Agronomia Mesoamericana

AGRONOMIA ISSN: 2215-3608

ALl it pccmca@gmail.com
Universidad de Costa Rica
Costa Rica

Subpoblaciones morfométricas de
espermatozoides epididimarios del
venado de cola blanca (Odocoileus
virginianus peruvianus)'

Cucho, Hernan; Nina, Gregorio; Meza, Aydee; Ccalta, Ruth; Ordéiiez, César

Subpoblaciones morfométricas de espermatozoides epididimarios del venado de cola blanca
(Odocoileus virginianus peruvianus) 1

Agronomia Mesoamericana, vol. 33, num. 2, 46938, 2022

Universidad de Costa Rica, Costa Rica

Disponible en: https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=43769732002

DOI: https://doi.org/10.15517/am.v33i2.46938
Basada en una obra en http://www.revistas.ucr.ac.cr/index.php/agromeso. Permisos que vayan mas alla de lo
cubierto por esta licencia pueden encontrarse en pccmca@gmail.com

Esta obra esta bajo una Licencia Creative Commons Atribucién-NoComercial-SinDerivar 4.0 Internacional.

r@&a‘y@ ' (;Trg PDF generado a partir de XML-JATS4R por Redalyc 8

Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto



https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=43769732002
https://doi.org/10.15517/am.v33i2.46938
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

HERNAN CUCHO, ET AL. SUBPOBLACIONES MORFOMETRICAS DE ESPERMATOZOIDES EPIDIDIMARIOS DEL VENADO DE ...

Articulos

Subpoblaciones morfométricas de espermatozoides epididimarios del venado de
cola blanca (Odocoileus virginianus peruvianus)'

Morphometric subpopulations study of white-tailed deer (Odocoileus virginianus peruvianus) epididymal
spermatozoa

Herndn Cucho DOIL: https://doi.org/10.15517/am.v33i2.46938
Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco, Redalyc: https://www.redalyc.org/articulo.oa?
Peri id=43769732002

hernan.cucho@unsaac.edu.pe

https://orcid.org/0000-0001-7170-9795

Gregorio Nina

Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco,
Peru

gregorioninanina@gmail.com

https://orcid.org/0000-0003-1454-1417

Aydee Meza

Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco,
Peru

aydee.meza@unsaac.edu.pe

https://orcid.org/0000-0001-8581-9987

Ruth Ccalta

Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco,
Peru

ruthccaltahancco@gmail.com

https://orcid.org/0000-0002-3730-4468

César Orddriez

Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco,
Peru

cesar.ordofiez@unsaac.edu.pe

https://orcid.org/0000-0002-2955-4555
Recepcion: 14 Mayo 2021
Aprobacion: 09 Septiembre 2021

RESUMEN:

Introduccién. El estudio de la morfometria espermatica del venado cola blanca (Odocoileus virginianus peruvianus) permite
caracterizar las células espermdticas de esta especie con propdsitos de conservacién. Objetivo. Determinar las subpoblaciones
espermdticas segin la morfometria de los espermatozoides epididimarios del venado de cola blanca, con un sistema CASA-Morph.
Materiales y métodos. El estudio se desarrolld en el segundo semestre 2016, en la Universidad Nacional de San Antonio Abad
del Cusco, Perti. En muestras de semen obtenidas del extremo caudal del epididimo de dos venados (dos y cuatro dientes), se
determind con base en el sistema CASA-Morph, Integrated Semen Analysis System (ISASv1):la longitud, anchura, 4rea, perimetro,
elipticidad, elongacion, regularidad y rugosidad de la cabeza del espermatozoide, también, la anchura, 4rea, distancia y 4ngulo de
insercién de la pieza intermedia. Se realizé un andlisis de componentes principales (PCA) y se aplicé el modelo no jerarquico k-
medias para determinar el niimero éptimo de clusteres. Resultados. Las variables morfométricas se distribuyeron en cinco PCA:
elipticidad, tamaio, circularidad, 4ngulo de insercién de la pieza intermedia y anchura de la pieza intermedia, que explicaron un
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81,24 % de la varianza total. El andlisis de cltsteres determiné cuatro subpoblaciones (SP), la SP1 agrupé células grandes, alargadas
con alta elongacién y elipticidad (21,76 %), la SP2 compuesta por espermatozoides de tamafo pequeiio y delgados tanto en la
cabeza como en la pieza intermedia (37,7 %), la SP3 se relacioné con la presencia de células alargadas con valores altos de anchura
de la pieza intermedia, elipticidad y elongacién (17,7 %), y la SP4 agrupé espermatozoides de tamafo intermedio de la cabeza y
de la pieza intermedia (22,84 %). Conclusiones. La determinacidn de cuatro subpoblaciones espermdticas en el semen de venado
cola blanca puede ser la base de programas de reproduccién asistida de esta especie.

PALABRAS CLAVE: semen de venado, CASA morph, reproduccidn animal, recursos genéticos silvestres de animales.

