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RESUMEN

El presente trabajo de Integracion Curricular tuvo como objetivo realizar la genotipificacion y
andlisis de genes de interés comercial de reproductores en la Estacion Experimental Pastaza
perteneciente a la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo. La investigacion fue considerada
como experimental y se determina una poblacién constituida por dos ejemplares de la raza
Charolais, el estudio inici6 por la evaluacion de fertilidad de los reproductores, extraccion y
congelacion del semen, toma de muestra para el analisis de laboratorio, registro de ejemplares y
finalmente se elabord una ficha técnica con informacién de los ejemplares; para evaluar la
fertilidad se utilizo estadistica descriptiva con la finalidad de obtener pardmetros de interés.
Ademas, se empleo el método STRS para la determinacién de la genotipificacion. Todo el anélisis
se llevd a cabo en el laboratorio de Biotecnologia Genética (BIOTECGEN S.A) conjuntamente
con un trabajo de campo de 180 dias utilizando materiales de campo, laboratorio, equipos y
reactivos. En cuanto a genotipificacion respecto al ejemplar FCP Samuel 0610: se determinan que
cinco pares de alelos correspondientes al 29,41% son homocigoticos y 12 pares de alelos
(70,59%) son heterocig6ticos y en el segundo ejemplar FCP TEO 0616: 6 pares de alelos
representado por 35,29% son homocigoticos y 11 pares de alelos (64,71%) son heterocigoticos.
En conclusion, se determina que la calidad genética de los reproductores es elevada, el toro FCP
Samuel 0616 mostro caracteristicas de interés comercial mas adecuadas; se recomienda a la
Estacion Experimental Pastaza efectuar andlisis similares a nuevos grupos de reproductores

bovinos para mantener una base de datos para estudios posteriores.

Palabras clave: <GENOTIPIFICACION>, <GENES>, <REPRODUCTORES BOVINOS>,
<INTERES COMERCIAL>, <FERTILIDAD

0326-DBRA-UPT-2023
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ABSTRACT

The objective of this Curriculum Integration work was to carry out genotyping and analysis of
genes of commercial interest ofbreeders at Estacion Experimental Pastaza belonging to Escuela
Superior Politécnica de Chimborazo. The research was considered as experimental and a
population consisting of two specimens of the Charolais breed is determined, the study began by
the evaluation of fertility of the breeders, extraction and freezing of semen, sampling for
laboratory analysis, registration of specimens and finally a technical sheet was prepared with
infonnation on the specimens. Descriptive statistics was used to evaluate fertility in order to obtain
parameters of interest. In addition, the STRS method was used for the determination of
genotyping. All the analysis was carried out in the Genetic Biotechnology laboratory
(BIOTECGEN S.A) together with a field work of 180 days using field materials, laboratory,
equipment and reagents. Regarding genotyping with respect to the specimen FCP Samuel 0610:
it is determined that five pairs of alleles corresponding to 29,41% are homozygous and 12 pairs
of alleles (70,59%) are heterozygous and in the second specimen FCP TEO 0616: 6 pairs of alleles
represented by 3 5,29% are homozygous and 11 pairs of alleles (64, 71 %) are heterozygous. In
conclusion, it is detennined that the genetic quality ofthe breeders is high, the FCP Samuel 0616
bull showed more suitable characteristics of commercial interest. It is recommended that Estacion
Experimental Pastaza carry out similar analyses on new groups of cattle broodstock to maintain
a database for further studies.

Keywords: < GENOTYPING >, < GENES >, < BOVINE BREEDERS >, < COMMERCIAL
INTEREST >, < FERTILITY >.

0326-DBRA-UPT-2023

bttt

Mgs. Deysi Lucia Damian Tixi
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INTRODUCCION

En la presente investigacion denominada Genotipificacion y Analisis de Genes de Interés
Comercial de Reproductores Bovinos de la Estacion Experimental Pastaza en la cual se busca
obtener el perfil genético de un organismo. Se considera una técnica molecular que usa el ADN
presente en las células nucleadas como los globulos blancos, las células de las fibras musculares,
espermatozoides y foliculos pilosos; los cuales se conservan en el semoviente a lo largo de toda
su vida productiva. El estudio posibilita conocer el material genético que un sujeto ha heredado

de sus padres biologicos (Merchanl, et al., 2017 pp. 5-6).

En la genotipificacion bovina se hace uso de segmentos del ADN Ilamado microsatélites, los
cuales son marcadores genéticos que estudian la herencia de los genes en las familias y presentan
numerosas formas denominadas alelos, cada microsatélite animal tiene 2 alelos; uno heredado
paterno y otro materno; es asi como la determinacion de los alelos localizados en los
microsatélites presentes en el ADN de un semoviente posibilita obtener una mezcla especial que

se Ilama genotipo del ejemplar en cuestion (Finegold, 2021 pp. 12-15).

Este tipo de estudios tienen la posibilidad de garantizar la identidad de los animales a partir de
una edad corta con un beneficio directo para el productor. Por otra parte, generan un costo
agregado a otros productos como: semen, embriones, 6vulos y veceros, en la utilidad asegura los
principios productivos de los animales, posibilita solucionar dudas en los procesos reproductivos,
optimiza los cruces, permite ser mas acertado en la seleccion en la venta de hembras, controla

mejor los procesos de renovacion del hato optimizando la productividad (Garcia, et al., 2018 p. 18).

La amazonia ecuatoriana tiene un gran potencial en cuanto a espacio fisico para la ganaderia que
debe ser aprovechada de forma sostenible, utilizando excelentes recursos genéticos que en la
actualidad se encuentran disponibles y técnicas como la genotipificacion que permiten hacer uso
del mejor material genético, a fin de incrementar la cantidad de carne y leche. Entre los afios
2000-2011, los pastos han aumentado en 116 mil hectareas que representan el 69,2% de todo el

crecimiento de la tipologia de uso agrario en el territorio amazonico (Ministerio de Agricultura y
Ganaderia, 2022 p. 8).

En la industria ganadera se necesita elegir reproductores con propiedades genéticas deseables,
resistentes a ambientes extremos, enfermedades, con rendimientos aceptables en masa corporal,
cantidad y calidad en la produccidn céarnica y lactea. Lo que ha permitido que la utilizacion de

técnicas biotecnoldgicas de seleccion asistida como los marcadores moleculares se han



convertido en los ultimos afios en una alternativa fundamental para obtener adecuados

rendimientos productivos con forme al interés zootécnico del productor.

Por la antes mencionado se ha seleccionado la genotipificacion como una alternativa para la
seleccion de cualidades de interés zootécnico y econémico como: indice de produccidn, facilidad
de parto, tasa de prefiez en novillas, ganancia diaria de peso, terneza, marmoleo, calidad y
cantidad de leche, entre otros. A fin de contribuir en la optimizacion genética, para obtener
descendencia con propiedades determinadas de forma mas inmediata y eficiente, reduciendo los
intervalos entre generaciones y los precios de produccién en la regién amazonica ya que se

cuenta con material genético de alta calidad adaptado muy bien en la zona climatica.

Es por ello que la presente investigacion se realiz6 la genotipificacion y andlisis de genes
de interés comercial de reproductores bovinos de la Estacién Experimental Pastaza de la

Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

Por lo sefialado anteriormente se plantea los siguientes objetivos:

e Determinar la calidad genética de los reproductores bovinos de la Estacion Experimental
Pastaza de la ESPOCH mediante los resultados obtenidos de la Genotipificacion y analisis de
genes de interés comercial.

o Evaluar la fertilidad de los reproductores mediante Pruebas de Fertilidad para la posterior crio
conservacion de su material genético.

o Elaborar una ficha técnica con la informacién acerca de los reproductores bovinos de la
Estacion Experimental Pastaza de la ESPOCH.

e Conocer los costos de las técnicas y tecnologias aplicada.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL
1.1. Generalidades del bovino de la raza Charolais
1.1.1. Origen

La raza Charolais es originaria del centro este de Francia del Distrito de Charol, tuvo sus inicios
en las antiguas provincias francesas de Charolles y de Niemen, situadas en las regiones centro
oeste y sudoeste de Francia, se desconoce el ganado que dio origen a esta raza, ya que tiene una
gran capacidad de producir carne debido a su gran masa muscular con abundante manto de carne

los cuartos posteriores, donde se encuentran los cortes de mayores cualidades de sabor carnico
(Bavera, 2014, p. 131).

En la edad adulta esta raza alcanza altos pesos, en cuanto a las caracteristicas fisicas su pelaje es
de color blanco y existen dos variedades: mocha y astada. La misma gque ha sido tradicionalmente
utilizada en cruzas con razas britanicas, especialmente con Angus, con la finalidad de lograr reses
con mejor rendimiento de carne a partir de su menor contenido de grasas. Se la cataloga como

"Raza continental" debido a su origen europeo (Bavera, 2014, p. 131).

En afios anteriores el proceso de desarrollo era pausado, pero ahora se da mayor rapidez, a partir
de unaraza geografica antigua de color crema que habitaba la comarca de Charolais, posiblemente
esta forma ancestral tenia varias caracteristicas en comdn con el ganado Simmental de Suiza y
Alemania. En su origen de triple aptitud (carne, trabajo y leche) los Charolais se han convertido
en una raza especializada de carne que va aumentando rapidamente su reputacion (Bavera, 2014, p.
131).

1.1.2.  Caracteristicas fisicas

La rasa Charolais tiene ciertas caracteristicas propias por ejemplo: el pelo puede ser corto en
verano, se espesa y se alarga durante las épocas de frio intenso. La mayoria de los terneros
nacen con cuernos, aunque muchos criadores los extirpan cuando los terneros son jovenes. A
campo toman un tinte blanco pajizo. El cuerpo es voluminoso y cilindrico, su piel es suelta 'y

de espesor medio, el pelo es suave Una de las caracteristicas mas destacables consiste en la



musculatura sumamente desarrollada que se encuentra en las extremidades y sobre el lomo de

los mejores representantes de la raza (Leon, 2011, p. 11).

La cabeza es corta, profunda y ancha sus 0jos son de color oscuro, los cuernos palidos y nacen
lateralmente, encorvandose hacia adelante y hacia arriba en su extremidad. Los machos adultos
presentan una abultada musculatura en la region cervical y tienen un cuerpo largo y profundo,
con una linea dorsal casi horizontal y costillar bien arqueados. La pelvis es de longitud y caida
moderadas, lo que da a estos animales un aspecto escurrido en los cuartos traseros, pero los
muslos estan bien desarrollados y redondeados por detras. Las extremidades son bastante largas

y con huesos recios, caracteristica conveniente en los animales de tiro (Jaramillo, 2014, p. 8).

1.1.3. Caracteristicas funcionales

El tamafio del ganado Charolais es grande, se caracteriza por su gran apetito que puede satisfacer
consumiendo forrajes bastos y poco apetecibles, también, puede convertir el alimento consumido
en carne con una gran eficacia, esta aptitud, afiadida a su gran rusticidad y enorme docilidad,

permite que se adapte muy bien a todos los sistemas de crianza ya sean extensivos e intensivos
(Jaramillo, 2014, p. 8).

En la tabla 1-1, se puede observar los promedios zoométricos y el peso vivo de la raza Charolais,
en lo cual los toros adultos pueden presentar pesos que oscilan de los 900 a 1,250 kg, y las hembras

pesos gue van desde los 560 a 900 kg.

Tabla 1-1: Peso vivo y promedios zoométricos de la raza Charolais

Variables Machos Hembras
1 Afio Adultos 2 afios Adultas

Peso vivo (kg) 516 1086 614 812
Alzada a la Cruz (cm) 122 142 130 137
Perimetro  Torécico 182 239 199 217
(cm)

Profundidad Torécica 46 64 51 59
(cm)

Anchura de Grupa 44 55 53 57

Fuente: (Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, 1968 pp. 353-354).
Realizado por: Quilambaqui Prado, Diego, 2023.

Ademas, Esta raza en explotaciones intensivas bajo una amplia variedad de condiciones

ambientales ha presentado buenos rendimientos productivos y en cuanto a las hembras y machos



son utilizados para mejorar el ganado por medio de cruzamientos, gracias a la buena reputacién

que se ha ganado (Ganzabal, 2015 p. 9).

1.1.4.  Caracteristicas reproductivas

El ganado Charolaise se la destina para la produccion de carne, tanto vigilada como estabulada.
Las terneras paren por primera vez a una edad aproximada y pueden llegar a tener cuatro terneros
en su vida activa, ademas los terneros nacen a intervalos de un afio. Los toros son rapidos en su
servicio y se utilizan por primera vez cuando llegan a los 15 meses de edad. Su vida normal

reproductora dura unos seis afios (French, 2017 p. 20).

Los machos por lo general al nacer pesan unos 45 kg y las hembras unos 42 kg. Habitualmente
las vacas no se utilizan para la produccion lechera, sin embargo producen lo suficiente para criar
un ternero por afio, siendo un rendimiento estimado que llega a los 3.000 litros por lactacion. En
el caso de los gemelos el peso al nacer es por término medio de 47 kilogramos para los machos
y 43 kilogramos para las hembras. El promedio de incremento diario en el peso hasta los seis

meses de edad es de 1,15 y 1,04 kilogramos para los machos y las hembras respectivamente
(French, 2017 p. 20).

