrastrando con la misma hoja del bisturi el
material espermatico, para depositarlo en una placa petri, en la que previamente se
habia depositado 1 ml de diluyente a base TRIS (ver cuadro 9). Los
espermatozoides recogidos de la cola del epididimo son funcionalmente maduros
y tiene una capacidad de fertilizacion similar a la de los espermatozoides de un

eyaculado (Robaire et al., 2006).

Cuadro N° 8 Componentes del diluyente base TRIS (hidroxi-metil

aminometano)

" Gomponente [ Gantidad [ Unidad

TRIS 0,30 g
Acido Citrico 0,17 g
Fructosa 0,13 g
Agua Bidestilada 10 mi

Fuente: propia
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4.6 Valoracion de la produccion seminal y calidad espermaética

4.6.1 Analisis de las caracteristicas de produccién seminal

Inmediatamente después de la coleccion y dilucion en TRIS de las muestras de
semen epididimario postmortem del Venado Cola Blanca (O. virginianus
peruvianus), se prosiguié con la evaluacion del volumen y el color seminal (R.
Ccoiso Aguila, 2019), estas caracteristicas del semen colectado se realizaron a
través del examen visual en tubos colectores graduados. A continuacion, se
separaron 5ul de semen diluido, para determinar la concentracién espermatica y
motilidad en el equipo ISAS (los resultados obtenidos se muestran en el cuadro 9),
reservando el resto para realizar la evaluacion de la calidad seminal (Morfometria

espermatica).

Cuadro N° 9 Valoracion de la produccion seminal del Venado Cola Blanca

. Animal PROMEDIO
Variables 1(2D) 2 (4D)
Volumen seminal (ml) 2,0 2,5 2.25
Concentracién espermatica (10° spz/ml) 48,6 60 54.3
Espermatozoides Motiles (%) 0,9 2,4 1.65%
pH seminal 5,8 5,9 5.85
Color seminal Rosa palido Rosa palido Rosa palido

4.6.2 Analisis de la calidad - Morfometria espermatica

La evaluacion de la morfometria espermatica se realiz6 en el médulo de
Morfometria del ISAS, el cual hace un analisis automatico de la morfologia y
morfometria esperméatica. Para lo cual se procedié a la tincion con el colorante
Hemacolor, previo a esto se rotulo el portaobjeto, codificando a cada venado. A
continuacion se colocé en un extremo del portaobjetos 5 pl del semen
homogenizado, seguidamente se esparci0 la muestra con la ayuda de un

cubreobjetos, generando un frotis, el frotis se dejé secar por 30 minutos. Una vez

45



seco las laminas se procedieron a la tincion con Hemacolor, siguiendo el protocolo
de tincion descrito por Soler et al., (2005). El Kit de tincion Hemacolor contiene
soluciones para la fijacion y tincion del frotis de las muestras de espermatozoide. El
cual se logra mediante la inmersidn consecutiva del frotis en las diferentes
soluciones que posee el kit de tincion Hemacolor (Solucién de tincién | - solucién
fijadora, Solucion de tincion Il - reactivo de coloracién rojo y Solucién de tincion lli

- contiene verde rapido (0.002g/l) en metanol).

Protocolo de tincion:

1. Se sumergi6 5 veces el portaobjeto con el frotis de semen preparado durante
1 segundo/inmersién en cada solucién | (Solucién fijadora), se dejé drenar el
excedente después de cada inmersion.

2. Luego se sumergio 3 veces el portaobjeto durante 1 segundo/inmersion en
solucion de tincion 1l. Se dejé drenar el excedente después de cada
inmersion.

3. Se sumergid 6 veces el portaobjeto por 1 segundo/inmersion en solucién de
tincion 1.

4. Se dej6 secar las laminas aproximadamente 30 minutos y luego se empezé
inmediatamente con la lectura y evaluacién de la morfologia espermatica en
el ISAS.

5. La lectura de las laminas se realiz6 a un aumento de 100X mas aceite de
inmersion. Se procedié a la captura manual de los espermatozoides por

animal evaluado, haciendo en total 2749 espermatozoides evaluados.