ABSTRACT:

Introduction. The study of the sperm morphometry of the white-tailed deer (Odocoileus virginianus peruvianus) allows to
characterize the sperm cells of this species for conservation purposes. Objective. To determine the sperm subpopulations according
to the morphometry of the epididymal spermatozoa of the white-tailed deer, using a CASA-Morph system. Materials and
methods. The study was carried out in the second semester 2016, at the Universidad Nacional San Antonio Abad del Cusco, Peru.
In semen samples obtained from the caudal end of the epididymis of two deer (two and four teeth), it was determined based on
the CASA-Morph system, Integrated Semen Analysis System (ISAS*v1): the length, width, area, perimeter, ellipticity, elongation,
regularity, and roughness of the sperm head were determined, also, the width, area, distance, and midpiece insertion angle of the
sperm. Principal components analysis (PCA) was performed and the non-hierarchical k-means model was applied to determine
the optimal number of clusters. Results. The morphometric variables were distributed in five PCAs: ellipticity, size, circularity,
midpiece insertion angle, which explained 81.24 % of the total variance. The Cluster analysis determined four subpopulations (SP),
SP1 grouped large, elongated cells with high elongation and ellipticity (21.76 %), SP2 composed of small and thin spermatozoa
both in the head and in the midpiece (37.7 %). The SP3 was related to the presence of elongated cells with high values of midpiece
width, ellipticity, and elongation (17.7 %), and SP4 grouped spermatozoa with intermediate size of the head and the midpiece
(22.84 %). Conclusion. The determination of four sperm subpopulations in white-tailed deer semen can be the basis of assisted
reproduction programs for this species.

KEYWORDS: deer semen, CASA morph, animal reproduction, animal reproduction, wild animal genetic resources.

INTRODUCCION

Los venados de cola blanca, son uno de los grupos de mamiferos mas numerosos en América, su poblacién se
estima entre ocho y quince millones de individuos. En el continente se conocen 38 subespecies, 30 en el norte
y Centroamérica y ocho en Sudamérica (Ramirez Lozano, 2012). En el Pert la inica subespecie reportada es
la Odocoileus virginianus peruvianus (Pacheco et al., 2009); en este pais, el venado de cola blanca no figura en
el listado de especies en peligro de extincién (Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego del Pert, 2014); sin
embargo, al ser una especie silvestre protegida por el estado, es necesario obtener permisos para su estudio,
que en el drea reproductiva son escasos, por la dificultad de obtener muestras.

Las referencias sobre las caracteristicas seminales del O. virginianus peruvianus, son escasas y se limitan
a descripciones generales; las de morfometria de los espermatozoides son inexistentes. En Colombia se
reportan trabajos en donde han evaluado las caracteristicas de movilidad y morfometria espermatica en la
subespecie colombiana del venado de cola blanca (Herndndez-Corredor et al., 2018), también hay reportes
de movilidad en subespecies de Estados Unidos (Ake-Lopez et al., 2010; Kirschner & Rodenkirch, 2017).

A pesar de que los espermatozoides adquieren su capacidad fertilizante y sus propiedades de movilidad
durante el transito por el epididimo (Gaddum, 1968; Orgebin-Crist, 1967), se ha descrito que los
espermatozoides recogidos de la cola del epididimo son maduros a nivel funcional, tienen la capacidad de
fertilizacién similar a los espermatozoides provenientes de un eyaculado (Robaire et al., 2015). Durante
el proceso de transito epididimario, las modificaciones a las que es expuesto el gameto masculino se
denominan maduracién espermética (Cooper & Yeung, 2006). Ademds, el epididimo estd relacionado con
la concentracién de espermatozoides en el eyaculado, procesos de inmuno proteccién celular y una funcién
de reserva espermitica (Belleannée et al., 2012; Cornwall, 2009).

El desarrollo de los sistemas CASA-Morph (Computer Assisted Semen Analysis) para el estudio de la
morfometria de la cabeza y pieza intermedia de los espermatozoides, abre nuevas posibilidades para la
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evaluacién seminal (Soler et al., 2016; Valverde, Castro-Morales, 2019; Yaniz, Soler et al., 2015). El examen
dela morfometria espermética con los sistemas de andlisis computarizado de semen (CASA — Morph), aporta
informacidn precisay objetiva de las variables morfométricas de los espermatozoides de una muestra de semen
(Marti et al,, 2012; Valverde et al., 2020). Diversos estudios sobre morfometria espermdtica han indicado
variaciones importantes en animales de una misma poblacién (Soler, Alambiaga et al., 2017; Thurston et al,,
2001) e incluso entre eyaculados de un mismo animal (Valverde et al., 2016). En otras especies, los trabajos
realizados por Cucho et al. (2019) en alpaca (Vicugna pacos), Cucho et al. (2021) en llama (Lama glama),
Soler et al. (2005) en ciervo rojo ibérico (Cervus elaphus hispanicus), Tuset et al. (2008) en trucha arcoiris
(Oncorbynchus mykiss) y Esteso et al. (2015) en Ibex ibérico (Capra pyrenaica) han descrito que el tipo de
tincién tiene influencia sobre las medidas morfométricas del espermatozoide.