En latabla 2-1 se describe los pardmetros reproductivos del ganado Charolais:

Tabla 2-1: Parametros reproductivos de la raza Charolais

Parametros reproductivos

Taza de prefiez 81%
Tasa de supervivencia 96%
Tasa de destete 78%

Fuente: (Ganaderia.com, 2017).

Realizado por: Quilambaqui Prado, Diego, 2023.

Por parte de Galvéan (1991, p. 75), menciona que la hembra produce un ternero anualmente sin
dificultad, gracias a su buena fertilidad, longevidad, prolificidad y a su buen intervalo entre
partos. Cabe mencionar que poseen una excelente capacidad lechera. El primer parto se
presenta a los 2 afios de edad. El intervalo entre el primer y el segundo parto es mayor de un
afio, luego de esto presentara partos anuales, puede tener hasta 4.5 partos en su vida
productiva y la probabilidad de tener partos gemelares es de 2.8 a-3%. La infertilidad es baja

de 7,52 % y la mortalidad de 4%. El peso al nacer de la hembra es de 45 Kg y de 48 Kg en



los machos, aunque pueden llegar a 60 kg. Los terneros en sus primeros 4 meses tendran

ganancias de peso diarios de unos 1100 gramos.

1.1.5.  Caracteristicas productivas

El ganado Charolaise engorda satisfactoriamente en los prados o en el establo y da carne de
excelente calidad. Aunque ésta presenta una elevada proporcién de grasa intramuscular
(marmorizacion) los depodsitos superficiales son excepcionalmente escasos. Los animales
sacrificados al terminar su engorde en el prado dan un rendimiento a la canal del 40 al 45 por
ciento, pero cuando se engordan en régimen de estabulacion los bueyes jovenes con frecuencia

dan un rendimiento del 60 al 70 por ciento en la canal (Mendoza, 2019, p. 4).

El ganado Charolaise se engorda de satisfactoriamente en los prados o en el establo el mismo
gue da carne de excelente calidad. Sin embargo presenta una elevada proporcion de grasa
intramuscular (marmorizacién) los depdsitos superficiales son excepcionalmente escasos. Estos
ejemplares al terminar su engorde ofrecen un rendimiento a la canal del 40 al 45 por ciento, pero
cuando se engordan en régimen de estabulacion los bueyes jévenes por lo general dan un

rendimiento del 60 al 70 por ciento (Galvan, 1991, p. 75).

En la tabla 3-1, se describe los parametros productivos del ganado Charolais.

Tabla 3-1: Parametros productivos de la raza Charolais

Pardmetros productivos

Peso al destete 268 — 295 kg

Peso al afio de edad 480 kg

Ganancia de peso diria (novillos de 1,58 kg

engorde)

Conversion alimenticia 1 kg * 7,26 kg

Rendimiento a la canal 65— 68 %

Relacidn de ganancia de peso 78% musculo/canal, 12-14% grasa/canal y 15-18%
hueso/canal

Fuente: (Ganaderia.com, 2017).
Realizado por: Quilambaqui Prado, Diego, 2023.

1.1.5.1. Aptitud

La Charolais es una raza destinada para la produccion de carne por excelente calidad, ya que en

la actualidad se la consideraba para distintos propositos este tipo posee buena conformacion
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carnica, de bajo contenido de grasa, en cuanto a las hembras estan son muy apreciadas por sus
diferentes cualidades entre ellas su fertilidad y prolificidad pues tiene una alta tasa de partos de
gemelos, con buena produccion de leche para poder alimentar correctamente a su cria, siendo la

mejor entre las razas destinadas a carne (Jaramillo, 2014, p. 8).

Posee una gran velocidad de crecimiento este puede llegar hasta 2,5 kg/dia, gracias a su alta
rusticidad se adapta muy bien a los diferentes sistemas de crianza y condiciones ambientales,
logrando buenas ganancias de peso con forrajes bastos. Los machos son utilizados para
cruzamientos con otras razas, ya que se considera que este transmite a su descendencia las

cualidades cérnicas que posee, por lo cual adquirirlo para reproductor suele ser costoso (Jaramillo,
2014, p. 8).

1.1.5.2. Cualidades carnicas

La produccidn de carne es uno de los principales propdsitos del charolais, esta raza dispone de
una gran variabilidad de productos que entrega bajo distintas categorias (edad, sexo, condiciones
generales). Esta clase de animales tiene un crecimiento inigualado con una ganancia media diaria
gue puede alcanzar 2200 gramos en periodo de engorde; proporcionando una enorme capacidad
de ingestion vinculada a su tamafio, su profundidad de pecho y su volumen digestivo. Un
potencial de crecimiento que restringe los insumos en favor de carcasa sin exceso de grasa de
cobertura y de una carne ligeramente veteada de primera calidad, apreciada por el consumidor

por el sabor, color y terneza (Jaramillo, 2014, p. 9).

1.2. Cruces de Charolais

El ganado Charolais se ha cruzado con una serio de razas como la: Normando, Holstein,
Simmental, Blonde D’ Aquitaine y el mas apto para la zona del trépico es el Cebd, el mismo que
es uno de los mas recomendados para mejorar la produccién carnica, a diferencia de las hembras
se cuenta con una gran ventaja ya que estas tienen una buena habilidad materna para destetar muy
buenos terneros, con la suficiente produccion de leche para la cria, el objetivo de seleccidn de este
tipo de animales, ya que la Charolais es una raza muy dominante frente a otras, pues al realizar el
cruzamiento, esta tiende a imponerse tanto en su parte fisica por el color de su pelaje, como en el
potencial de estos animales en la produccion de carne. Esta parte dominante también se ve en la
ganancia de peso, rendimiento a la canal, calidad de la canal, fertilidad y habilidad materna
(Jaramillo, 2014, p. 9).



1.3. La gendmica

Los analisis genéticos tradicionales para ganado vacuno han permitido obtener una gran
cantidad de informacidn sobre la produccion, reproduccion y de deteccidn de enfermedades
en los programas de mejoramiento genético, tipo y caracteristicas de conformacion en los
animales. Estos andlisis se han basado en los registros productivos y en el pedigri (registros
genealdgicos), seleccionando animales sobresalientes o con mérito genético con la capacidad de
producir eficientemente y transmitir su potencial genético a ladescendencia. Sin embargo, debido
al tiempo que requiere llevar estos registros, ademas de cubrir los costosos elevados es necesario
para una evaluacion genética por prueba de progenie. EI medir las caracteristicas productivas de
las hijas y colectar datos suficientes para una mayor precision al momento de hacer la evaluacion

para la estimacién del valor de cria (Marin, 2013, p. 9).

Con la llegada de la tecnologia y los microarreglos de alta densidad (chips gendmicos), en la
actualidad se dispone de distintas plataformas para la genotipificacién de miles de marcadores
moleculares SNP’s simultdneamente que unidos a las evaluaciones genéticas tradicionales
permitirdn elevar la precision de los valores genéticos de animales superiores con una
confiabilidad del 75% para animales muy jévenes, disminuyendo costos de produccion de los
toros utilizados para la venta de semen probado y de las evaluaciones genéticas sobre todo en
machos y hembras jovenes (Marin, 2013, p. 4).

Las evaluaciones genémicas tienen un sinnimero de ventajas frente a las evaluaciones genéticas

tradicionales, entre las cuales estan:

e Elincremento en la intensidad de la seleccion por el incremento del nimero de animales en
prueba con los mismos recursos econémicos que pueden optar por el mejoramiento genético

e Laseleccion de caracteristicas de baja heredabilidad con mejor precision y resultados.

Todo lo antes mencionado hace posible mejorar caracteres funcionales que bajo un sistema de

seleccion tradicional mostrarian progresos genéticos bajos (Marin, 2013, p. 4).

En la actualidad, la genémica es la subdisciplina de la genética creada con la finalidad de
caracterizar molecularmente los genomas completos, el mismo que surge de la integracion de
las cinco areas tradicionales de genética (genética mendeliana, citogenética, genética molecular,
genética de poblaciones y genética cuantitativa) con una serie de disciplinas nuevas todas ellas

asociadas a la estadistica, la bioinformatica y la rob6tica (Marin, 2013, p. 4).



1.3.1.  Metodologia del andlisis de los genomas

Segun (Ortega, 2011, p. 415), manifiesta que las distintas técnicas de biologia molecular han logrado
el conocimiento detallado de los genomas. El desarrollo que ha permitido la aplicacion de
técnicas de mapeo fisico, genético y comparativo, admiten la posibilidad de asignacion fisica
especifica de los genes dentro de un cromosoma, determinan la sintenia entre marcadores y

obtienen de manera conjunta, informacidn tanto de genes como de marcadores.

El avance en el conocimiento de la quimica de los acidos nucleicos, la automatizacién de los
procesos de laboratorio y la biologia computacional, han contribuido al conocimiento de la
organizacion y variabilidad genética de las especies, a tal punto, que en la actualidad se dispone
de pruebas de laboratorio que permiten obtener informacién rapida y confiable de caracteres
genéticos de importancia econdmica en especies de gran valor productivo. Algunos ejemplos en
bovinos incluyen la deteccion de genes como los de la tiroglobulina, la calpastatina y la
miostatina, implicados en caracteristicas como el marmoéreo, la terneza de la carne y la doble

musculatura respectivamente (Sanchez, 2008, p. 6).

1.3.2.  Descripcion molecular del genoma bovino

El genoma bovino estad compuesto por 29 pares de autosomas y un par de cromosomas sexuales.
La mayor diferencia carioldgica entre: Bos taurus y Bos indicus; las dos especies de ganado
bovino se encuentraen el cromosoma Y: en Bos indicus este cromosoma es acrocéntrico mientras

que en Bos taurus es submetacéntrico (Arcila, 2006 p. 2).

Para (Ortega, 2011, p. 2415), quien describe que un mapa inicial derivado de clones de BACs del
genoma bovino fue construido a partir de fragmentos de restriccion de 290.797 clones de
animales de tres diferentes razas, que incluyeron Charolais, Holstein y Angus, en donde fueron
incluidos los genotipos y pedigries de dos mapas genéticos y un set de marcadores obtenidos a
partir de mapas de hibridos por radiacién, los cuales fueron consolidados en un mapa con 17.254
marcadores en total. En el primer borrador de la secuencia del genoma bovino se gener6 a partir
de un individuo de la raza Herford, mientras que la base de datos para SNPs ha sido generada a

partir de seis razas diferentes: Holstein, Angus, Jersey, Limousin Norwegian Red y Brahman.

De los datos obtenidos tanto de los mapas fisicos, genéticos y del secuenciamiento; se estima

que el total del genoma bovino consta de 2,87 Gpb (2870 millones de pares de bases); a la fecha,

se ha reportado anotaciones de 4000 genes, de los 22,000 que probablemente lo constituyen.

Ademas, se han identificado 496 micro RNAs, la mitad de los cuales se encuentran distribuidos
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en 60 grupos génicos separados por 10 Kb, conteniendo de 2 a 7 genes cada uno. EI 41,7% es el
contenido total de GC, y al igual que en otros mamiferos el genoma esta compuesto de muchos
elementos transponibles y un nimero de repeticiones especificas para rumiantes, que conforman

cerca del 27% del total de genoma (Ortega, 2011, p. 2415).

1.3.3.  ADN Satélite

Fue el primero identificado como bandas satélites respecto a una banda principal, cuando el
ADN se ultra centrifugaba en gradientes de densidad (28), ahora el ADN satélite hace referencia
a cualquier secuencia repetida en tindem. Este ADN principalmente se encuentra localizado en
el centromero. Existe en el centrdmero de los bovinos tres secuencias cortas, que se cree se
formaron a partir de la duplicacién o triplicacion de una corta secuencia Unica de entre 11y 12
pb (Ortega, 2011, p. 2416).

En los bovinos el ADN satélite representa a mas de un cuarto del contenido total del genoma. La
separacion de éste por centrifugacion en gradientes de densidad permite identificar ocho
grandes porciones de ADN satélite (1706, 1709, 1711a, 1711b, 1715, 1720a, 1720b y 1723
g/ cm3) y once componentes menores; representando un 23 y 4% del total respectivamente. La
porcion de 1706 fue la primera secuenciada y se observé que estd compuesta de una region de
2350 pb con una estructura de repeticiones alternadas de dos subsecuencias cortas, una del2 pb
y otra de 11pb (Ortega, 2011, p. 2416).