El médulo de Morfometria del ISAS, mide parametros de morfometria espermatica

como: tamafio de la cabeza (area, perimetro, ancho, largo, porcentaje de
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acrosoma), forma de la cabeza (elipticidad, rugosidad, regularidad y elongacion),
nivel de color de la cabeza, area de la pieza intermedia, anchura de la pieza
intermedia, distancia de la insercion de la pieza intermedia y angulo de insercion de

la pieza intermedia.
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Grafico N° 1 Flujograma del protocolo de coleccién de semen postmortem en
Venado Cola Blanca (O. virginianus peruvianus)
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4.7 DISENO Y ANALISIS DE LOS ESTADISTICOS DESCRIPTIVOS

El presente trabajo esta enmarcado dentro del tipo de investigacion descriptivo y
exploratorio, porque descubre, analiza, explica la caracteristicas de la morfometria
espermatica del semen colectado postmortem de la cola del epididimo del Venado
Cola Blanca (O. virginianus peruvianus) por analisis computarizado con el Sistema

Integrado de Andlisis Espermatico (ISAS).

Una vez se tuvieron los datos sistematizados y ordenados, se procedio al analisis
exploratorio de los datos, donde se observaron los outlier o datos atipicos de cada

una de las variables de morfometria espermatica de Venado Cola Blanca.

Los datos obtenidos de las variables de la morfometria espermatica, fueron
sometidos a la prueba de la normalidad, para ver si los datos se ajustaban a una
distribucion normal o no, observando la asimetria y curtosis. Se utilizo el paquete
estadistico Statgraphics Centurién XVI. Para interpretar los resultados se determiné
las medidas de tendencia central (promedio) y de dispersion (desviacion estandar,

coeficiente de variacion, minimos y maximos).
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CAPITULO V

V. RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1 CARACTERISTICAS DE LA MORFOMETRIA ESPERMATICA DEL VENADO
COLA BLANCA (O. virginianus peruvianus).

Los pardmetros de morfometria espermatica determinadas en este estudio fue
para: tamafo de la cabeza del espermatozoide del Venado Cola Blanca (largo en
um; ancho en pm; area en um? y perimetro en um), y la forma de la cabeza
(elipticidad, rugosidad, elongaciéon y regularidad). Todos estos parametros se
evaluaron en dos muestras de semen colectadas de la cola del epididimo

postmortem y en 2749 espermatozoides de Venado Cola Blanca.

Cuadro N° 10. Dimensiones testiculares del Venado Cola Blanca (O.

virginianus peruvianus)

: Animal
Variables 1 (2D) 2 (4D)
Peso Corporal (Kg) 42,8 65,5
Peso testicular () 22,4 23,7
Largo testicular (cm) 6,2 6,8
Ancho testicular (cm) 2,5 2,9

El peso, largo y ancho testicular, obtenidos del Venado Cola Blanca (O.

virginianus peruvianus) se muestran en el Cuadro 8.
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5.1.1 EXAMEN MACROSCOPICO Y MICROSCOPICO DE VENADO DE COLA
BLANCA.

Se examind volumen, pH, espermatozoides motiles, concentracion espermaética,

tal como se muestra en el cuadro

Cuadro N° 11 examen macroscopico y microscopico de venado de cola

blanca (O. virginianus peruvianus).

. Animal
Variables 1(2D) 2 (4D)
Volumen seminal (ml) 2,0 2,5
Concentracién espermatica (108 spz/ml) 48,6 60
Espermatozoides Métiles (%) 0,9 2,4
pH seminal 5,8 59
Color seminal Rosa palido Rosa palido

5.1.2 Variables de tamafio de la cabeza espermética del Venado Cola Blanca
(O. virginianus peruvianus)

Los estadisticos descriptivos (media, desviacion estandar, coeficiente de variacion
y rango), de los parametros de tamafio de la cabeza espermética estudiada se

muestran en el cuadro 12.

Cuadro N° 12. Estadisticos descriptivos del tamafio de la cabeza espermética

N Media D.S CV (%) Minimo Maximo
Largo (um) 2739 7,7 0,50 6,45 6,1 9,1
Ancho (um) 2729 3,9 0,21 5,37 3,3 4,7
Area (um?) 2736 25,5 2,05 8,06 18,4 31,4
Perimetro 2730 22,0 1,60 7,28 17,9 28,5

(um)
N: nimero de datos; D.S: desviacion estandar; C.V: coeficiente de variacion

Los coeficientes de variacion de los parametros evaluados del tamafio de la cabeza
son bajos en general, mostrando como valor minimo de coeficiente variacion de

5,37% para ancho de cabeza y el valor maximo de 8,06% para el area de la cabeza
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espermatica. Los bajos coeficientes de variacion encontrados en este trabajo son
similares a los reportados para corderos (Gravance et al., 1998) y cabras
(Gravance et al., 1995); con valores minimos para largo de 4,8% y 3,4%; y valores

maximos para area de 6,0% y 5,8% respectivamente para corderos y cabras.