Se han descrito relaciones entre la morfometria espermdtica y la fertilidad de los machos (Downing-
Meisner et al., 2005; Gage, 1998; Maroto-Morales et al., 2016; Pena et al., 2005), las cuales senalan que al
evaluar el tamafo y forma de la cabeza del espermatozoide, se podrian detectar alteraciones en la maduracion
epididimaria durante la espermatogénesis (Hidalgo et al., 2008).

La gran cantidad de células analizadas con los sistemas CASA permiten disponer de informacién de
los espermatozoides individuales y utilizar esos grandes volimenes de datos para realizar procedimientos
multivariados de andlisis para determinar diferentes patrones morfométricos en el semen (Barquero, Roldan
et al,, 2021; Yéniz et al,, 2016). En los tltimos afios, la informacién proporcionada por los sistemas
CASA, combinada con la estadistica multivariada, ha mostrado la verdadera estructura de la poblaciéon
espermdtica en diferentes especies, la cual estd compuesta por diferentes subpoblaciones (Barquero, Viquez
et al., 2021; Soler et al., 2016; Soler, Contell et al., 2017; Valverde et al., 2018, Valverde, Castro-Morales
2019; Valverde, Madrigal- Valverde et al., 2019; Valverde et al., 2021; Viquez et al., 2020; Yéniz, Palacin
et al,, 2015). La existencia de estas subpoblaciones confirma la idea que los eyaculados de mamiferos,
peces y reptiles son heterogéneos y que esta distribucién de subpoblaciones de espermatozoides pueden
tener diferentes respuestas a estimulos funcionales (Martinez-Pastor, Diaz-Carujo et al., 2005), patrones de
movilidad (Martinez-Pastor, Garcia-Macias et al., 2005; Ramén et al., 2012; 2013) y diferentes descriptores
morfométricos (Beracochea et al., 2014; Esteso et al., 2018; Ramén et al., 2013). Existen estudios sobre
morfometria y subpoblaciones espermdticas en especies similares al venado de cola blanca, como es el venado
de las pampas (Beracochea et al., 2014), y el ciervo rojo ibérico (Esteso et al., 2009; Ramén et al., 2013).

El propdsito de este trabajo fue determinar las subpoblaciones espermaticas segin la morfometria de los
espermatozoides epididimarios del venado cola blanca, con un sistema CASA-Morph.

MATERIALES Y METODOS

Descripcion del experimento

El venado de cola blanca (Odocoileus virginianus peruvianus), es una especie protegida por el Estado
Peruano; por ello, el Servicio Nacional Forestal y de Fauna Silvestre, por Resolucién N°235-2015-SERFOR/
DGGSPEFFS, autorizé el uso de muestras de testiculos de ejemplares de la especie en estudio, provenientes
de decomisos y caza deportiva.

Localizacién del estudio y animales

El estudio se realizé en el Centro Experimental La Raya, Granja K’ayra y Laboratorio de Biotecnologias
Reproductivas de la Escuela Profesional de Zootecnia, Faculta de Ciencias Agrarias, de la Universidad
Nacional de San Antonio Abad del Cusco (UNSAAC), durante los meses de junio a diciembre del ano 2016
y las muestras provenientes de animales de caza deportiva se colectaron durante los dos primeros meses. Se
utilizaron dos venados de entre tres y cuatro afos de edad, peso de 54,15 + 16,05 kg. Ambos ejemplares
procedian de las provincias de Paruro y Quispicanchi, Cusco, Pert. Se extirparon los testiculos, epididimos
con sus envolturas escrotales, material que se transport6 en un frigorifico portétil a 15 °C, desde el lugar de
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captura hasta el Laboratorio de Biotecnologias Reproductivas, en el Centro Experimental La Raya, a 4130
m.s.n.m. El tiempo de traslado medio fue de 4 h.

Recuperacién de espermatozoides

En ellaboratorio Laboratorio de Biotecnologias Reproductivas de la UNSAAC, se realizé la limpieza de las
envolturas testiculares que recubren el testiculo y epididimo, segiin lo descrito por Penia-Herndndez (2014),
luego se realizé el pesado (22,4 y 23,7 g) y medicidn de las dimensiones testiculares (6,5 + 0,4x2,7 + 0,3 cm).
La recuperacién de espermatozoides se realizé de la cola del epididimo (de una longitud de 8,9 y 10,3 cm),
con incisiones sobre esta (Martinez-Pastor et al., 2006; Soler et al., 2005) con una hoja de bisturi, se arrastrd
el material espermético a una placa Petri, donde se habia depositado 1 mL de diluyente base Tris (Tris 0,30
g, acido citrico 0,17g, fructuosa 0,13 g, agua destilada hasta completar 10 mL) (Souza, 2009).