Se ha determinado que las diferentes partes de ADN satélite bovino comparten secuencias
similares. Por ejemplo, el componente de 1715 corresponde a un elemento basico de 31 pb
repetido en tdndem para formar una secuencia de 1402 pb, que a su vez se repite hasta 110.000
copias en el genoma de bovinos. Dos elementos diferentes han sido descritos en la region 1711
(1711a y 1711b); el segmento de 1711b es idéntico al elemento satélite de 1715 pero con una
insercion de 1198 pb, llamado INS1711pb, cercanamente relacionado con la porcion LTR (long
terminal repeat) de un retrovirus. La porcidn 1711a contiene una secuencia llamada INS-1711a
de 602 pb la cual comparte un segmento con la secuencia INS-1711b. La porcién de 1723 no esta
relacionada con ninguna de las otras regiones y tampoco contiene unidades de repeticion. La
unidad de 1709 esta compuesta de una secuencia de 3200 pb y aloja las dos secuencias Bov-A2

y Bov-B (Ortega, 2011, p. 2417).
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1.4. Genotipificacion

Es el proceso a través del cual se obtiene el genotipo (huella de ADN o perfil genético) de un
organismo. Estas técnicas moleculares utilizan el ADN de un organismo, siendo este un
material hereditario de los seres vivos, que se localizan en todas las células nucleadas del cuerpo
(ej. Gldbulos blancos, células de las fibras musculares, espermatozoides y foliculos pilosos) y

normalmente se mantiene conservado durante toda la vida del animal (Bravo, 2017, p. 1).

El andlisis permite conocer el material genético heredado de sus padres biolégicos por un
individuo. En este tipo de pruebas se utilizan segmentos del ADN que han sido denominados
microsatélites, los mismos que pueden presentar varias formas llamadas alelos. Para cada
microsatélite, cada animal tiene dos alelos, uno heredado del padre y otro de la madre, es asi
como la determinacion de los alelos ubicados en los microsatélites presentes en el ADN de un
individuo, admite obtener una combinacidn particular que se denomina genotipo (perfil genético)

del ejemplar en cuestion (Bravo, 2017, p. 1).

El procedimiento en el laboratorio para realizar la genotipificacion se puede dividir en 3 pasos:

*Reaccion en Cadena de la Polimerasa (el cual realiza millones de copias de los
alelos para que puedan ser detectados posteriormente )

Luego pasa a la POSTPCR, un paso requerido para acondicionar las muestras
para el paso siguiente (Bravo, 2017).

«Visualizacion de los alelos - las muestras son llevadas a equipos denominados
analizadores genéticos (Bravo, 2017).

*Profesional capacitado en técnicas de biologia molecular

» Mediante software especializado y parametros internacionales asigna el nombre
de cada uno de los alelos (Bravo, 2017).

J

llustracion 1-1: Procedimiento en el laboratorio para realizar la genotipificacién
Realizado por: Quilambaqui Prado, Diego, 2023.

La Sociedad Internacional de Genética Animal (ISAG), teniendo en cuenta los microsatélites

bovinos, equinos, caninos y felinos son los més empleados en los laboratorios que realizan este

tipo de pruebas en el mundo; se ha establecido y recomendado un grupo de microsatélites como
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los que mejor se comportan para llevar a cabo pruebas de genotipificacion y de parentesco en

bovinos a nivel internacional.

1.4.1.  Utilidad de la genotipificacion

Para (Bravo, 2017, p. 3) el perfil genético o genotipo de su animal le permite realizar, con una alta
confiabilidad, el seguimiento (trazabilidad molecular) de éste dentro de cada una de las etapas de
su vida y en la cadena productiva (productos carnicos, lacteos, semen, 6vulos). Esto garantiza la

identidad de los animales mas preciados en todas las etapas productivas, ver tabla 4-1.

Tabla 4-1: Utilidad de la genotipificacion

Caracteristicas
° Garantizan la identidad del animal a los duefios de los animales

como a quien los vende.

e  Daun valor agregado a los productos (Semen, évulos,
embriones, animales...).

e  Esclarece dudas en el pedigri de los animales, garantizando el

origen de los mismos.
Utilidad de la

genotipificacion e Permite resolver confusiones en los procesos de Inseminacion

Artificial.

e  Pueden ser identificados en cualquier parte del mundo, al
emplear metodologias internacionales.

e  Abigeato o robo de animales.

e ldentificacion de animales perdidos.

. Identificacion de animales en incidentes como ataques y dafio a la

propiedad privada.

Fuente: (Bravo, 2017, p. 3).
Realizado por: Quilambaqui Prado, Diego, 2023.

Metodologia de la genotipificaciéon

Segun el protocolo de BIOTECGEN para la genotipificacion de los ejemplares se utilizé la

siguiente metodologia:

1. Identificacion y cadena de custodia: se llevo a cabo la identificacion de los ejemplares
a partir de su registro de geneal6gico y se asigndé un cédigo de laboratorio a cada
muestra. Asi mismo, se realiz6 un minucioso registro, seguimiento y control de cada

uno de los procedimientos realizados sobre las muestras desde la toma, incluyendo todos
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los procesos de laboratorio, analisis de resultados y emisién del informe final,
garantizando asi la cadena de custodia.

El software BIOSOFTGEN fue empleado para el registro de los procedimientos de
laboratorio y de los responsables de su ejecucion en el formato de cadena de custodia,
asi como para el desarrollo del informe final de resultados.

Extraccion de ADN y amplificacion de los sistemas genéticos: las muestras de
foliculo piloso fueron procesadas mediante un protocolo de extraccion de ADN con
hidroxido de sodio reportado por Troy et al. (2001) y eventualmente mediante
adaptacion de un protocolo de extraccion con fenol cloroformo descrito por Fernandez
et al. (2006). En el caso de muestras de sangre, éstas fueron procesadas por el método
de Salting out o segln las instrucciones de los fabricantes del reactivo y las tarjetas
FTA™ de gibco brl products.

En el caso de las muestras de semen, el ADN se obtuvo con el kit comercial DNEASY®
de marca QIAGEN, o por modificacion del protocolo de fenol cloroformo. Los
marcadores moleculares analizados en la prueba y que corresponden a microsatélites o
repeticiones cortas en tandem (Short Tandem Repeats, STR’s), fueron los siguientes:
tgla227, bm2113, tgla53, eth10, sps115, tglal26, tglal22, inra23, eth3, eth225, bm1824,
sps113, rm067, bm1818, csrm60, mgtg4b, cssm66, ilsts006 y se amplificaron a través
de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) empleando el kit comercial: \"bovine

genotypes™, panel: 3.1\" de finnzymes diagnostics.

Genotipificacion y asignacion de alelos: los productos amplificados fueron analizados
con el marcador de peso molecular: \"genescan 500 liz size standard\" y con métodos
automatizados de deteccion fluorescente, los cuales fueron empleados en el analizador
genético de electroforesis capilar: applied biosystems 3500 de applied biosystems. Para
la asignacion del tamafio de los alelos en pares de bases y su nombramiento, se emple6

el software: genemapper version 3.2 de applied biosystems.

Interpretacion de resultados y emision del informe final: se dispone de datos de
identificacion de los animales, los propietarios y responsables de la toma de muestras,
los codigos asignados, fechas de recepcién de las mismas, procesamiento en el
laboratorio y emision del resultado. El informe consta de una tabla en la que se reportan
los marcadores genéticos analizados en cada muestra y los resultados obtenidos por cada
alelo, de tal forma que el individuo es homocigoto para el sistema cuando tenga el
mismo ndmero de repeticiones cortas 0 STR., en sus dos alelos (Ios mismos ndmeros)
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1.4.2.

y heterocigoto cuando el nimero de repeticiones cortas sea distinto en cada alelo
(numeros distintos).

Los espacios en blanco o la ausencia de algiin marcador son presentados cuando el
marcador genético no permitio la deteccion clara de alguno(s) de los alelos del ejemplar
analizado. Como minimo se deberdn reportar 14 marcadores moleculares por cada
muestra. Finalmente, la veracidad del informe es respaldada por la firma del profesional
y el director de laboratorio. Los resultados no podran ser reproducidos o modificados

total ni parcialmente.

Control de calidad del procedimiento y los resultados: Se utiliz6 un control positivo
qgue corresponde a ADN bovino, suministrado por el kit comercial \"bovine
genotypestm, panel 3.1\" de finnzymes diagnostics y controles negativos de extraccion
y PCR, que no incluian ADN. Biotecgen S.A., es miembro de la sociedad internacional
de genética animal (INTERNATIONAL SOCIETY OF ANIMAL GENETICS, ISAG)
y participa en los ejercicios de calidad externos organizados por esta entidad. Biotecgen

S.A, tiene implementado un sistema de gestion de calidad.

Microsatélites

Los microsatélites establecen cortas regiones de ADN, de 1 a 6 pb periddicas en tandas dentro de

los genomas eucariotas, cuya repeticion puede llegar hasta60 o méas veces estas se heredan

de forma mendeliana y la posibilidad de tener varios alelos de un locus particular en las

poblaciones, los hacen utiles en el andlisis de identificacion, estudios poblacionales, analisis de

enfermedades genéticas particulares asociadas a expansion de repeticiones y genética forense.

Técnicamente los microsatélites son féciles de identificar utilizando la metodologia de Reaccion

en Cadena de la Polimerasa (PCR), la cual permite flanquear con iniciadores especificos los

extremos de los mismos y luego pueden ser detectados con tincién en plata o con fluorocromos

en secuenciadores automaticos (Ortega, 2011, p. 2417).

En los bovinos existen mas de 83 microsatélites utilizados para estudios poblacién

de los cuales aproximadamente 30 son recomendados por la Organizacién de las Naciones Unidas

para la agricultura y alimentacion (FAO) debido a su alta reproducibilidad y polimorfismo.

Actualmente los estudios de paternidad en ganado utilizan una bateria entre 10 y 15 marcadores

de tipo microsatélite recomendados por la Sociedad Internacional de Genética Animal (Ortega,

2011, p. 2417).
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1.4.2.1. Los microsatélites como marcadores genéticos

Los microsatélites son secuencias, repetidas en tandem entre 10 y 30 veces e intercaladas al azar
en el genoma de todos los organismos eucariota que estos elementos muestran una variacion
en cuanto a su longitud que se hereda de una forma estable mediante el modelo mendeliano. Se
han observado las secuencias microsatélites en todos los genomas eucariotas y, en muy poca

medida, en los procariotas (Ortega, 2011, p. 2418).

Existen al menos 35.000 secuencias de este tipo en el genoma haploide humano distribuidos al
azar, por lo que se cree que se encuentran cada 100.000 pb aproximadamente. En los eucariotas
se puede encontrar, al menos una secuencia microsatélite cada 10.000 pb. Al parecer se
encuentran de forma uniforme distribuidos en los cromosomas, aunque se ha observado que estan
poco representados en las regiones teloméricas y centroméricas, tanto en el hombre como en

animales domésticos (Ortega, 2011, p. 2418).

La frecuencia de las distintas secuencias microsatélites es distinto segin el genoma estudiado,
aunque se ha observado que en todos ellos las méas comunes son las repeticiones dinucleotidicas,
seguidas de las mononucleotidicas, trinucleotidicas y en menor medida el resto. Las repeticiones
(CA)n son las méas estudiadas hasta ahora ya que son las mas abundantes en el genoma de
mamiferos. En todos los genomas eucariéticos analizados se ha observado una muy escasa
presencia, o incluso total ausencia, de repeticiones tipo (GC)n, aunque se encuentran algunas
secuencias con repeticiones (GC)n como es el caso de un microsatélite formado por (GC) 15(TG)

19 encontrado en el genoma del caballo (Martinez, 2014, p. 45).

De acuerdo a la estructura los microsatélites pueden ser :perfectos los mismos que contienen
Unicamente un motivo nucleotidico repetido n veces, imperfectos que contienen una secuencia
no repetitiva intercalada entre las repeticiones y compuestos son aquellos que estan compuestos
por dos 0 mas ramos de motivos repetitivos. Existen muchas hipétesis una de ellas es que puede
tener una funcidén en el mantenimiento de la estructura de los cromosomas (Martinez, 2014, p. 45).

Ademas estan asociados con la regulacion génica, tanto con un incremento en la velocidad de la
transcripcion de un gen, como con una reduccion en la misma. Ademas se han relacionado con
puntos de alta frecuencia de recombinacion (“hot spots™). Por otra parte, aunque es posible que
los microsatélites no tengan una funcién comuin sin embargo si tienen un mecanismo comin de

evolucion (Martinez, 2014, p. 46).

La conservacion de los microsatélites entre especies proximas e incluso los cebadores utilizados
para amplificar una determinada secuencia en una especie, se utilizan para la amplificacion de
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una secuencia analoga en una especie cercana. Este proceso de microsatélites dinucleotidicos en
chimpancés usando cebadores humanos indica que los microsatélites estdn muy conservados en
cuanto a su localizacion cromosémica y esta conservacion podria sugerir una conservacion

funcional (Martinez, 2014, p. 57).

La comparacion de especies distantes desde el punto de vista evolutivo se considera que la
conservacion es baja. Entre primates, artiodactilos, roedores y lagomorfos no se alcanza el 30%
de secuencias microsatélites conservadas. El polimorfismo de los microsatélites corresponde a
la variacién en el nimero de unidades repetidas. Se caracterizan por estar distribuidos por todo
el genoma y ser muy abundantes; también, son muy polimdrficos ya que se utilizan ampliamente
como marcadores genéticos. Fueron definidos por primera vez como marcadores de DNA
polimoérficos en 1989 y desde entonces, han probado ser una herramienta excelente para hacer
mapeo genético en varios organismos, estudios forenses, estudios genéticos de manejo y

conservacion de poblaciones (Martinez, 2014, p. 46).