No hay reportes de estudios realizados de la morfometria espermatica en Venados
Cola Blanca peruano (O. virginianus peruvianus). Se puede considerar que el
espermatozoide del Venado Cola Blanca peruano, es de tamafio similar a la taruka
(Hippocamelus antisensis), Quispirimachi (2014), reporta de area espermética de
23,5 + 2,33um?, el venado Cola Blanca (O. virginianus peruvianus) y la taruka
(Hippocamelus antisensis) son especies que pertenecen a la misma familia de
cérvidos, de ahi que pueda tener alguna similitud en las dicha variable. El ciervo
rojo ibérico muestra un area de la cabeza del espematozoide de 32.6 + 2.40um?

(Soler et al., 2005) mayor respecto al Venado Cola Blanca.

El dnico reporte en morfometria espermatica en Venados Cola Blanca, es el
reportado por Meisner et al., (2005), quienes reportan el largo y ancho de la cabeza
del espermatozoide. Estos resultados son inferiores a los reportados por este
trabajo de investigacion (6,3um y 3,2um frente a 7,7 £ 0,50um y 3,9 + 0,21um para
el largo y ancho respectivamente). Esta diferencia probablemente sea debido a la
técnica de evaluacion mediante un sistema CASA vy utilizando un calibre en

microscopio.
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Cuadro N° 13 Parametros de tamafio de la cabeza espermatica por animal

Variable Animal N Media D.S %%\)/ Minimo Maximo

1 1119 7,6 043 566 61 9,1
Largo (um) 2 1620 7,7 053 686 62 9,0

1 1124 39 018 469 33 4,7
Ancho (um) 2 1605 39 023 579 33 4,7
) 1 1125 255 1,70 666 186 31,0
Area (um) 2 1611 255 227 891 184 31,4
Perimetro 1 1119 225 169 751 180 285

(um) 2 1611 21,6 1,42 6,58 17,9 27,1

N: nimero de datos; D.S: desviacion estandar; C.V: coeficiente de variacion

En el cuadro 12 se muestra las variables de tamafio de cabeza espermética por
animal, del Venado Cola Blanca peruano. Los coeficientes de variaciéon son bajos
en todos los parametros de morfometria espermatica analizadas por animal; con un
valor minimo para el ancho de cabeza de 4,69% del venado 1, y el valor maximo
para el area de cabeza de 8,91% del venado 2. Los bajos coeficientes de variacion
mostrados en este estudio estan acorde a los reportes en cabras y corderos

realizados por Gravance et al., (1998, 1995) respectivamente.

En los resultados obtenidos para el area de la cabeza espermatica, a partir del
analisis de la morfometria del espermatozoide para cada animal (ver el grafico 2,
de caja y bigotes), se observa baja variabilidad entre animales en area espermatica

(6,66% y 8,91% para el Venado Cola Blanca 1 y 2 respectivamente).

5.1.3 Variables de forma de la cabeza espermatica del Venado Cola Blanca

No se ha encontrado reportes en variables de forma de la cabeza del
espermatozoide del Venado Cola Blanca (O. virginianus peruvianus). Sin embargo,

hay reportes en especies de la misma familia de cérvidos (Soler et al., 2005), como
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el ciervo rojo ibérico (Cervus elaphus hispanicus) y un estudio realizado por

Quispirimachi, (2014) en taruka (Hippocamelus antisensis).

Los estadisticos descriptivos de las variables de forma de la cabeza espermatica

del Venado Cola Blanca se muestran en el cuadro 14.