Evaluacién de espermatozoides

Los espermatozoides mezclados con el diluyente, se vertieron en un tubo de 2 mL, que se mantuvo a
37 °C en un bafno seco. Una muestra de 5 puL se coloc6 en un portaobjetos para confirmar la presencia
de espermatozoides. Para el estudio de la morfometria del espermatozoide del venado de cola blanca,
se realizaron ocho frotis por cada animal, con 5 pL de muestra, que se tind con Hemacolor (Merck,
Darmstadt, Alemania), segtin protocolo del producto. El anélisis de morfometria espermdtica de las muestras
se realizo con el sistema ISAS® v1 CASA-Morph (Proiser R+D, Paterna, Espafia). Las células espermaticas se
capturaron con un microscopio de contraste de fase (UOP; Proiser R+D) equipado con un objetivo de 100x
de campo claro (AN 0.17) y una cdmara digital de video (Proiser 782M). El tamafio de las cuadriculas de
captura de video fue de 768x576x8 bits con 256 niveles de grises. La resolucion de las imagenes fue de 0,084
um/pixel en ambos ejes. Se capturaron y analizaron 740 imagenes de espermatozoides de ambos animales.
Se analizaron los siguientes pardmetros morfométricos: longitud (L, um), anchura (W, um), drea (A, um2) y
perimetro (P, pm). Ademds, se evaluaron cuatro variables de forma de la cabeza del espermatozoide:

a) La elipticidad que se obtuvo mediante la férmula (L/W) y describe la forma eliptica de un objeto, de
forma que su valor es uno para un circulo y mayor que uno para una elipse. Cuando los valores son superiores
alaunidad, la forma de la cabeza del espermatozoide tiende a ser mas delgada.

b) La elongacién que se obtuvo mediante la férmula ([L-W]/[L+W]) y describe el grado de alargamiento
de un objeto, por lo que su valor es cero para un circulo y alcanza un valor de uno para una linea. Si este valor
aumenta, la cabeza del espermatozoide tiende a ser mds alargada.

c) La regularidad (nLW/4A) que describe el grado de uniformidad de la forma de la cabeza del
espermatozoide.

d) La rugosidad (47wA/P2) que describe el grado de circularidad de un objeto. Cuando se tiene un circulo
ideal el valor es uno, y cero cuando es unalinea. Si el valor tiende a uno, la cabeza del espermatozoide presenta
una forma mas circular. También se midié6 la anchura (um), 4rea (um?®), distancia de insercién (distancia
entre la cabeza y el ¢je de la pieza intermedia, pm) y dngulo de insercién (°) de la picza intermedia del
espermatozoide.

Anilisis estadistico

En las variables de morfometria, se determinaron los supuestos de normalidad y homocedasticidad
mediante las pruebas de Shapiro-Wilks y Levene para los datos obtenidos del anélisis CASA-Morph de
todas las células analizadas. Se realizaron procedimientos de agrupamiento para identificar subpoblaciones
espermaticas del conjunto de datos de morfometria. Todos los valores para las variables morfométricas se
estandarizaron para evitar cualquier efecto de escala. El primer proceso consistié en realizar un analisis de
componentes principales (PCA) o andlisis factorial de todos los datos para obtener un menor niimero de
combinaciones lineales (PC) que atin conservaran la mayor cantidad de informacién posible de las variables
originales.

El nimero de componentes principales (PCA) utilizados en el proceso del andlisis se determiné a partir
del criterio de Kaiser. Se seleccionaron solo aquellos con un valor propio (eingenvalue; varianza extraida de
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cada PC>1). Ademds, se realizd la prueba de esfericidad de Bartlett y la prueba KMO (Kaiser-Meyer-Olkin)
(Spencer, 2013). Como método de rotacidn, se utilizé el método varimax con la normalizacién de Kaiser
(Kaiser, 1958).

El segundo proceso consistié en realizar un andlisis no jerdrquico con el modelo de k-medias (k-means)
que utiliza distancias euclidianas de las variables cuantitativas después de la estandarizacion de los datos,
por lo que los centros de agrupacién fueron las medias de las observaciones asignadas a cada agrupacién
(Kaufman & Rousseeuw, 2005). El andlisis multivariado de grupos de k-medias se realizé para clasificar
los espermatozoides en un numero reducido de subpoblaciones (clusters o grupos) de acuerdo con sus
variables morfométricas. En el proceso final, para determinar el niimero éptimo de grupos, los centroides
finales se agruparon a nivel jerdrquico con el método Ward (Murtagh & Legendre, 2014). Por lo tanto,
el procedimiento de agrupamiento permite la identificacién de subpoblaciones de espermatozoides, ya
que cada grupo contribuy6 a un grupo final formado por los espermatozoides unidos a los centroides. Se
realizé un andlisis de la varianza (ANOVA) para evaluar las diferencias estadisticas en las distribuciones
de observaciones dentro de las subpoblaciones de espermatozoides para cada variable morfométrica. Las
diferencias entre medias se analizaron mediante la prueba de Bonferroni. Los resultados se presentan como
media + error estandar de la media (SEM). La significacion estadistica se consideré en P<0,05. Todos los
datos se analizaron con el paquete IBM SPSS, version 23.0 para Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, EE. UU.).