Por lo general se utiliza para el control de paternidad en especies domésticas, para detectar
poblaciones consanguineas, en los estudios filogenéticos, para examinar el ligamiento entre la
distribucion geogréfica y genética de las poblaciones, para la asignacién de individuos a
poblaciones, entre otras. Los microsatélites son marcadores neutros con respecto a la seleccion,
puesto que no se ven modificadas sus frecuencias como consecuencia de la seleccién llevada a
cabo en una poblacién. Para un marcador neutral, el grado de polimorfismo esta en funcién de
la tasa de mutacidn. La tasa y la direccién de la mutacion constituyen dos factores basicos en la
estimacion de distancias genéticas, particularmente cuando se tiene en cuenta el tiempo de

divergencia entre dos poblaciones (Pinos, 2013, p. 14).

1.4.2.2. Mecanismos de mutacion de los microsatélites

Los marcadores microsatélites tienen un gran impacto en la genética de poblaciones; se han
convertido en los marcadores dominantes de eleccion., en donde mutan a una tasa
extremadamente alta y se piensa que evolucionan bajo el modelo de mutacién por pasos
(Stepwise Mutation Model), que se caracteriza por la adicion o supresion de uno 0 mas grupos
de bases, aunque los dinucleotidicos, tienen un modelo de mutacién mas parecido al modelo

de alelos infinitos (IAM) (Martinez, 2008, p. 54).

En los microsatélites mas largos se ha observado que tienden a acortarse cuando ocurre una

mutacion. La alta tasa de mutacion conduce a varios problemas: la probabilidad de diferenciar

dos alelos idénticos por descendencia o por estado decrece conforme la tasa de mutacion se
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incrementa; las inferencias tomadas a partir del valor de Fst, como detectar el nimero de
migrantes, pueden resultar sesgadas por la imposibilidad de separar los efectos de mutacion y

migracion (Martinez, 2008, p. 54).

Se ha demostrado que cuando el proceso de mutacion es con el modelo por pasos, la migracion
puede ser diferenciada del proceso de mutacién. No se puede aplicar eficientemente en los
microsatélites dinucleotidicos en donde la similitud no debida al parentesco (homoplasia) es
frecuente. La homoplasia causa una subestimacién de la variacién entre poblaciones y por
ende de las distancias genéticas y por tanto se produce una sobreestimacion de las similitudes

entre las poblaciones (Martinez, 2008, p. 54).

1.4.2.3. Modelos de Mutacién

Generalmente la mutacidn de los microsatélites implica un cambio en el tamafio de una repeticion,
pero a veces, comprende varias unidades de repeticion. Los modelos de mutacidn son necesarios
si las frecuencias alélicas de dos grupos de individuos se utilizan para calcular distancias genéticas
entre ellas. El uso de un modelo de mutacion especifico es esencial para la estimacion de
pardmetros de las poblaciones (diferenciacion genética, nimero de migrantes por generacion, etc.)

que son dependientes del modelo de mutacion propuesto para los marcadores (Martinez, 2008, p. 55).

Se han propuesto para microsatélites dos modelos de mutacién opuestos, el modelo
infinitesimal (IAM) y el modelo de mutacién por pasos (SMM). EI SMM describe la mutacion
de los alelos de los microsatélites por la pérdida o ganancia de una unidad de repeticion de la
serie y que puede mutar y convertirse en algin alelo existente en la poblacién. En contraste, bajo
el IAM, una mutacion comprende cualquier nimero de repeticiones y siempre resulta en un alelo

gue no existia en la poblacion (Martinez, 2008, p. 55).

1.4.2.4. Seleccion de microsatélites para caracterizar genéticamente poblaciones bovinas

Segln (Martinez, 2008, pp. 55-56), manifiesta que, a través de un grupo de expertos de la Sociedad
Internacional de Genética Animal (ISAG), determin6 una serie de recomendaciones acerca de las
propiedades que deben reunir los microsatélites para el anélisis de distancia genética y la

caracterizacion de las distintas especies de interés zootécnico.

En la tabla 5-1 se indica la caracterizacion de las especies de interés zootécnico.
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Tabla 5-1: Caracterizacion de las especies de interés zootécnico

Caracteristicas

e  Deben ser de domino publico.

e Esimportante conocer su situacidn en los mapas genéticos de
la especie y no presentar relaciones de ligamiento entre ellos.

e Las variantes alélicas deben tener una herencia mendeliana

simple.
Caracterizacion de las especiesde ~ ® Cada microsatélite debe tener al menos cuatro alelos, aunque
interés zootécnico los marcadores con un alto grado de mutacion no siempre son

los méas idoneos pues pueden dar lugar a desajustes en la
segregacion y no ser adecuados para los analisis de distancia
genética.

e Cuando sea posible siempre es mejor utilizar marcadores
interespecificos (comunes a varias especies) Siguiendo estos
criterios, la FAO (FAO, 1998) recomend6 una lista de 30
microsatélites para estudios de biodiversidad bovina.

Fuente: (Martinez, 2008, pp. 55-56).
Realizado por: Quilambaqui Prado, Diego, 2023.

En el afio 2004, se publicaron los resultados de una encuesta realizada por la FAO acerca de
estudios de diversidad genética en animales domésticos que, determinan que esta lista no era muy
utilizada en estudios de bovinos, lo que condujo a que la FAO recomiende una nueva lista de

microsatélites para bovinos.

1.4.2.5. Técnicas para la caracterizacion alélica de microsatélites

Existen tres etapas para la caracterizaciéon de microsatélites de DNA:

e Extraccion del DNA
e Reaccion de amplificacion mediante la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

o Laelectroforesis del producto de la reaccion.

Los protocolos de extraccion de DNA o RNA dependen del material biol6gico utilizado (sangre,
semen, pelo, orina, heces, saliva, etc.) y el uso posterior del acido nucleico obtenido. En general,
los protocolos de extraccion de DNA constan de dos partes, en una primera se pretende lisar las
células y solubilizar el DNA'y, en la segunda, eliminar por métodos enzimaticos y/o quimicos,

las proteinas, el RNA y otras macromoléculas (Martinez, 2008, p. 56).

A través de estas técnicas se logran grandes cantidades de DNA de alto peso molecular a partir
de pequefias muestras de tejido fresco o congelado, asi como la posibilidad conservar durante
largos periodos de tiempo el material obtenido. EI DNA eucari6tico purificado se ha obtenido

sometiendo muestras de tejidos a una digestion con proteinas K en presencia de SDS y EDTA,
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varias extracciones con fenol y cloroformo y finalmente precipitacion alcohodlica en presencia
de sales. A partir de este protocolo inicial han surgido otros que pretenden reducir el riesgo al
manipulador, el tiempo empleado para obtener el DNA purificado y, por Gltimo, los costos. En
el caso de utilizar el DNA obtenido exclusivamente para amplificar secuencias microsatélites
mediante la PCR, las exigencias de purificacion disminuyen enormemente habiéndose disefiado

estrategias realmente sencillas para preparar la muestra (Martinez, 2008, p. 57).

Después de que se haya obtenido el DNA modelo a ser amplificado, la siguiente etapa consiste
en la reaccion de amplificacion. La duplicacion del DNA in vitro sucede de forma semejante a lo
gue ocurre dentro de la célula exigiendo basicamente los mismos componentes: DNA molde,
desoxinucleétidos trifosfatados (dATP, dCTP, dTTP, dGTP), DNA polimerasa y cebadores
oligonucleotidos. La PCR consiste en ciclos repetidos de amplificacion, de 30 a 45, con tres
etapas en cada ciclo: desnaturalizacion del DNA a temperaturas entre 90 y 950 C, anillamiento
de los cebadores a una temperatura entre 50 y 600 C y la elongacion de la cadena por la

polimerasa a 720 C (Martinez, 2008, p. 57).

Con el objeto de ahorrar tiempo y esfuerzo, El proceso conocido como PCR mdltiplex puede
amplificar simultdneamente diferentes secuencias en una Unica reaccion. Un factor importante
en la PCR es la correcta eleccion de los cebadores, que deben asegurar la especificidad y
eficiencia de la amplificacion, utilizdndose cebadores con la minima longitud y evitando que los

oligonucledtidos sean complementarios entre si (Martinez, 2008, p. 57).

Una de las metodologias mas utilizadas en el laboratorio es la electroforesis en geles de agarosa
o poliacrilamida en todo lo relacionado con el trabajo con &cidos nucleicos. A través de la
electroforesis podemaos separar fragmentos de ADN y ARN en funcién de su tamario, observarlos
mediante una sencilla tincion, y de esta manera establecer el contenido de acidos nucleicos de
una muestra, teniendo una estimacion de su concentracion y grado de entereza. Ademas se puede
extraer del gel los fragmentos de ADN que sean de interés, para posteriormente utilizarlos en

distintas aplicaciones (Romero, et al., 2014 p. 27).

La introduccion de estas técnicas conlleva el disponer de un secuenciador automatico, con lo
que estd sujeta a las posibilidades del laboratorio en el que se realice la investigacion. Los
secuenciadores automaticos son sistemas que tienen la capacidad de determinar las secuencias y
tamafios de fragmentos cuantificando la fluorescencia emitida por oligonucle6tidos o dNTPs
marcados con fluorocromos. Para el calculo del tamafio de un fragmento de DNA desconocido

se utiliza un patrén o estandar formado por fragmentos de DNA marcados de diversas longitudes
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conocidas, evitando que se solapen dichos fragmentos con los que se estan estudiando (Martinez,
2008, p. 58).

De esta forma, se genera una curva de ajuste de tamafios por medio de un analisis de regresion.
Esta se basa en el tiempo que el secuenciador detecta los fragmentos del estandar en la ventana
de deteccion. Asi, cuando se someten a electroforesis fragmentos desconocidos junto al
estandar se puede determinar con precision la longitud molecular de los mismos y también se
pueden emplear diferentes fluorocromos de manera que el nimero de fragmentos de igual
tamafio que se analicen juntos puede ser tan grande como fluorocromos se utilicen. Los
resultados obtenidos se recogen en un electroferograma y a través de programas informaticos se
analizan los datos recopilados por el secuenciador (Martinez, 2008, p. 59).

1.5. indices de interés comercial en la produccion de carne bobina

Segln Bethancourt & Martinez, (2017, p. 17), El indice de produccién Igenity equilibra los rasgos
maternos con caracteristicas de incremento y de canal, colocando gran énfasis en el tiempo de
permanencia y el jaspeado, asi como un énfasis negativo en el consumo residual de alimento.
Este indice esta disefiado para productores que quieren mantener sus propias hembras de

reemplazo y a la vez comercializar las terneras en la faena en una cuadricula.

1.5.1.  Indice de produccion lgenity

Es un indice bien balanceado para rasgos maternos, productivos y de canal. Incluye: longevidad
30%, facilidad de parto materna 10%, ganancia diaria de peso 15%, eficiencia alimentaria -

15%, marmoreo 20% Yy terneza 10%. Tendencias del indice de produccion - Cémo interpretarla

¢ Incrementos significativos de jaspeado y ADG (aumento promedio diario, por sus siglas en
inglés) debido al mayor énfasis.

e La puntuacién de Igenity para tiempo de permanencia aumenté casi un punto entero.

e En general un incremento positivo en rasgos maternos, terminales de crecimiento y

mantenimiento.

Los resultados de la manada pueden variar segun la intensidad de la seleccion individual.
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1.5.2.  El indice materno Igenity

El indice materno Igenity se enfatiza en la fertilidad, la reproduccion y el peso al destete, con un
énfasis negativo en el peso del afiojo. Por lo tanto, se pretende controlar el tamafio de la vaca
adulta de las terneras designadas como reemplazos. Este indice estd disefiado para productores

que quieren mantener sus propias hembras de reemplazo y comercializar las terneras al destete
(Bethancourt, et al., 2017 p. 18).

1.5.3. Tendencias del indice materno

Segln Biotecgen, (2021), los resultados de la manada pueden variar segun la intensidad de la
seleccion individual y se dispone de los siguientes pardmetros caracteristicos de los indices

materno:

e Peso al Nacer: Es la variacion en el peso al nacer que un toro o una novilla puede trasmitir a
su descendencia. Los valores mas altos indican mayor peso al nacer. Terneros mas pesados
puede presentar mayor dificultad al parto, pero presentan mayor potencial de crecimiento.

o Facilidad de parto directa: Es el porcentaje de partos sin asistencia, indicando una mayor
probabilidad que un ternero nazca sin ayuda. Un valor més alto indica una mayor facilidad
de parto.

e Facilidad de parto materna: Es la probabilidad que una novilla de primer parto de cria sin
asistencia. Un valor mas alto significa una mayor facilidad de parto

e Longevidad: Es la oportunidad en una novilla de permanecer en el hato como una vaca
productiva durante al menos seis afios de edad. Un valor més alto es deseable.

e Tasa de prefiez en novillas: Es el potencial de una novilla para concebir durante la
temporada de monta. Un valor mas alto es deseado.

e Docilidad: Es el potencial genético de ser ddcil o tener crias ddciles. Valores mas altos
indican una mayor probabilidad de progenie con temperamento calmado.

e Leche: Esta expresado en libras de ternero desteto relacionado a la produccion de leche de la

madre (no es una prediccion de las libras de leche producidas). Un valor mas alto es deseable.
1.5.4.  Rasgos de crecimiento
Los rasgos de crecimiento son factores que se establecen en relacion al peso del espécimen en
diferentes etapas, a la eficiencia alimentaria y la ganancia de peso que se tiene al dia (Biotecgen,

2021).
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e Ganancia diaria de peso (Ibs.): El puntaje identifica el potencial genético de crecimiento
post destete. Basado en libras de ganancia por dia.

o Eficiencia alimentaria (libras de alimento al dia*): Es la diferencia en el consumo de
alimento para alcanzar el mismo nivel de ganancia diaria. Los valores mas bajos indican
mayor eficiencia alimentaria y son deseables.

e Peso al destete (Ibs.): Peso en libras a la edad de 205 dias.

e Peso al afio (Ibs.): Peso en libras a la edad de 365 dias.