Cuadro N° 14 Estadisticos descriptivos de forma de la cabeza espermética

N  Media D.S CO:V Minimo Maximo
(%)
Elipticidad 2734 2,0 0,14 7,18 1,6 2,4
Rugosidad 2735 0,7 0,07 10,67 0,4 0,8
Elongacion 2730 0,3 0,03 9,79 0,2 0,4
Regularidad 2736 0,9 0,04 3,88 0,8 11

N: nimero de datos; D.S: desviacion estandar; C.V: coeficiente de variacion

Todos los valores de coeficiente de variacion de las variables de tamafio de la
cabeza espermatica son bajos en general, mostrando un valor minimo de 3,88%

para regularidad y el valor maximo de 10,67% para rugosidad.

Estos resultados son similares a los reportados por Soler et al., (2005), en ciervo
rojo ibérico (1,8; 0,9; 0,3 y 0,9 para elipticidad, rugosidad, elongacién y regularidad
respectivamente) y a los estudios realizados por Quispirimachi, (2014) con la
taruka (1,8; 0,6; 0,3 y 0,9 para elipticidad, rugosidad, elongacién y regularidad

respectivamente).

En los resultados de las variables de forma de la cabeza espermaética por animal se
muestran en el cuadro 15, estos presentan bajos coeficientes de variacion, teniendo
como valor minimo de 3,87% para la regularidad del animal 1, y el valor maximo de

12,43% para la rugosidad del animal 1.
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Cuadro N° 15 Variables de forma de la cabeza espermatica por animal

Variable Animal N

L 1 1117
Elipticidad 5 1617
. 1 1122
Rugosidad > 1613
Elongacioén L 1116
9 2 1614

. 1 1116
Regularidad > 1620

Media D.S
1,9 0,14
20 0,14
0,6 0,08
0,7 0,06
0,3 0,03
0,3 0,03
0,9 0,04
0,9 0,04

C.v

(%)
6,93
7,27
12,43
8,17
9,55
9,86
3,87
3,78

Minimo Maéaximo

1,6
1,6
0,4
0,4
0,2
0,2
0,8
0,8

2,4
2,4
0,8
0,8
0,4
0,4
11
11

N: nimero de datos; D.S: desviacion estandar; C.V: coeficiente de variaciéon

Los coeficientes de variacion reportados en este estudio son bajos, respecto a otros

reportes de coeficientes de variacion de variables de forma de la morfometria

espermatica realizados en otras especies.
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CONCLUSIONES

En base a los resultados descriptivos obtenidos en este trabajo de investigacion, y
a la revision bibliografica, podemos afirmar que estos resultados son los primeros
para la especie del Venado Cola Blanca peruano (O. virginianus peruvianus) y se

concluye:

1. Los parametros de morfometria de tamafio de la cabeza espermatica
determinados son: largo de cabeza de 7,7 + 0,50 um; ancho de cabeza de
3,9 £ 0,21 um; area de cabeza de 25,5 + 2,05 um? y perimetro de la cabeza
espermatica de 22,0 + 1,60 um.

2. Para los parametros de forma de la cabeza espermatica del Venado Cola
Blanca fueron determinados tal como sigue: elipticidad de 2,0 + 0,14;
rugosidad de 0,7 £ 0,07; elongacion de 0,3 + 0,03 y regularidad de 0,9 + 0,04.

3. . Las caracteristicas macroscépicas y microscopicas del volumen seminal
gue fue de color rosa pélido y con volumen seminal que fue de 2.5, con PH
seminal de 5.85, los espermatozoides motiles fueron de 1.65%, a una

concentracion espermatica de 54.3 X 108 spz/ml.
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RECOMENDACIONES

En base a los resultados y observaciones del presente trabajo de investigacion se
realiza las siguientes recomendaciones:

Se recomienda realizar trabajos complementarios a este trabajo, donde se
evalué las caracteristicas de produccion seminal (concentracion espermatica,
volumen seminal) y las caracteristicas de calidad espermatica (motilidad
vitalidad espermatica) en el Venado Cola Blanca peruano (O. virginianus
peruvianus).

Evaluar y determinar el efecto de la morfometria espermatica con la fertilidad
en Venados Cola Blanca peruano.