RESULTADOS

El rango de lalongitud de testiculos de los animales estudiados fue entre 6,2 y 6,8 cm, mientras que la anchura
presentada por los animales fue de 2,5 cm y 2,9 cm. La longitud del epididimo en los machos estudiados
se determiné en 8,9 y 10,3 cm. Se presenté un efecto animal (p<0,05) en las variables morfométricas de
cabeza y pieza intermedia de los espermatozoides. Las variables morfométricas que indicaron la mayor
variabilidad correspondieron a la pieza intermedia y fueron la anchura, drea, distancia y dngulo de insercién,
con coeficientes de variacion de 44,65 %, 22,99 %, 76,81 % y 81,83 %, respectivamente. Se presentaron
diferencias (p<0,05) entre animales para las variables de morfometria, las variables de la pieza intermedia del
espermatozoide fueron las que mostraron mayores diferencias entre los animales (Cuadro 1).
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CUADRO 1
Variables morfométricas de la cabeza y pieza intermedia (media + DE) del espermatozoide
de venado de cola blanca (Odocoileus virginianus pernvianus). Laboratorio de Biotecnologfas
Reproductivas, Granja K’ayra, Escuela Profesional de Zootecnia, Facultad de Ciencias Agrarias

de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco (UNSAAC), Cusco, Pert, 2016.

Venado

Variable Promedio 1 2

Longitud cabeza (pm) 7,63 £ 0,45 7,62 £ 0,47 7,64 £ 0,45
Anchura cabeza (um) 3,87 £ 0,18 3,80 £ 0,14 3,88* £ 0,18
Area cabeza (um?) 25,43 + 1,89 25,13 + 1,60 25,48 + 1,94
Perimetro cabeza (um) 22,19 = 1,49 22,01 £ 1,24 22,23 £ 1,53
Elipticidad 1,98 = 0,12 2,01*% £ 0,14 1,97 = 0,12
Rugosidad 0,65 + 0,07 0,66 = 0,06 0,65 + 0,07
Elongacion 0,33 + 0,03 0,334* £ 0,03 0,326 + 0,03
Regularidad 0,91 + 0,03 0,90 + 0,03 0,91* + 0,03
Anchura PI (um) 1,50 £ 0,67 1,34 £ 0,70 1,53* + 0,66
Area PI (um?) 3,57 + 0,82 3,62 £ 0,73 3,56 = 0,83
Distancia insercién PI (um) 0,18 £ 0,14 0,15 £ 0,13 0,18* £ 0,14
Angulo insercién PI (°) 3,88 £ 3,17 3,24 £ 2,55 3,99* £+ 3,26

Numero total de espermatozoides de cada animal: venado 1 = 108; venado 2 = 632.
PI: pieza intermedia. DE: desviacién estandar. * indica diferencias significativas entre
animales p<0,05. / Total number of sperm cells from each animal: deer 1 = 108; deer 2
= 632. PI: mid piece. SD: standard deviation. * indicates significant differences between
animals p<0.05.

Table 1. Morphometric variables of the head and intermediate piece (mean + SD) of the white-tailed deer (Odocoileus
virginianus peruvianus) sperm. Reproductive Biotechnologies Laboratory, K’ayra Farm, Professional School of Animal Sciences,
Faculty of Agrarian Sciences at Universidad Nacional de San Antonio Abad in Cuzco (UNSAAC), Cusco, Peru, 2016.

Los resultados del andlisis de componentes principales indicaron que habia cinco componentes principales
(PCs): “clipticidad” (PC1) representada por la elongacién, elipticidad, la anchura y longitud de la cabeza del
espermatozoide. El efecto del valor propio de las dos primeras variables fue el mismo (0,989), mientras que
para la anchura de la cabeza fue de -0,488, lo que indica que en este grupo se incluyeron aquellas células con
una cabeza alargada pero delgada. PC2 se referia a anchura, longitud, drea y regularidad de la cabeza, llamado
“tamano” con un mayor efecto por drea de la cabeza. En este grupo hubo células con una longitud de cabeza
similar al grupo anterior, pero mds anchas por efecto del 4rea total de la cabeza respecto del grupo celular
comprendido en PC1. PC3 estuvo representado por el perimetro y la rugosidad, denominada “circularidad”
dada por rugosidad (-0,966). E1 PC4 estuvo representado por el 4ngulo de insercién (0,796) y distancia de la
piezaintermedia, denominado “4ngulo de insercién dela pieza intermedia”. EIPCS5 lo comprendié laanchura
y el drea de la pieza intermedia, llamado “anchura de la pieza intermedia”. Los 5 PC tuvieron una variacién
total explicada de 81,24 %. Estos resultados indicaron que la forma y el tamano del espermatozoide tuvo un
efecto mayor sobre la varianza total que las otras variables (Cuadro 2).
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CUADRO 2
Valores propios de componentes principales (CPs) para variables morfométricas en espermatozoides
de venado de cola blanca (Odocoileus virginianus pernvianus). Laboratorio de Biotecnologfas
Reproductivas, Granja K’ayra, Escuela Profesional de Zootecnia, Facultad de Ciencias Agrarias
de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco (UNSAAC), Cusco, Pert, 2016.