1.55. Rasgos de Canal

El peso de la canal es uno de los factores mas importantes de la calidad de la canal y es muy

determinante en el precio, pues es un indicador muy importante de la cantidad de masculo.

Peso canal caliente (PCC): es el peso en libras o kilogramos obtenido inmediatamente al

faenado (Papaleo, et al., 2006).

e Espesor de Grasa: este factor se mide en pulgadas o centimetros desde el punto de vista
anatomico la carcasa del bovino se compone de musculo, grasa disecable, huesos, fascias y
tendones. Las proporciones de estos componentes y el peso de la res depende en gran medida
su valor nutricional y comercial (Papaleo, et al., 2006)

« Areade Ojo del lomo (pulgadas?): es el 4rea correspondiente al masculo Longissimus
dorsi a nivel del espacio intercostal entre la 123-132 costilla, expresada en cm2, Esta medida
se correlaciona positivamente con la musculosidad del animal (Papaleo, et al., 2006).

e Terneza: Es el potencial genético de un animal para producir carne blanda, medido en libras
por el test de Warner- Bratzler Shear force (WBSF). Un valor mas alto indica mayor terneza.

e Marmoreo: El valor indica el grado de marméreo en el ojo del lomo a la 12 costilla,

expresada en Unidades de marmoreo de la USDA.

e Peso canal caliente: Es el peso de la canal sin refrigerar

1.6. Fertilizacion

1.6.1.  Comportamiento sexual del toro

Segun (Chenoweth, 2003 pp. 2-6), la monta natural el lapsus preparatorio de los toros es mas
prolongado que el de la extraccion del semen debido a que en el proceso de la copula se modifica
en los centros de inseminacion artificial, sobre todo el reflejo de acercamiento y de la preparacion

previa. Por lo que se puede mencionar que el tiempo de reaccion de los toros puede disminuir o
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prolongarse, segun las técnicas de refrenamiento activo o pasivo que se haga uso. El problema
relacionado al comportamiento sexual de los toros en la recogida instrumental del semen, se

presenta en la tabla 6-1.

Tabla 6-1: Comportamiento sexual del toro

Aspectos Descripcién

Pérdida gradual de la libido Se produce junto con un retardo progresivo de la ereccion, del
sexual impulso para el salto y de la descarga eyaculatoria
Empobrecimiento progresivo  EI comportamiento sexual en el toro incluye la deteccion, cortejo
cuantitativo y cualitativo de las  y servicio de hembras en estro.
caracteristicas de la produccion La libido o impulso sexual, ha sido definido como la "disposicion
seminal y entusiasmo" de un toro de tratar de montar y servir a una hembra.
La habilidad de apareamiento describe la habilidad fisica para
completar el servicio.
La capacidad de apareamiento es una medida del ndmero de
servicios alcanzados por un toro bajo.
El tiempo de reaccion es el cual transcurre entre el conocimiento

del macho de un estimulo apropiado y la finalizacién del servicio.

Fuente: (Chenoweth, 2003).
Realizado por: Quilambaqui Prado, Diego, 2023.

1.6.2.  Evaluacion de la salud reproductiva del toro

Se busca conocer la capacidad reproductiva del ejemplar, es decir, la habilidad de montar y dejar
prefiadas a las vacas de manera eficaz. Para esta evaluacion, se considera desde la valoracion del
aparato reproductor, calidad del semen, la prueba de libido que permite conocer que tan agresivo

sexualmente es el semental, la destreza de detectar vacas en celo y montarlas (Instituto Nacional de

Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias, 2013).

Segun (Evaluacién de la aptitud reproductiva del toro, 2014), mencionan que en una serie de estudios se ha
obtenido que alrededor del 20 % de los toros evaluados han arrojado resultados que limitan su
eficiencia reproductiva, lo que lleva a un bajo porcentaje de prefiez. La evaluacion de la salud
reproductiva (BSE) es un procedimiento relativamente rapido y econémico que de manera
prudente permite evaluar toros en la fertilidad potencial. Elaborar una BSE implica una completa
evaluacion de todos los factores que contribuyen a un potencial reproductivo normal. La
evaluacion debe ser rapida pero exhaustiva de forma sistematica para identificar problemas que

afectan la fertilidad del macho.
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Una esquema de BSE en toros consiste de tres pasos:

llustracion 2-1: Esquema de la BSE de toros

Fuente: (Evaluacion de la aptitud reproductiva del toro, 2014).

Realizado por: Quilambaqui Prado, Diego, 2023.

1.6.3.  Factores que afectan la fertilidad en el macho

En latabla 7-1 se indican los factores que afectan la fertilidad en el macho.

Tabla 7-1: Factores que afectan la fertilidad en el macho

Factores Descripcion

Edad En la pubertad del macho se considera como una de las etapas 6ptimas
para la reproduccion, pues en este momento es cuando el semen
contiene mayor cantidad de espermatozoides y hay mayor
probabilidad para prefiar a una vaca.

Raza La fertilidad depende de caracteristicas seminales que poseen los
toros, ya que unas razas poseen mejor calidad que otras para su
reproduccion, entre ellas se encuentran:

e Brangus,
e Cebu
Mientras que poseen motilidad espermatica mas baja las razas:
e Hereford
e Angus
Nutricion La nutricion de cada toro depende el ambiente en el cual son criados,

Reproduccién de
espermatozoides

Anormalidades del tracto
reproductor

muchos de las personas que poseen criaderos consideran que los
mamiferos de pedigri poseen problemas de fertilidad, no tienen
muchos afios de vida y su salud es variable, por este motivo en
exposiciones no adquieren ningln tipo de semental, puesto que
conocen la forma de crianza que han tenido.

Para una espermatogénesis adecuada en los animales depende de
varios factores entre ellos se encuentran: los cambios climéticos
pueden afectar sea el calor o el frio, fiebre en el toro, ya que los
testiculos deben permanecer frescos para que el organismo desarrolle
esta funcion adecuadamente.

Para determinar las anormalidades que se presentan en el tracto
reproductor de los toros es necesario la practica de un examen donde
se determine las condiciones de varios érganos que intervienen en el
proceso de reproduccién.

Fuente: (Dahmani, 2005).

Realizado por: Quilambaqui Prado, Diego, 2023.
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1.7. Evaluacion de la fertilidad

Esta evaluacién incluye una inspeccidn fisica, un examen de las glandulas internas, un meticuloso

examen externo del tracto reproductivo y evaluacién de la motilidad y normalidad del semen.
(Cervantes, 2005, p. 21).

1.7.1. Examen fisico

Se realiza un examen completo de los toros que van a formar parte de la reproduccion,
principalmente se evalla con mayor énfasis los Grganos sexuales internos y externos, en cual se
toma en cuenta; la condicion corporal, los ojos, y el aparato reproductor, la finalidad de este

proceso es descartar los toros que presentan anomalias o problemas para la monta (Dahmani, 2005).

En la tabla 8-1 se describen las caracteristicas de los factores de evaluacion de fertilidad.
Tabla 8-1: Factores de evaluacion de fertilidad

Factores de evaluacion Caracteristicas

Condicion corporal 1. Se evalla principalmente la condicién del animal con
respecto a su nutricion, adicionalmente se califica la
condicion corporal del animal mediante una escala del 1 al 9,
donde:
e 1 Toro demasiado flaco
e 5-7 Estado intermedio (ideal)
e 9 Toro obeso

Los toros para reproduccion no deben tener obesidad, ya que su

libido puede disminuir:

Miembros y aplomos 1. Cuando los toros estan en proceso reproductivo deben
caminar con mayor frecuencia con el fin la salud de los
miembros.

2. Para la evaluacion de los sementales referente las pezufias y
aplomos se debe hacer cuando el animal esta en movimiento,
ya que es mas facil determinar si presentan problemas de
cojera o postura, puesto que, también dificulta la monta.

Ojos 1. Son de gran importancia ya que el toro mediante su vision
detecta cuando una hembra estd en celo, se descarta la
participacién cuando los ojos se ubiquen fuera de la érbita, ya
que con el tiempo pueden perder la vision total.
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Continuacion de la tabla 8-1

Testiculos y epididimos 1. Deben ser palpados minuciosamente para detectar anomalias,
como lesiones o inflamaciones que pueden afectar el
desarrollo de los testiculos.

2. Lostesticulos deben ser lisos para desplazarse libre dentro del
saco escrotal.

3. La dimension de la circunferencia escrotal (CE) y la altura
testicular es importante para determinar la capacidad
reproductiva de un toro.

4. Ladimension de la circunferencia escrotal se relaciona con la
cantidad de semen que puede tener un semental, cuando la
dimensién es menor a 34cm presenta una disminucion de
espermatozoides, representando un problema para la
reproduccion.

Pene y prepucio 1. Pene, debe realizarse una palpacién para constatar si existe
presencia de heridas o inflamaciones.

2. Prepucio, el examen determina si posee heridas o hematomas,
este problema se presenta principalmente en toros cebuinos
ya que su raza es mas propensa a tener estas lesiones por su
prepucio penduloso.

Genitales internos 1. Mediante la palpacion rectal de los 6rganos se debe evaluar
uretra pelviana, cuerpo de la prostata, vesiculas seminales y
admpulas del conducto deferente, para determinar una posible
lesion.

2. Cuando se detecta alguna molestia mediante la palpacién es
necesario es necesario aplicar un examen de laboratorio para
descartar infecciones.

Examen de laboratorio 1. Es necesario tomar una muestra de sangre del toro para
examinar si posee una enfermedad infecciosa, ya que a través
del semen se puede transmitir mediante la reproduccion, tales
como: fiebre aftosa, estomatitis vesicular, tuberculosis,
paratuberculosis, entre otras.

Fuente: (Dahmani, 2005).
Realizado por: Quilambaqui Prado, Diego, 2023.

1.7.2. Examen del semen

e Examen macroscapico.

e Examen microscopico.
1.7.2.1. Examen macroscopico
Segln (Dahmani, 2005 p. 122), manifiesta que el examen macroscopico analiza 5 aspectos

importantes para descartar cualquier anomalia de: volumen, color, olor o suciedad, en la muestra

tomada, entre ellos se encuentran:
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VolUimen

Color

Olor

Aspecto

pH

*Depende de la edad, raza y entrenamiento del toro
«El voldmen varia entre 1 y 8ml
«La mayor parte de toros producen 6ml

*Depende de la cantidad de espermatozoide

*Buena calidad: color blanco y cremosa

+Baja calidad: similar a la leche aguada

*Presenta color amarillo cuando se contamina con origa
*Posee color rosado cuando existe presencia de sangre

«Emite un olor a leche fresca cuando esta en buenas condiciones
+Su olor a orina quiere decir que esta contaminado por este fluido
«Emana un olor desagradable cuando existen problemas en el aparato reproductor

+Se mide en base a la opacidad del semen
»Mayor opacidad mas cantidad de espermatozoides
» Menor opacidad menos cantidad de espermatozoides

«Se utiliza una cinta colorimétrica que indica:
«El valor varia netre 6,4 y 6,9
« Cuando el valor es mayor a 6,9 indica que el semen es de baja calidad

72 NS NS N/ N

llustracion 3-1: Factores considerados en el analisis macroscopico de semen bovino

Fuente: (Dahmani, 2005).
Realizado por: Quilambaqui Prado, Diego, 2023.

1.7.2.2. Examen microscopico

Para el desarrollo de este exagmen una herramienta necesaria es el microscopio ya que permitira

determinar factores de gran importancia como: motilidad masal, la morfologia y la concentracion

de los espermatozoides (Dahmani, 2005 pp. 122-125).

En la tabla 9-1 se indican los factores analizados en el analisis microscopico del semen bovino.
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Tabla 9-1: Factores analizados en el anélisis microscopico de semen bovino

Factores

Descripcion

La motilidad masal es juzgada de acuerdo con los movimientos en remolino

observados en una sola gota de semen que ha sido tomada como muestra del

toro. Utilizando una escala de 1 a 5 en laque el 1 es "no movimiento" y 5 es

"méaximo", se clasifica en:

Motilidad masal

Semen muy bueno: presenta ondas oscuras marcadas Yy con
movimientos rapidos.