Replicar este trabajo de investigacién aplicando otros métodos de coleccién

seminal.
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Anexo 1. Resolucion SERFOR/DGGPFFS

RESOLUCION DE DIRECCION GENERAL
N° 0 35 -2015-SERFOR/DGGSPFFS

Lima' U 7 SET 2015
VISTA:

La solicitud presentada el 20 de enero del 2015, por el sefior Gregorio Nina Nina,
tesista de la carrera profesional de Zootecnia de la Universidad Nacional San Antonio Abad del
Cusco, quien solicité autorizacién para realizar investigacion cientifica con colecta de fauna
silvestre, fuera de Areas Naturales Protegidas, en el Distrito de Marangani, Provincia de
Canchis, Departamento de Cusco, como parte del estudio titulado: "Caracterizacion de
Parametros Macroscoépicos y Microscopicos del Semen de Venado Cola Blanca (Odocoileus
virginianus peruvianus) por analisis computarizado con ISAS"; y,

CONSIDERANDO:

Que, el articulo 66° de la Constitucién Politica del Peru, establece que los recursos
naturales, renovables y no renovables, son patrimonio de la Nacién. El Estado es soberano en
su aprovechamiento; asimismo, en su articulo 68° establece que es obligacién del Estado
promover la conservacion de la diversidad biolégica;

Que, la Ley N° 26821, Ley Organica para el Aprovechamiento Sostenible de los
Recursos Naturales, establece en su articulo 9°, referido a la investigacion cientifica, que el
Estado promueve la investigacion cientifica y tecnolégica sobre la diversidad, calidad,
composicion, potencialidad y gestion de los recursos naturales. Asimismo, promueve la
informacién y el conocimiento sobre los recursos naturales. Para estos efectos, podran
otorgarse permisos para investigacién en materia de recursos naturales;

Que, el Reglamento de la Ley Forestal y de Fauna Silvestre, aprobado por el Decreto
Supremo N° 014-2001-AG, establece en su articulo 328° que la investigacion cientifica o
estudio que implique coleccion de especimenes o elementos de la flora y fauna silvestre no
vedados y la obtencién de datos e informacion de campo, requiere autorizacion del INRENA;

Que, mediante Decreto Legislativo N° 997, Decreto Legislativo que aprueba la Ley de
Organizacion y Funciones del Ministerio de Agricultura, ahora Ministerio de Agricultura y Riego,
modificado por la Ley N° 30048, dispone que este Ministerio es el érgano rector del Sector
Agrario, el cual comprende entre otras: las tierras de uso agricola, de pastoreo, las tierras
forestales, las eriazas con aptitud agraria; los recursos forestales y su aprovechamiento; la flora
y fauna; las actividades de produccién, transformacién y de comercializacién de cultivos y
crianzas; asimismo, dispone, entre otros, que este Ministerio disefia, establece, ejecuta y
supervisa las politicas nacionales y sectoriales en materia agraria; ejerce la rectoria en relacion
con ella y vigila su obligatorio cumplimiento por los tres niveles de gobierno;
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Que, mediante Resolucién de Direccion Ejecutiva N° 031-2014-SERFOR-DE, emitida
por el Servicio Nacional Forestal y de Fauna Silvestre — SERFOR, se encargé al Blgo. Mirbel
Alberto Epiquién Rivera las funciones de Director General de Gestion Sostenible del Patrimonio
Forestal y de Fauna Silvestre del Servicio Nacional Forestal y de Fauna Silvestre — SERFOR;

Que, el Informe N° 0018-2015-SERFOR/DGGSPFFS-DGSPFS-MAEH, de fecha 01 de
setiembre del 2015, emitido por la Direccion de Gestion Sostenible del Patrimonio Fauna
Silvestre, sefiala que la presente investigacion reviste de importancia debido a que busca
evaluar el semen del venado de cola blanca con el fin de caracterizarlo, para posteriormente
realizar estudios de criopreservacion, y otras técnicas reproductivas, lo que a futuro podria
aportar en el desarrollo de nuevas técnicas de manejo en la especie, para su conservacion y
aprovechamiento;

Que, el precitado Informe sefiala que la solicitud materia de resolucion, cumple con los
requisitos establecidos por el Texto Unico de Procedimientos Administrativos del Ministerio de
Agricultura y Riego; y,

En uso de las atribuciones conferidas por el articulo 53° del Reglamento de
Organizacion y Funciones del Servicio Nacional Forestal y de Fauna Silvestre-SERFOR,
aprobado por Decreto Supremo N° 007-2013-MINAGRI, el mismo que en su literal “g” del
mencionado articulo sefiala como una de las funciones de la Direccién General de Gestion
Sostenible del Patrimonio Forestal y de Fauna Silvestre, la de otorgar permisos de
investigacion o de difusion cultural con o sin colecta de flora y fauna silvestre y sus recursos
genéticos.