Componentes principales
Variable PC1 PC2 PC3 PC4 PC5
Elongacion 0,989
Elipticidad 0,989
Anchura cabeza -0,488 0,864
Longitud cabeza 0,694 0,693
Area cabeza 0,878
Regularidad 0,420
Rugosidad -0,966
Perimetro cabeza 0,898
Anchura PI 0,757
Area PI 0,752
Distancia insercion PI 0,756
Angulo insercién PI 0,796
Varianza explicada (%) 28,34 19,75 13,59 10,33 9,23

Varianza total explicada = 81,24 %. PI: pieza intermedia. / Total variance explained =
81.24 %. PIL: mid piece.

Table 2. Eigen values of principal components (PCs) for morphometric variables in white-tailed deer (Odocoileus virginianus
peruvianus) sperm. Reproductive Biotechnologies Laboratory, K’ayra Farm, Professional School of Animal Sciences,
Faculty of Agrarian Sciences at Universidad Nacional de San Antonio Abad in Cuzco (UNSAAC), Cusco, Peru, 2016.

Los datos del anlisis de conglomerados mostraron cuatro subpoblaciones (SP) (Figura 1 y Cuadro 3).
Los valores morfométricos correspondientes a cada subpoblacién se caracterizaron por: (a) la cabeza de los
espermatozoides incluidos en esta subpoblacion presentaron la mayor longitud, dreay perimetro, y fueron las
mas elipticas, elongadas y regulares. Su pieza intermedia result6 la de menor anchura (1,0140,51) y contuvo
el 21,76 % del total de células (Figura 2a y Cuadro 3). (b) Espermatozoides con un tamano de cabeza més
pequeiio y delgado (SP2), tanto en la cabeza como en la pieza intermedia, exhibié longitudes de cabeza y
anchura bajas (7,39 + 0,28 um; 3,77 + 0,13 um), y estuvo constituido por el 37,7 % de los espermatozoides
(Figura 2b y Cuadro 3). (c) Espermatozoides con cabezas alargadas y con valores altos de anchura de la pieza
intermedia (SP3; 7,63 + 0,28 um; 1,81 + 0,66pum). Ademds, esta subpoblacidn presentd células con valores
intermedios de elipticidad y elongacidn, representé el 17,7 % del total de células (Figura 2c y Cuadro 3), y
(d) células de tamano intermedio de la cabeza (26,11 + 1,80 um?) y pieza intermedia (SP4), con valores bajos
de elipticidad y elongacion (1,84 + 0,08; 0,30 £ 0,02), representd el 22,84 % del total de células (Figura 2d y
Cuadro 3). Se observé que las SP1, SP2 y SP3 mostraron proporciones similares (17,70 a 22,84 %).
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FIGURA 1
Distribucién de espermatozoides en venado de cola blanca (Odocoileus virginianus peruvianus) en
subpoblaciones segtin los valores de sus componentes principales (PCs). Laboratorio de Biotecnologfas
Reproductivas, Granja K’ayra, Escuela Profesional de Zootecnia, Facultad de Ciencias Agrarias
de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco (UNSAAC), Cusco, Pert1, 2016.

Figure 1. Distribution of white-tailed deer (Odocoileus virginianus peruvianus) spermatozoa in subpopulations according to the
values of principal components (PCs). Reproductive Biotechnologies Laboratory, K’ayra Farm, Professional School of Animal
Sciences, Faculty of Agrarian Sciences at Universidad Nacional de San Antonio Abad in Cuzco (UNSAAC), Cusco, Peru, 2016.



HERNAN CUCHO, ET AL. SUBPOBLACIONES MORFOMETRICAS DE ESPERMATOZOIDES EPIDIDIMARIOS DEL VENADO DE ...

CUADRO 5
Subpoblaciones espermdticas para variables morfométricas (media + DE) en venado de cola
blanca (Odocoileus virginianus peruvianus). Laboratorio de Biotecnologfas Reproductivas,
Granja K’ayra, Escuela Profesional de Zootecnia, Facultad de Ciencias Agrarias de la
Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco (UNSAAC), Cusco, Pert, 2016.