Semen bueno: se observan ondas menos oscuras que el anterior,
marcadas con movimiento moderado.

Semen regular: presenta ondas claras con movimiento muy ligero.
Semen malo: no se observan ondas y los espermatozoides permanecen

inmoviles

Se observa de manera objetiva mediante el uso del microscopio, mediante

esta técnica se clasifica el semen en:

Motilidad individual

Semen muy bueno: igual o mayor de 70% de motilidad individual.
Semen bueno: 50-69% de motilidad individual.
Semen regular: 30-49% de motilidad individual.

Semen malo: menor de 29% de motilidad individual.

Viabilidad espermética,

El valor minimo es de 70% de acrosomas normales, pueden presentarse
malformaciones primarias por originadas dentro del testiculo durante a
espermatogénesis y las malformaciones secundarias se originan dentro

del epididimo.

normalidad acosémicay e Lasanormalidades existentes en la eyaculacion son entre el 15y 20% en
morfolégica la cabeza y en la cola es aceptable hasta un 25%.
e En ningln caso un toro es apto para la reproduccion cuando presenta
menos del 70% espermatozoides normales.
Concentracion Se refiere al nimero de espermatozoides por ml, se determina diluyendo 0.1

cc de semen en 7.9 cc de Citrato al 2.9% y 5 ml de Formalina por litro al

10%. Los valores obtenidos que indican fertilidad en el toro son:

Concentracion: >500million/ml

Motilidad progresiva: >50%

Vitalidad espermatica: >50%

Cabezas anormales: <20% (lo normal es 8-12%)
Gotas citoplasmaticas proximales: <4%

Gotas citoplasmaticas distales <4%

Pieza media anormal: <15%,

Colas dobladas <4%

Colas enrolladas <3%.

Realizado por: Quilambaqui Prado, Diego, 2023.
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1.8. Anatomia del aparato reproductor

Para (Becaluba, 2006, p. 48), un semental que puede ser parte del grupo de mamiferos reproductores
debe poseer un aparato reproductor saludable, tanto en las hermanas como en el esperma, son

elementos importantes que permitirdn que la hembra tenga monta positiva, esta conformado por:

Conductos
eferentes.
Organos del . Epididimo.
Reproductor conductos Conducto
deferente.
Uretra.
copulador
Vesicula
seminal.
Glandulas |/ [ .. \
accesorias Prostata.
Glandula de
cowper

llustracion 4-1: Anatomia del aparato reproductor del macho bovino
Realizado por: Quilambaqui Prado, Diego, 2023.

El testiculo tiene dos funciones muy vitales:

e Produccion de espermatozoides

e Produccion de la hormona masculina especifica (testosterona)

1.8.1. Anormalidades del tracto reproductor
Para (Becaluba, 2006,), EI primer paso en la evaluacion reproductiva del toro esta representado por
el examen fisico general, que involucra la evaluacién del estado del animal en general, y en

particular de los 6rganos del aparato reproductor entre ellos se contempla la evaluacion de:
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e Condicién corporal,

e Qjos

e Los aplomos y el aparato genital externo e interno (pene, testiculos, vesiculas seminales)
e Los testiculos

e Epididimo

e Cordon espermaético

1.8.2. Fisiologia y endocrinologia del aparato reproductor del macho

Las hormonas es la principal sustancia que permite la correcta reproducciéon del macho, es
producida por la glandula enddcrina para ser transportada mediante la sangre y la linfa hacia
diferentes partes del cuerpo, se puede considerar como una glandula enddcrina a los testiculos

ya que son encargadas de la produccién de testosterona, por las células intersticiales.

La testosterona es de gran importancia, principalmente por:

e Serresponsable del desarrollo y mantenimiento del aparato reproductor masculino y de las
caracteristicas sexuales secundarias, asociadas con la masculinidad.

e Esun factor principal en el impulso y conducta sexual normal en los machos.

e Aumenta el crecimiento del esqueleto y musculo.

e Esesencial para la formacidén normal de esperma.

Los testiculos también reciben hormonas de otras glandulas del cuerpo, como el I6bulo anterior
a la glandula pituitaria, que es la encargada de la estimulacion de testiculos y los ovarios, se
coloca abajo del cerebro especificamente en la base del craneo, por esta localizacion su funcion

es regular la reproduccion.

Por otra parte, el nivel de testosterona que posee la sangre se encarga de regular la secrecion de
hormonas gonadotréficas a través de una retroalimentacién, el funcionamiento depende del
equilibrio hormonal que se presente, en el caso de existir un exceso o carencia de las hormonas

es necesario aplicar una terapia que regule el problema.

1.9. Meétodos de extraccion o colecta de semen bovino

Los métodos de extraccion son aplicados en la madurez de los sementales desde esa etapa de su

vida empieza su vida productiva, los toros deben tener un periodo de descanso sexual en el cual
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los espermatozoides que ain contintan en el aparato reproductor terminan su ciclo de vida con
la muerte, por este motivo cuando inicia un nuevo ciclo de reproduccion es necesario la
aplicacion de un examen al semen ya que puede contener gran cantidad de espermatozoides

anormales (Figueroa, et al., 2014 p. 47).

Segun (Figueroa, et al., 2014), manifiesta que es necesaria una preparacion correcta del semental
antes del proceso de extraccion de semen, independientemente del método que se aplique, ya que
influye en la calidad del semen que se obtenga, por este motivo, se debe aplicar las siguientes

consideraciones:

e Esnecesario aplicar masajes en la zona del prepucio.

o Debe lavarse el prepucio con agua (uso de manguera).

e Secar muy bien la piel y mucosa con toallas de papel.

e Cortar solo el exceso de pelos demasiado largos, ya que los pelos del prepucio protege la

mucosa.

1.9.1.  Eyaculacion

En la tabla 10-1 se indica el procedimiento de la eyaculacion.

Tabla 10-1: Procedimiento de eyaculacion

Método Indicaciones

e La eyaculacion es la primera secrecion que se obtiene, de color
transparente y corresponde al producto de las glandulas sexuales
accesorias, esta secrecion no debe ser tomada puesto que carece de
espermatozoides viables y ademas puede estar contaminada con
secreciones urinarias.

e Seguidamente debe comenzar la secrecion de semen, por lo que
se debe mantener el ritmo y el incremento de la estimulacién
eléctrica, en este momento el incremento de la estimulacién es muy
importante para lograr la secrecion de semen, por lo que si el toro no
eyacula prontamente se debe incrementar la estimulacion.

e Una vez recolectado el semen debe ser guardado a una temperatura
minima de 35°C y maxima de 38°C.

e Es necesario descartar las primeras gotas de semen, cuando los
conductos eyaculatorios se vacian, nuevamente sale un liquido claro
el cual no debe de ser recolectado.

e No debe de ser expuesto a los rayos del sol y tampoco debe de ser
contaminado por orina, heces, tierra

Eyaculacion

Realizado por: Quilambaqui Prado, Diego, 2023.
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1.9.2. Método de la vagina artificial

La vagina artificial consiste en un tubo cilindrico de pléstico rigido y resistente, de siete

centimetros de diametro y 35-40 centimetros de largo, recubierto internamente por una camisa

de goma que se dobla sobre los extremos del cilindro formando una cadmara que se llena con

agua caliente (45-46 ° C) y aire, con el fin de proveer el estimulo adecuado de temperatura y

presion, lograndose asi la eyaculacién, ver tabla 11-1 (Figueroa, et al., 2014).

Tabla 11-1: Método de la vagina artificial

Método

Indicaciones

Eyaculacion

La vagina artificial consiste en un tubo cilindrico de plastico rigido y resistente, de siete centimetros
de diametro y 35-40 centimetros de largo, recubierto internamente por una camisa de goma que se
dobla sobre los extremos del cilindro formando una cdmara que se llena con agua caliente (4546 °©
C) y aire, con el fin de proveer el estimulo adecuado de temperatura y presion, lograndose asi la
eyaculacion

Procedimiento para la extraccion del semen

Para la monta se utiliza un sefiuelo que puede ser una vaca, un macho o un maniqui. Antes de
colectar el semen se debe de tener en cuenta dos aspectos importantes: la higiene y el estimulo
del semental.

Se apoya con el método més efectivo para estimular al toro, la monta falsa, que consiste en
permitir al semental montar sobre el sefiuelo y desviar el pene tomando con la palma de la
mano la piel del prepucio.

Después de algunos segundos de intento de busqueda de la vagina, el animal desciende; nunca
se debera tocar con la mano la mucosa del pene.

En el siguiente intento de monta se coloca la punta del pene desviado en la entrada de la vagina;
inmediatamente el toro se lanza hacia delante en un empuje final que acompafia a la
eyaculacion. La monta falsa en el bovino aumenta la calidad del semen en cuanto a volumen,
concentracion espermatica y motilidad.

Area de trabajo y recoleccion del semen

El area de recoleccion de semen debe contar con un puesto de monta, piso s6lido y anti
resbalante, defensas de seguridad y un ambiente de trabajo acorde con la actividad que se
realiza (evitar ruidos y distracciones), ademas debe estar ubicado cerca del laboratorio.
Proceder a la recoleccion del eyaculado con el animal y la vagina artificial, previamente
preparados, un operador diestro se coloca del lado derecho del toro, al momento del intento de
monta desvia el pene tomando prepucio con la mano izquierda hacia el lado derecho
impidiendo todo contacto con la monta.

Con lamano derecha, sosteniendo la vagina artificial, se coloca el extremo lubricado por delante
del pene, y como respuesta al estimulo (presion y temperatura) semejante a la vagina de la
vaca en celo, el toro penetra la vagina en toda su extension, realizando lo que se conoce como
golpe de lomo.

Después de la eyaculacion el animal desmonta casi inmediatamente, entonces, se procede a
retirar el tubo graduado (conteniendo el eyaculado), protegiéndolo debidamente de la luz solar
directa, cambios drésticos de temperatura (choque térmico) y contaminacion, se identifica la
muestra y se entrega en el laboratorio.

La recogida de semen usando este método requiere la participacidn activa del toro y muy cerca
se aproxima a una situacion natural, permitiendo la evaluacidn de la libido o capacidad de
servicio.

Mediante esta técnica el macho que eyacula desarrolla totalmente la cadena de reflejos de coito
fisioldgico, aunque no exista penetracion ni eyaculacion en la vagina de una hembra.

El uso de esta técnica responde al hecho de que se obtienen eyaculados muy limpios, con una
baja contaminacion cuando se realiza correctamente y con un equipamiento base de bajo costo.

Realizado por: Quilambaqui Prado, Diego, 2023.
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1.9.2.1. Ventajasy desventajas de la vagina artificial

Para (Figueroa, et al., 2014), el método de la vagina artificial tiene como principales ventajas y
desventajas:

Ventajas:

e Se obtienen eyaculados muy limpios y con una baja contaminacion cuando se realiza
correctamente.

¢ El equipamiento base es de muy bajo costo,

e Observar toda la cadena de reflejos de excitacion y libido sexual.

Desventaja:

e Requerir el uso de animales déciles y entrenados

1.9.3.  Método de la electroeyaculacion

1.9.3.1. Ventajas y desventajas de la electroeyaculacion

Ventajas

¢ No requiere montar animales

¢ No es fisicamente demandante

e Adaptable a la mayoria de las instalaciones para manejo de ganado.

e Variedad de electroeyaculadores automaticos.

Desventaja

e Dolorosa para los toros
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En la tabla 12-1 se indica el método de electroeyaculacion.

Tabla 12-1: Método de la electroeyaculacion

Método

Indicaciones

Electroeyaculacion

Un electroeyaculador es que un electrodo conectado a una bateria que genera
estimulaciones ritmicas provocadas por descargas no mayores a 20 voltios. Los
electroeyaculadores estan disefiados para estimular los nervios pélvicos
simpaticos y parasimpaticos con impulsos de bajo voltaje y amperaje y de esta
forma pueden inducir ereccion peneana y eyaculacion.

Composicion del electroeyaculador

Constituido por los siguientes componentes: la caja de transporte, la sonda rectal,
la unidad de control, el cargador de bateria, el cable de energia, el cable de
conexion de la sonda, el mango, el cono y el envase de coleccién

Técnica

Consiste en dar pulsos eléctricos muy leves en la préstata y vesiculas seminales
para que el animal presente ereccién y eyaculacion. Con la utilizacion del
electroeyaculador, como método para la recoleccion de semen.

Preparacion para el uso del electroeyaculador

e  Se procede a la preparacion del animal, lo cual incluye: recortar los pelos
del orificio prepucial y limpiarlo, si es necesario se debe lavar y secar
cuidadosamente el area.

e Un ayudante procede a limpiar el recto y a estimular mediante masaje
transrectal las glandulas accesorias (glandulas vesiculares y ampollas de los
conductos deferentes).

e  Posteriormente, se introduce el electrodo adecuado.