SE RESUELVE:

Articulo 1°.- Autorizar al sefior Gregorio Nina Nina, de nacionalidad peruana,
identificado con DNI N° 44846215, estudiante tesista de la carrera profesional de Zootecnia de
la Universidad Nacional San Antonio Abad del Cusco, realizar la investigacion cientifica en
fauna silvestre fuera de Areas Naturales Protegidas, con colecta de testiculos enteros de hasta
cinco (05) venados cola blanca (Odocoileus virginianus), procedentes de decomisos y caza
deportiva; solicitada como parte del proyecto titulado: “Caracterizacion de Parametros
Macroscopicos y Microscopicos del Semen de Venado Cola Blanca (Odocoileus virginianus
peruvianus) por analisis computarizado con ISAS”, a ser realizado en el Distrito de Marangani,
Provincia de Canchis, Departamento de Cusco; por el periodo de un (01) afo, contados a partir
de la emision de la presente resolucion.

Articulo 2°.- El titular de la autorizacion, sefialado en el articulo precedente se
compromete a:

a) Colectar unicamente los especimenes y muestras autorizadas.

b) No ceder el material colectado a terceros.

c) Si por razones cientificas acotadas, se requiere enviar al extranjero parte del material
colectado, los interesados deberan gestionar el correspondiente Permiso de Exportacion
ante la Direccion General de Gestion Sostenible del Patrimonio Forestal y de Fauna
Silvestre del SERFOR, asi como pasar el control respectivo.

d) No contactar, ni ingresar a los territorios comunales sin contar con la autorizacién de las
autoridades comunales correspondientes.
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Que, el articulo 13 de la Ley N° 29763, crea el Servicio Nacional Forestal y de Fauna
Silvestre-SERFOR, como organismo publico técnico especializado, con personeria juridica de
derecho publico interno, como pliego presupuestal adscrito al Ministerio de Agricultura y Riego.
Asimismo, se sefiala que el SERFOR es la autoridad nacional forestal y de fauna silvestre, ente
rector del Sistema Nacional de Gestion Forestal y de Fauna Silvestre (SINAFOR), y se
constituye en su autoridad técnico normativa a nivel nacional, encargada de dictar las normas y
establecer los procedimientos relacionados a su @mbito;

Que, mediante Decreto Supremo N° 007-2013-MINAGRI, se aprobé el Reglamento de
Organizacién y Funciones - ROF del Servicio Nacional Forestal y de Fauna Silvestre -
SERFOR, el mismo que en su literal g) del articulo 53°, sefiala como una de las funciones de la
Direccion General de Gestién Sostenible del Patrimonio Forestal y de Fauna Silvestre, la de
otorgar permisos de investigacion o de difusion cultural con o sin colecta de flora y fauna
silvestre y sus recursos genéticos;

Que, mediante Decreto Supremo N° 016-2014-MINAGRI, se aprobé la modificacion del
Reglamento de Organizacion y Funciones del Servicio Nacional Forestal y de Fauna Silvestre —
SERFOR, aprobado con Decreto Supremo N° 007-2013-MINAGRI;

Que, mediante Resolucién Ministerial N° 424-2014-MINAGRI, se da por concluido el
proceso de transferencia de la Direccién General Forestal y de Fauna Silvestre al Servicio
Nacional Forestal y de Fauna Silvestre — SERFOR, asi como el proceso de fusion por
absorcion, entre otros;

Que, la Tercera Disposicién Final del Reglamento de Acceso a los Recursos Genéticos,
aprobado por Resolucion Ministerial N° 087-2008-MINAM, sefiala que la obtencion de
permisos, autorizaciones y demas documentos que otorguen entidades publicas, tales como el
Ministerio de Agricultura y que amparen la investigacion, obtencién, provision, transferencia u
otro de recursos biolégicos, con fines distintos a su utilizacién como fuente de recursos
genéticos, no faculta a sus titulares a utilizar dichos recursos como medio para acceder a los
recursos genéticos, ni determinan ni presumen autorizacién de acceso;

Que, mediante el Decreto Supremo N° 003-2009-MINAM que eleva a rango de Decreto
Supremo la Resolucién Ministerial N° 087-2008-MINAM, vy ratifica la aprobacion del
Reglamento de Acceso a Recursos Genéticos efectuadas por la referida Resolucion;