Subpoblaciéon espermatica

SP1 SP2 SP3 SP4
Niamero de células (%) 161 (21,76) 279 (37,70) 131 (17,70) 169 (22,84)
Longitud cabeza (pm) 8,24+0,282 7,39+0,28¢ 7,63+0,28" 7,46+0,38¢
Anchura cabeza (um) 3,89%0,15° 3,77£0,13¢ 3,81+0,16° 4,04+0,15¢2

26,98+1,38° 24,24+1,51¢ 25,17+1,53° 26,11+1,80°
22,9441,10= 21,1240,89® 22,93+1,75° 22,70+1,34°

Area cabeza (pm?)
Perimetro cabeza (pm)

Elipticidad 2,120,097 1,96+0,07¢ 2,01+0,09° 1,84%0,08¢
Rugosidad 0,65+0,05> 0,68+0,05° 0,61+0,09° 0,64+0,07°
Elongacién 0,36+0,02=  0,32+0,02¢ 0,33+0,02®  0,30+0,02¢
Regularidad 0,930,032 0,91+0,03" 0,91+0,03k 0,91+£0,03"
Anchura PI (pm) 1,01+0,51¢ 1,45+0,59° 1,81+0,66% 1,800,643
Area PI (pm?) 3,74+0,68°  3,36+0,72>  3,324+0,69*  3,94+1,01°
Distancia insercién PI (um) 0,13+0,08° 0,14+0,87° 0,35+0,18° 0,16%0,10°
Angulo insercién PI (°) 3,232,54°  3,2142,23°  6,51%4,32°  3,56+2,98"

DS: desviacion estandar. SP: subpoblacion. PI: pieza intermedia. *¢ Superindices distintos
dentro de fila indican diferencias significativas entre subpoblaciones espermaticas (p<0,05).
/ SD: standard deviation. SP: subpopulation. PI: mid piece. *¢ Different superscripts within
row indicate significant differences between sperm subpopulations (p<0.05).

Table 3. Sperm subpopulations for morphometric variables (mean + SD) in white-tailed deer (Odocoileus virginianus
peruvianus). Reproductive Biotechnologies Laboratory, K’ayra Farm, Professional School of Animal Sciences, Faculty
of Agrarian Sciences at Universidad Nacional de San Antonio Abad in Cuzco (UNSAAC), Cusco, Pert, 2016.



AGRONOMIA MESOAMERICANA, 2022, VOL. 33, NUM. 2, 46938, MAY0O-AG0sTO, ISSN: 2215-3608

FIGURA 2
Espermatozoides de Odocoileus virginianus peruvianus que representan cada subpoblacién. (a) SP1,
grandes y alargadas; (b) SP2, células pequenas y delgadas; (c) SP3, células alargadas, valores altos
de elongacién y elipticidad; (d) SP4, células de tamafio intermedio. Laboratorio de Biotecnologtas
Reproductivas, Granja K’ayra, Escuela Profesional de Zootecnia, Facultad de Ciencias Agrarias

de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco (UNSAAC), Cusco, Pert, 2016.

Fila superior, imdgenes capturadas del microscopio. Fila inferior, imégenes digitalizadas: amarillo,

acrosoma; azul, regién post acrosomal (valores de la cabeza son la suma de ambas 4reas); rojo,
picza intermedia. SP: subpoblacién. Escala de barra = 5 um, aplicable a todas las imagenes.

Figure 2. Odocoileus virginianus peruvianus spermatozoa representing cach subpopulation. (a) SP1, large and
clongated; (b) SP2, small and thin cells; (c) SP3, clongated cells, high elongation and ellipticity values; (d) SP4, cells
of intermediate size. Reproductive Biotechnologies Laboratory, K’ayra Farm, Professional School of Animal Sciences,
Faculty of Agrarian Sciences at National University of San Antonio Abad in Cuzco (UNSAAC), Cusco, Pert, 2016.

Top row, images captured from the microscope. Bottom row, digitized images: yellow, acrosome; blue,
post acrosomal region (head values are the sum of both areas); red, intermediate piece. SP: subpopulation.
Bar scale = 5 pm, it applies to all images.

Discusion

En este estudio se analizd la morfometria de 740 espermatozoides epididimarios de venado de cola blanca
(Odocoileus virginianus peruvianus) y se determinaron diferencias significativas (p<0,05) entre machos para
las variables de tamafio y forma de la cabeza como anchura, elipticidad, elongacién y regularidad de la cabeza
espermdtica. Ademds, se determinaron diferencias para variables de anchura, distancia y angulo de insercién
de la pieza intermedia. Resultados similares fueron reportados en otra subespecie del venado de cola blanca
(Herndndez-Corredor et al., 2018), aunque la tincién utilizada en el estudio fue diferente, en venado de las
pampas (Beracocheaetal.,, 2014) y en ciervo rojo ibérico (Esteso et al., 2006; Soler et al., 2005). Estos tltimos
autores utilizaron tres tinciones, de las cuales una fue similar a la empleada en este trabajo (Diff Quik).