Colocacion del electroeyaculador en el recto del toro

e  Seasegura que las tres lineas metalicas o electrodos ubicados ventralmente,
estén limpios y libres de corrosién.

e  Seretirael exceso de heces del recto, se levanta la cola del toro hasta hacerla
horizontal, se lubrica el electrodo y se introduce en el recto, dirigiéndolo
ligeramente hacia abajo y haciendo movimientos rotatorios.

e  Una vez insertado completamente el electrodo, se coloca la cola en el medio
del mango (en forma de “U”) de este y se sujeta con la misma mano que
sujetaba la cola.

e Seinician los estimulos a minima intensidad y ritmicamente se incrementa,
de acuerdo con la reaccion del animal, cada estimulo debe durar menos de
un segundo y se deben aplicar entre cinco y 10 estimulos por cada grado
de intensidad.

Extraccion del semen

e Losanimales deben estar parados libremente y la manga debe tener un buen
piso.

e  Serecomienda tener una manga de 76 cm de ancho que puede albergar a la
mayoria de los animales grandes.

e  Se debe colocar detras del individuo un poste fuerte a una altura ideal entre
71y 76 cmy otro a 30 cm del suelo como corrector durante el procedimiento,
dado que es posible que los animales pierdan el equilibrio.

e Es muy importante destacar que la cantidad de estimulacion debe ser
estimada a través de las respuestas del animal y no prestando atencion al
voltaje del equipo.
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Continuacidn de la tabla 12-1

e Las estimulaciones sucesivas deben ir siendo incrementadas, con una
duracién de uno o dos segundos y luego discontinuarse por medio segundo
antes de comenzar con la siguiente estimulacion.

e  El fluido preseminal no debe recolectarse porque diluye el eyaculado y puede
originar falsos resultados

e  Cuando éste comienza a tornarse mas opaco y espeso comienza la coleccion
en el cono o tubo de examinacion colocado directamente en

Régimen de coleccion de semen

e El intervalo de recoleccion de semen es importante, debido a que una alta
frecuencia puede afectar la concentracién espermatica y la madurez de los
espermatozoides, por el contrario, una baja frecuencia afecta la motilidad
espermatica y su vitalidad.

e El recolector debe conservar solo segunda fraccion que es rica en
espermatozoide.

e  Se utiliza un aparato, el cual consiste en un aro de plastico con mango que
sostiene un embudo de latex o pléastico y un tubo graduado para la
recoleccion del eyaculado, este Gltimo se protege con un envase plastico y
aguaa37°C, debe evitarse el contacto con el sol.

e Se debe tener preparado con anticipacion el material a utilizar para la
recoleccion del semen (un embudo colector que conducira el semen a una
bolsa estéril o tubo de ensayo estéril.

Fuente: (Figueroa, et al., 2014).
Realizado por: Quilambaqui Prado, Diego, 2023.

1.9.4.  Método de masaje transrectal

Aquellos reproductores que han tenido un adecuado descanso sexual, son déciles y se manejan
con calma, son buenos candidatos para esta técnica. También se recomienda en animales que

posean lesiones dolorosas en cuartos posteriores, ver tabla 13-1 (Rangel, 2006, p. 46).

Tabla 13-1: Método de masaje transrectal

Método Procedimiento

Esta técnica requiere dos personas, una para efectuar el masaje rectal y otra para

colectar el semen.

El toro se ubica y mantiene en una manga o prensa.

Remover completamente las heces del recto.

Aplicar un masaje longitudinal repetitivo hacia delante y atras, principalmente

sobre la terminacion de los canales deferentes, de las vesiculas seminales y de la

region de la prostata. EI masaje debera continuar en sincronia con las pulsaciones

Masaje transrectal

e Aguellos reproductores que han tenido un adecuado descanso sexual, son

ddciles y se manejan con calma, son buenos candidatos para esta técnica.

e Se recomienda en animales que posean lesiones dolorosas en cuartos
posteriores.

Masaje
transrectal

Técnica
Consiste en dar pulsos eléctricos muy leves en la prdstata y vesiculas seminales
para que el animal presente ereccion y eyaculacion. Con la utilizacion del
electroeyaculador, como método para la recoleccion de semen.
Extraccion del semen

Fuente: (Figueroa, et al., 2014).
Realizado por: Quilambaqui Prado, Diego, 2023.
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1.9.4.1. Ventajasy desventajas del masaje transrectal

Ventajas

e No requiere tener un equipo costoso

o Evita el dolor potencial ocasionado por técnicas de electroeyaculacién.

Desventajas

e lIrritacion de la mucosa rectal

o Falta de protrusion del pene

¢ Una segunda persona para la coleccion de la muestra

e Dificultad de estimular machos excitados o de mal caréacter

e Requerir de un operador con gran destreza en palpacion por via rectal

e Lalibido y la capacidad de apareamiento no son evaluadas con esta técnica
e Las muestras pueden contaminarse

e El volumen y concentracion de semen obtenido son muy variables

36



CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Localizacion y duracion del experimento

La fase de campo del trabajo de Integracion Curricular, se desarroll6 en la estacion experimenta
Pastaza de la Facultad de Ciencias Pecuarias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo,
ubicada en la provincia de Pastaza, en el kilometro 32 de la via Puyo-Macas, Parroquia Simon
Bolivar, comunidad Vencedores. El andlisis de genes de interés comercial y genotipificacion se
realizo en el laboratorio de Biotecnologia y Genética (BIOTECGEN S.A), ubicado en la calle 119
No. 49-26, Barrio Batan Malibd, Bogota-Colombia.

2.1.1.  Tiempo de duracién del experimento

El trabajo de campo tuvo una duracion de 180 dias, los cuales fueron distribuidos segun las
necesidades del tiempo de trabajo para cada actividad. Se inicid por la evaluacion de fertilidad de
los reproductores, extraccién y congelacién de semen, toma de muestra de pelo para el anélisis
de laboratorio, registro de ejemplares y finalmente se procedi6 con la elaboracién de una ficha

técnica de los ejemplares.

Las condiciones meteoroldgicas en las que se encuentra la Estacién Experimenta Pastaza se
detalla en la tabla 1-2.

Tabla 1-2: Condiciones meteoroldgicas de la Estacién Experimental Pastaza

Parédmetros Valores
Temperatura °C 21
Precipitaciones (mm) 4000
Clima Calido humedo
Altitud 950 msnm

Fuente: (Zambrano, et al., 2019).
Realizado por: Quilambaqui Prado, Diego, 2023.

2.2. Unidades experimentales
La poblacion experimental de estudio fue constituida por dos ejemplares de la raza Charolais, los

cuales se encuentran en la Estacion Experimental Pastaza.
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2.3. Materiales, equipos y reactivos

Los materiales, equipos y reactivos que fueron utilizados se detallan a continuacion.

2.3.1. Materiales

2.3.1.1. Materiales de campo

o Overol

o Botas de caucho

. Mascarilla

. Guantes

° Manga para inseminacion
. Hielera

° Hojas de registro

. Aretes Nacionales para identificacion de ganado
o Chip de identificacion

° Areteadora para bovinos
o Cabos

o Camara fotogréafica

. Mangas

o Cinta métrica

. Termo (Financiado)

2.3.1.2. Materiales de laboratorio

o Mandil

. Guantes

o Mascarillas

o Gradillas

. Esferas de acero para sellar pajuelas
. Pajillas para envasar semen de 0.5 ml
. Cooler

o Tijeras y pinzas

. Tubos de ensayo estériles

. Vasos de precipitacion
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. Probetas

° Porta y cubre objetos

° Puntas de micro pipeta

o Camara Neubauer

° Tanque de nitrogeno liquido

2.3.2.  Equipos

° Electroeyaculador
° Microscopio

. Laptop

o Platina térmica

. Bafio maria

° Micro pipetas

2.3.3. Reactivos

. Diluyente de semen bovino
° Colorante eosina nigrosina
2.4, Tratamiento y disefio experimental

El presente estudio, se consideré como una investigacion experimental debido a que no se va a
aplicar ningun tratamiento antes de realizar las mediciones de las variables para la evaluacion de
la fertilidad de los especimenes. Para la evaluacidon de la fertilidad de los reproductores se hiso
uso de las medias y desviaciones estandar (medidas de tendencia) que permitieron determinar la

calidad genética.

2.5. Mediciones experimentales

En los andlisis de genotipificacion y analisis de genes de interés comercial no se tendran
tratamientos ni repeticiones por lo que no se plantea ningn disefio experimental y se trabajaran

con los datos directos emitidos por la empresa encargada de realizar los analisis.

Las variables que emitira la empresa se especifican a continuacion:
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25.1.

Genotipificacion y genes de interés comercial

indice de produccion igenity

indice Maternal igenity

Peso al Nacer (Ibs)

Facilidad de Parto Directa (%)

Facilidad de Parto Materna (%)

Docilidad (%)

Tasa de Prefiez en Novillas (%)

Leche (Ibs)

Longevidad (%)

Ganancia Diaria de Peso (Ibs)

Eficiencia Alimentaria (libras de alimento al dia*)
Peso al destete (Ibs)

Peso al Afio (lbs)

Peso canal caliente (lbs)

Espesor de Grasa (pulgadas)

Area de Ojo del lomo (pulgadas?)

Terneza (libras de fuerza de corte, WBSF**)
Marméreo (unidades de marmoéreo USDA)

Gen miostatina

Evaluacién de fertilidad

Volumen de eyaculado (ml)

Color de eyaculado

Olor de eyaculado

Ph del eyaculado

Motilidad masal (%)

Motilidad individual progresica (%)
Viabilidad espermatica (%)
Morfoanomalias (%)

Dafio en el ADN (%)
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2.6. Andlisis estadistico y pruebas de significancia

Para la evaluacion de la fertilidad de los reproductores se utiliz6 estadistica descriptiva para la
determinacion de parametros. Ademas, se considero graficos e histogramas para el analisis.

2.7. Procedimiento experimental

En la presente investigacion, se procedio a la toma de muestras de dos ejemplares, los cuales son:
dos machos de la raza Charolais identificados como: FCP Samuel 0616 y FCP Teo 0617, que se

encuentra en la Estacion Experimental Pastaza de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

2.7.1. Toma de muestra de pelo para analisis de laboratorio

Se procedi6 a la identificacion de los dos ejemplares sujetos de estudio, se los ingreso a la manga,
para luego realizar la limpieza de la zona con un cepillo para eliminar los residuos que puedan
contaminar la muestra. Se extrajo un mechon de pelo del extremo inferior de la cola, arrancandolo
desde la raiz y se verificar la presencia de foliculos necesarios para el analisis, finalmente las

muestras fueron etiquetadas con los datos de cada ejemplar en un sobre.

2.7.2. Identificacién animal

Para la inscripcion de un animal de la raza Charolais se aplic las recomendaciones de la

Asociacién Charolais del Ecuador.

Para la identificacién de los ejemplares, sé tom6 en consideracién la declaracion de nacimientos,
los cuales quedaron inscritos en el libro geneal6gico, quienes portaron el arete Oficial de
AGROCALIDAD, que se considera un requisito para el registro. Los animales se identificaron
por los tatuajes en el pabellén interno de las orejas, a continuacion se detalla en la tabla 2-2 los

siguientes parametros:

Tabla 2-2: Pardmetros de identificacién animal

Parametros Descripcion
Prefijo de la finca o propietario FCP
N.° individual: (0616, 0617): 2 «altimos digitos del afio de
nacimiento.
Pabell6n interno de la oreja izquierda: Prefijo y nimero de la madre o ET si es resultado

de transferencia de embriones.

Realizado por: Quilambaqui Prado, Diego, 2023.
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2.7.3.  Inspeccion del técnico de la Asociacion Charolais del Ecuador

La Inspeccidn del Técnico de la asociacion Charolais del Ecuador fue favorable, debido a que se
cumplié con los requerimientos del ejemplar, el patron racial y no presentd defectos que le
impidan una futura utilizacion como reproductor; se constaté que la cria sea legitima. La
inspeccion se realizo dentro de los 180 dias luego de la solicitud de registro.

2.7.4.  Descripcidn del patrén racial de la raza Charolais

La coloracion del pelaje es blanca, blanco cremoso o pajizo claro (trigo) extendiéndose

uniformemente por todo el cuerpo. En latabla 3-2 se describe el patrén racial de la raza Charolais.

Tabla 3-2: Patron racial de la raza Charolais

Caracteristicas Descripcion
Mucosas Color rosado uniforme, sin manchas.
Los cuernos Color blanco cremoso, la atrofia no es causa
Pezufas Color blanco cremoso.
Cabeza Moderadamente corta y pequefia.
Frente Espaciosa, plana o algo concava,
Hocico Ancho, ojos grandes y salientes.
Orejas No muy grandes, delgadas y poco guarnecidas de pelo.
Cuello Corto y grueso bien unido a la cruz.
Pecho Profundo y redondeado que se funde armoniosamente con el hombro
Dorso Muy musculoso y grueso en el lomo;
Cadera Muy amplia, grupa redondeada y descendida en relacion al ileon
Conformacién general Compacta y simétrica y de contornos bien dibujados, presentando la

linea superior e inferior del cuerpo recto y paralelo a manera de
paralelepipedo

La piel Suave y flexible

Realizado por: Quilambaqui Prado, Diego, 2023.