Que, el Decreto Supremo N° 004-2014-MINAGRI, aprueba la actualizacion de la lista
de clasificacién y categorizacion de las especies amenazadas de fauna silvestre legalmente
protegidas;

Que, mediante Resolucion Ministerial N° 212-2011-AG, se aprueba la modificacion al
Texto Unico de Procedimientos Administrativos (TUPA) del Ministerio de Agricultura y Riego, el
mismo que establece en su procedimiento 21, los requisitos de la autorizacion para realizar
actividades de investigacion cientifica y filmaciones con fines comerciales de flora y fauna fuera
de Areas Naturales Protegidas, el mismo que resulta aplicable para el presente procedimiento,
en virtud de lo dispuesto en el articulo 6° de la Resolucion Ministerial N° 0424-2014-MINAGRI;
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e) Entregar a la Direccion General de Gestion Sostenible del Patrimonio Forestal y de Fauna
Silvestre una (01) copia del informe final en idioma espafiol, como resultado de la
autorizacién otorgada, copias del material fotografico y/o slides que puedan ser utilizadas
para difusién. Asimismo, entregar una (01) copia de las publicaciones, producto de la
investigacién realizada en formato impreso y digital, que incluya la lista taxonémica de las
especies de fauna objeto de la presente autorizacién de colecta (en formato Excel).

f) La entrega de lo indicado en el literal ), no debera tomar un plazo mayor a los seis (06)
meses al vencimiento de la presente autorizacion.

g) Indicar el nimero de la Resolucion en las publicaciones generadas a partir de la
autorizacién concedida.

Articulo 3°- La colecta de los testiculos deberd proceder prioritariamente de
ejemplares de venado cola blanca que provengan de decomisos con Proceso Administrativo
Sancionador concluidos, realizados por las Administraciones Técnicas Forestales y de Fauna
Silvestre (ATFFS) del ambito de estudio, debiendo coordinar con dichas dependencias las
facilidades para acceder a tales muestras, en el numero necesario para llevar a cabo el
proyecto. Adicionalmente las muestras podran ser obtenidas de ejemplares de venado cola
blanca a través de la caza deportiva de machos solitarios, evitando cazar individuos en grupos
o con crias. Por otro lado, la caza se debera realizar en diferentes localidades, evitando de esta
forma afectar algin grupo especifico. Asimismo, si el investigador realizara la caza
personalmente, debera tramitar la correspondiente Autorizacion de Caza Deportiva, ante la
Administracién Técnica Forestal y de Fauna Silvestre (ATFFS) de Cusco.

Articulo 4°.- La Direccion General de Gestion Sostenible del Patrimonio Forestal y de
Fauna Silvestre no se responsabiliza por accidentes o dafios sufridos por el solicitante y los
investigadores mencionados en el articulo 1°, durante la ejecucién del proyecto; asimismo, se
reserva el derecho de demandar del proyecto de investigacion los cambios a que hubiese lugar
en los casos en que se dicten nuevas disposiciones legales o se formulen ajustes sobre la
presente autorizacion.

Articulo 5°.- Los derechos otorgados sobre los recursos biolégicos no otorgan
derechos sobre los recursos genéticos contenidos en ellos, ni autorizan el estudio a nivel
genético, de acuerdo con la Tercera Disposicion Final del Reglamento de Acceso a los
Recursos Genéticos, aprobado por Resolucién Ministerial 087-2008-MINAM, y elevado al
Rango de Decreto Supremo mediante Decreto Supremo N° 003-2009-MINAM.

Articulo 5°- Notificar la presente Resolucién al sefior Gregorio Nina Nina, y
transcribirla a la Direccién General de Informaciéon y Ordenamiento Forestal y de Fauna
Silvestre, Direccién General de Gestion del Conocimiento Forestal y de Fauna Silvestre y
Administracién Técnica Forestal y de Fauna Silvestre de Cusco del SERFOR.