Las diferencias podrian estar relacionadas con factores ambientales y/o genéticos como la edad, y la
dominancia (Esteso et al., 2006). Otros autores han propuesto que existen factores intrinsecos y extrinsecos
que afectan los resultados de morfometria espermatica. Dentro de los factores intrinsecos se incluyen los
factores genéticos, edad y madurez sexual de los individuos, mientras que entre los factores extrinsecos estd
la influencia del medio ambiente, la nutricidn, el manejo y el método de tincién e iluminacién de la lampara
(Y4niz, Soler et al., 2015).

En relacién con las medidas morfométricas del espermatozoide de venado de cola blanca, los valores que
se obtuvieron para la subespecie peruvianus, fueron inferiores en la longitud, anchura, 4rea y perimetro de
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la cabeza, a las reportadas en otra subespecie del venado cola blanca (Herndndez-Corredor et al., 2018).
En ambos estudios se utilizé el mismo sistema CASA de andlisis computarizado ISAS®, pero los medios de
tincién celular fueron diferentes, lo que podria haber influido en los resultados como ha sido asociado en
otros trabajos realizados.

Al caracterizar las células espermiticas sobre el venado de las pampas (Ozotoceros bezoarticus), se han
reportado valores morfométricos del drea de la cabeza (28,1 y.mz), longitud (7,6 pm) y perimetro (21,9 um),
y valores similares de rugosidad (0,7), elongacién (0,3) y regularidad (0,9) (Beracochea et al., 2014); medidos
con la misma tincién que en el presente trabajo, aunque un sistema CASA-Morph diferente. Al evaluar
diferentes mérodos de tincién del espermatozoide del ciervo rojo ibérico, se han reportado valores de longitud
y perimetro de la cabeza del espermatozoide, similares a los que se reportan en este estudio, con el mismo
sistema CASA-Morph (Soler et al., 2005). No se han reportado resultados de las medidas de la anchura, drea,
distancia y 4ngulo de insercién de la pieza intermedia del espermatozoide, de alguna subespecie del venado
de cola blanca, ni tampoco de otros cérvidos como el venado de las pampas o el ciervo rojo ibérico, por lo que
los datos encontrados no se pueden discutir.

Este es el primer estudio que ofrece informacién de la estructura de subpoblaciones espermaticas en
funcién a la morfometria en venados de cola blanca de la subespecie peruvianus, al identificar cuatro
subpoblaciones espermaticas definidas por criterios de tamano y forma de la cabeza y el 4ngulo de inserciéon
de la pieza intermedia del espermatozoide. En cérvidos como el venado de las pampas se han reportado
tres subpoblaciones (SP) en funcién de su morfometria con procedimientos multivariados de anélisis
similares a los del presente estudio (Beracochea et al., 2014). En ciervo rojo ibérico, se reportaron 3 SP
luego de realizar diferentes técnicas de anlisis como vectores de soporte (SVM) (Ramén et al,, 2013).
Ademas, los espermatozoides mds pequenos tienden a presentar una mejor resistencia durante el proceso
de criopreservacién (Esteso et al., 2006). En el presente estudio, las células con el patrén antes descrito
correspondieron a la SP2, sin embargo, es necesario mas investigacion para determinar una relacién directa
entre los patrones morfométricos del espermatozoide del venado cola blanca y la resistencia a los procesos
de criopreservacién. La distribucién desigual de espermatozoides en las diferentes subpoblaciones refuerza
la idea de la heterogeneidad del eyaculado en su conformacién. La mayor parte de los espermatozoides se
agruparon en la SP2, donde las células presentaron cabezas pequenas o alargadas. Esto refuerza la idea de
una célula pequenay eliptica con mayor capacidad de movilizacién como mecanismo evolutivo de capacidad
fecundante.

La heterogencidad en los porcentajes de espermatozoides en cada una de las subpoblaciones, también ha
sido reportada por Beracochea et al. (2014) y Ramén et al. (2013), en el venado de las pampas y el ciervo
rojo ibérico, respectivamente, y en otros mamiferos como el vacuno (Valverde et al., 2016), perro (Soler,
Alambiaga et al., 2017) o llama (Cucho et al.,, 2021), esta heterogencidad de espermatozoides garantizaria
un mayor potencial para fecundar un ovocito a intervalos impredecibles después de la eyaculacién (Curry,
2000), esta es una estrategia de los espermatozoides para lograr una fertilizacién exitosa.

CONCLUSIONES

La caracterizacién de los espermatozoides epididimarios del venado cola blanca analizados con un
sistema CASA-Morph permitié identificar cuatro subpoblaciones espermdticas con diferentes patrones
morfométricos relacionados con el tamafo, forma de la cabeza ¢ insercién de la pieza intermedia del
espermatozoide.

Este trabajo es el primero en caracterizar la morfometria del espermatozoide del venado cola blancay puede
ser la base de futuros trabajos de investigacién en programas de reproduccién asistida de esta especie con
propdsitos y fines de conservacion.
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