Registfese y comuniquese
| )

V.2 Director General
Direccién General de Gestion Sostenible del
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Anexo 2. Estadisticos descriptivos de lamorfometria espermatica del Venado

Cola Blanca.
Recuento Promedio Desyiacién Coefici.en.tc,e Minimo Maximo
Estandar de Variacién
LONG 2739 7.7 0.50 6.45% 6.1 9.1
ANCHO 2729 3.9 0.21 5.37% 33 4.7
AREA 2736 25.5 2.05 8.06% 18.4 31.4
PERI 2730 22.0 1.60 7.28% 17.9 28.5
ELIP 2734 2.0 0.14 7.18% 1.6 2.4
RUGO 2735 0.7 0.07 10.67% 0.4 0.8
ELON 2730 0.3 0.03 9.79% 0.2 0.4
REGUL 2736 0.9 0.04 3.88% 0.8 11

Anexo 3 Largo de la cabeza espermatica del Venado Cola Blanca

Desviacion Coeficiente
ANIM Recuento Promedio  |Estandar de Variacion  |Minimo Maximo
1 1119 7.6077 0.4303 5.65612% 6.05641 |9.09035
2 1620 7.72761 0.530384 6.8635% 6.19568 |9.00916
Total 2739 7.67862 0.495399 6.45167% 6.05641 9.09035

Anexo 4. Ancho de la cabeza espermatica del Venado Cola Blanca

Desviacion |Coeficiente
ANIM Recuento [Promedio |Estandar de Variacion |Minimo Maximo
1 1124 3.91262 0.183696 4.69496% 3.34712 |4.71077
2 1605 3.91143 0.22653 5.79151% 3.34712 |4.71076
Total 2729 3.91192 0.209914 5.36602% 3.34712 |4.71077

Anexo 5. Area de la cabeza espermatica del Venado Cola Blanca

Desviacion |Coeficiente
ANIM Recuento [Promedio |Estandar de Variacion |Minimo Maximo
1 1125 25.466 1.69563 6.6584% 18.5918 |[31.0296
2 1611 25.4965 2.2722 8.9118% 18.3664 |[31.3711
Total 2736 25.4839 2.05451 8.062% 18.3664 [31.3711

Anexo 6. Perimetro de la cabeza espermatica del Venado Cola Blanca

Desviacion |Coeficiente
ANIM Recuento [Promedio |[Estandar de Variacion |Minimo Maximo
1 1119 22.4922 1.68901 7.50931% 17.9619 |[28.5142
2 1611 21.5949 1.42117 6.58104% 17.8602 |[27.12
Total 2730 21.9627 1.59847 7.27813% 17.8602 [28.5142
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Anexo 7. Elipticidad (I/w) de la cabeza espermética del Venado Cola Blanca

Desviacion |Coeficiente
ANIM Recuento  |Promedio [Estandar de Variacion |Minimo Maximo
1 1117 1.94981 0.135067 6.92716% 1.58206 |2.43456
2 1617 1.98104 0.144112 7.27457% 1.5582 2.44118
Total 2734 1.96828 0.141299 7.17879% 1.5582 2.44118

Anexo 8. Rugosidad (4ma/p2 ) de la cabeza espermatica del Venado Cola

Blanca

Desviacion | Coeficiente
ANIM Recuento Promedio |Estandar de Variacion |Minimo Méaximo
1 1122 0.639089 |0.0794318 [12.4289% 0.409048 |0.78634
2 1613 0.690427 0.0563785 8.16575% 0.434075 |0.814258
Total 2735 0.669366 |0.0714071 [10.6679% 0.409048 |0.814258

Anexo 9. Elongacién (I-w)/(I+w) de la cabeza espermatica del Venado Cola

Blanca

Desviacion |Coeficiente
ANIM Recuento [Promedio |Estandar de Variacion |Minimo Maximo
1 1116 0.320501 |0.0306086 9.55023% 0.225425 |0.41481
2 1614 0.327482 10.0322805 9.85717% 0.220874 [0.414597
Total 2730 0.324628 |0.0317879 9.79209% 0.220874 |0.41481

Anexo 10. Regularidad (rlw/4a) de la cabeza espermatica del Venado Cola

Blanca

Desviacion |Coeficiente
ANIM Recuento  |Promedio |[Estandar de Variacion |Minimo Méaximo
1 1116 0.918887 0.0355977 3.874% 0.827697 1.06867
2 1620 0.931669 |0.0351862 |3.77668% 0.828401 |1.08127
Total 2736 0.926455 |0.0359021 |3.87521% 0.827697 |[1.08127
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ANEXO 11. Gréfico de caja y bigotes de la morfometria espermética del

venado cola blanca
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