. Como caracteristicas generales se puede mencionar que: la raza Charolais tienen la cola
bien unida al cuerpo sin sobresalir mucho en su nacimiento. Muslos Amplios y anchos,
nalgas descendidas, largas, anchas, convexas y muy desarrolladas. Extremidades con

buenos aplomos.
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2.75.  Registro funcional o inicial

Se registraron hembras charolais madres de los dos ejemplares sujetos de este estudio, que
cumplieron el patron racial descrito en el Capitulo 11 del Herd Book Charolais. En la tabla 4-2 se
determina la caracterizacion de animales en el libro PUREBREED.

Tabla 4-2: Caracterizacion de animales en el libro PUREBREED

Categoria Fracciones % Charolais Descripcion
g Certificado P

Madre y Padre no reconocido
oficialmente, pero con patrén racial

| NP
0 0 aprobado por el comité técnico.
Madre inicial x Macho puro 100%
R1 1/, 50 o Fraccion 31/32
Madre R1 x Macho Puro 100% o
R2 3/, 75 Fraccion 31/32
Madre R2 x Macho Puro 100% o
R3 /g 87.5 Fraccién 31/32
Madre R3 x Macho Puro 100% o
R4 15 7 o
/16 9 Fraccion 31/32

Fuente: (Charolais , 2020).
Realizado por: Quilambaqui Prado, Diego, 2023.

2.7.6.  Sobre los machos nacidos del libro Purebred

Los especimenes luego de la inspeccion fenotipica y aprobados por el técnico, los cuales son
provenientes de hembras registradas en el libro Purebred, se emitird un certificado de nacimiento
con historial genealdgico. El nimero de registro tendra una secuencia numérica precedida por las

siglas HGR vy la categoria correspondiente.

2.7.7.  Registro de las montas, inseminaciones y trasferencia de embriones

Los registros de montas e inseminaciones quedaron registrados por el técnico encargado de la
administracion de la Estacion Experimental Pastaza de la Escuela Superior Politécnica de

Chimborazo.

Los reportes de inseminacion artificial se entregaron en las oficinas de la Asociacién Charolais

de Morona Santiago, dentro de los 60 dias posteriores al evento sin costo.
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La Asociacion acepto el reporte de IA, entre 60 hasta 120 dias y tuvo un costo reglamentado de
40 USD.

2.7.8.  Sobre la Base de datos de los registros

La base de datos de la Asociacion se manejé a través de su software especializado INTERTRACE
HERD BOOK vy los respaldos de la informacion deberan ser renovados mensualmente con una

copia para cada uno de los miembros del comité técnico.
2.7.9. Registro de fincas o predios

Se inscribi6 el Nombre del Predio donde se realizan trabajos de investigacion y se asigné un
cadigo la finca de hasta 15 digitos y también se registro la ubicacion y unidad administrativa

correspondiente a la situacion geografica.

2.7.10. Registro de propietarios

Para la Estacion Experimental Pastaza de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo se
asignd el codigo de tres digitos, FCP, que no coincidira con ningun otro, ademas, se proporciono
los datos del contacto del personal encargado de la administracién de la EE Pastaza y el correo

electronico donde llegaran las notificaciones de la Asociacion.

2.8. Metodologia de evaluacion

METODO STRS: Para el andlisis de genotipificacion los productos amplificados fueron
analizados con el marcador de peso molecular \"genescan 500 liz size standard\" y con metodos
automatizados de deteccion fluorescente empleando el analizador genetico de electroforesis
capilar applied biosystems 3500 de applied biosystems. Para la asignacion del tamafio de los
alelos en pares de bases y su nombramiento, se emple6 el software genemapper version 3.2 de

applied biosystems.4. En la tabla 5-2 se determinan marcadores genéticos.

2.8.1.  Andlisis de genes de interés comercial

Segun el protocolo de la empresa Biotecgen para el analisis de genes de interés comercial se
utilizé microsatélites, los resultados obtenidos en este andlisis fueron comparados tanto con la

base de datos del Ecuador, asi como los de Estados Unidos, ver tabla 6-2.
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Tabla 5-2: Marcadores genéticos

MARCADOR
TGLA227
BM2113
TGLA53
ETH10
SPS115
SPS113
RMO067
TGLA126
TGLA122
INRA23
BM1818
ETH3
ETH225
BM1824
MGTG4B
CSSM66

ILSTS006
Fuente: (Biotecgen, 2021).

Tabla 6-2: Anélisis de genes de interés comercial

Variables

Metodologia

Criterio

Indice de produccion igenity

indice Maternal igenity

Peso al Nacer (lbs)

Facilidad de Parto Directa (%)
Facilidad de Parto Materna (%)
Docilidad (%)

Tasa de Prefiez en Novillas (%)
Leche (Ibs)

Longevidad (%)

Ganancia Diaria de Peso (Ibs)
Eficiencia Alimentaria (libras de
alimento al dia*)

Peso al destete (Ibs)

Peso al Afio (Ibs)

Peso canal caliente (Ibs)

Espesor de Grasa (pulgadas)

Area de Ojo del lomo (pulgadas?)
Terneza (libras de fuerza de corte,
WBSF**)

Marmoéreo (unidades de marmoéreo
USDA)

Para la determinacion de los indices
se compard la base de datos histérica
con la que cuenta el laboratorio
Biotecgen, tanto de Ecuador y
Estados Unidos; con los resultados
obtenidos de los andlisis gendmicos
de los reproductores objeto de este
estudio, en donde se compararon los
valores y se logr6 determinar el
efecto genético sobre la expresion de
la caracteristica mediante la
metodologia de Diferencia estimada

en la progenie(Dep’s).

El procedimiento de valoracion de
los Dep’s se lleva a cabo por medio
de célculos complejos efectuados
de

internacional del ganado; que en este

por  programas evaluacion
caso el laboratorio Biotecgen posee
una formula propia y la base de
datos de pardmetros genéticos para
determinar los valores Optimos que
corrigen  la  superioridad e
inferioridad del error de los entores
selectivos que poseen los ejemplares
y ademas consideran los cambios

genéticos de la raza en el tiempo.

Fuente: (Biotecgen, 2021).

45



2.8.2.  Andlisis del Gen Miostatina

El protocolo utilizado por la empresa Biotecgen para el analisis del Gen Miostatinan menciona

que se utilizaron microsatélites.

2.8.3. Recoleccion de la muestra seminal

Para la recoleccion del material biologico de los ejemplares (machos), se procedio de la siguiente

manera:

1.- Se limpi6 la zona prepucial eliminado con una tijera los pelos largos que se encontro.
2-. En la parte interna se utiliz6 una jeringa con lo cual se introdujo10 ml de agua fisiol6gica tres
0 cuatro veces hasta el momento que al pasar el papel toalla de color blanco para secar y se

observe que no existen residuos para evita la contaminacion de la muestra.

Una vez realizado la limpieza corporal se precedié a instalar el equipo de electroeyaculacién

(electrojac I11):

1.- Se introdujo al macho en la manga.

2.- Con la ayuda de la mano se introdujo en el recto y se extrajo el material fecal a la vez se indujo
a la excrecion para que no haya taponamiento a la hora de introducir el electroeyaculador.

3.- Se coloco el electroeyaculador previamente lubricado y ubicando los electrodos hacia abajo
dando movimientos rotatorios hasta que entre toda la sonda por el recto, la cual tiene por
funcién, dar impulsos eléctricos en las paredes del recto de forma secuencial, estimulando la
eyaculacion del semen.

4.- La muestra de semen fue recolectada en un tubo de ensayo graduado y esterilizado para su

posterior analisis.
2.8.4.  Andlisis del semen
1. Anadlisis del semen Macroscépico
Antes de extraer el material genético, se prepararon los equipos y materiales necesarios para la

investigacion. Se trabajé en un entorno limpio y seco, ademas que todos los instrumentales fueron

debidamente desinfectados. A continuacion se detalla el proceso para el analisis del semen:
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~

+Se observd directamente sobre el tubo graduado, tomando en consideracion

Volurrien de/ 9ue un toro mayor de 2 afios debe tener un eyaculado de no menos de 4ml. El
eyaculado | Volumen puede variar entre 2'y 12ml.

(ml) -

~

«Se consider6 normales los colores que van del blanco al amarillento y
Color del | patoldgicos los colores rosado, amarronado y verdoso.

eyaculado )

*El olor del semen, se evalu6 al momento de ser extraido, percibiéndolo\
directamente del tubo de recoleccién. Se estimé un olor neutro (no
Olor del desagradable) como un valor normal y se descart6 las muestras que presenten
eyaculado | olores desagradables o a orina. )

«Se realiz6 la evaluacion extrayendo una gota de semen del tubo y se catalogc’?
sobre una tira indicadora de pH., considerdndolo normal entre 6.2 y 6.8. Se
pH del recomienda no introducir la tira dentro del tubo para no alterar el semen con
eyaculado | €l reactivo de la misma. )

llustracion 1-2: Analisis del semen
Realizado por: Quilambaqui Prado, Diego, 2023.

2. Andlisis del semen microscopico

Para el analisis del semen microscopico se procedié a realizar el siguiente proceso que a

continuacion se detalla:

Proceso del anilisis microscdpico delsemen

v
Motilidad masal (%)
Motilidad individual progresiva (%)
Viabilidad esperm atica (%)

Morfoanomalias {%4)

v

Dafio en el ADN (%)

lustracion 2-2: Proceso del anlisis microscopico del semen
Realizado por: Quilambaqui Prado, Diego, 2023.
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« Motilidad masal (%)

Se avalu6 tomando una muestra del semen a examinar con una pipeta, colocando una gota sobre
un portaobjeto a 37°C y se observo en el campo claro (aumento 10X), sin colocar el cubreobjetos.
Segun (Rosenberger, 1981), el grado del movimiento en masa o motilidad masal (MM), en la tabla 7-
2 se describe segun la siguiente escala:

Tabla 7-2: Motilidad masal

Indicador Descripcion

+++ (100%0): Actividad cinética muy buena, remolinos intensos con ondas

espermaticas apreciables.

++ (50%0): Actividad cinética buena, remolinos apreciables, aunque menos
intensos.
+ (25%): Actividad cinética regular, pocos remolinos y con menor

frecuencia que la anterior.
Actividad cinética deficiente, el semen no forma remolinos sino

eventualmente y sin ninguna intensidad.

Realizado por: Quilambaqui Prado, Diego, 2023.

En la tabla 8-2 se detalla la clasificacién de la motilidad espermatica de acuerdo a la sociedad de

teriogenologia de los Estados Unidos de Norteamércica.

Tabla 8-2: Clasificacion de la motilidad espermatica de acuerdo a la sociedad de teriogenologia
de los Estados Unidos de Norteamérica.

Motilidad Excelente Buena Regular Mala
Masal 100 % 50 % 25% -
Individual >70 % 50-70% 30-50% <30%

Fuente: (Rosenberger, 1981).
Realizado por: Quilambaqui Prado, Diego, 2023.

+» Motilidad individual progresiva (%0)

Se evalu6 la muestra, diluyendo el semen en Citrato de Na 2.92%. Colocandose una gota gruesa
de semen de aproximadamente de 30 a 40 microlitros en un tubo con unos 2 ml. de la solucién de
Citrato que debe estar a la misma temperatura del semen ya en el bafio Maria. Una vez diluido el
semen se extrajo una gota de la dilucion y se colocd sobre un portaobjetos a temperatura de entre
36 a 37°C, posterior a ello se coloco sobre ésta un cubreobjetos que se encuentra a la misma
temperatura. Se traslad6 al microscopio, siempre sobre la platina térmica, a 40 aumentos, y se
observo un campo Yy valorandolo subjetivamente los espermatozoides que se movian en forma
rectilinea progresiva.
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+« Viabilidad espermética (%0)

Para medir la viabilidad de una muestra de semen, se utiliz6 colorantes vitales como: el colorante
eosina-nigrosina con el cual los espermatozoides muertos fueron tefiidos de color rojo 0 en rosa,

mientras que los vivos quedaron sin tefiir.

+ Morfoanomalias (%0)

La morfologia se evallo de la siguiente manera:

- Se colocé una gota de aproximadamente 20 pL de semen diluido sobre un portaobjetos limpio
y desengrasado

- Se agregd con una cantidad similar de colorante,

- Se realiz6 el frotis en forma firme y pareja. Luego de esperar por lo menos 10 minutos para el
secado del frotis.

- Se coloco en el microscopio y se procedio a contar los espermatozoides.

+ Dafio en el ADN (%)

Se evalué mediante la integridad de la cromatina para lo cual se preparé una muestra que contenia
2 UL del fluorocromo Naranja de Acridina y 18 uL de semen descongelado, a continuacién, se
procedié a homogenizar la muestra para tomar con una micropipeta la cantidad de 10 pL y
colocarlos en la placa del contador digital de células Luna Fl, el cual se encontraba calibrado y en
modo de fluorescencia con naranja de acridina. Las cabezas de los espermatozoides con ADN en
estado nativo (intacto) emiten fluorescencia verde, mientras que aquellos con el ADN que se

encuentra desnaturalizado se observa de color rojizo.

Los resultados de este analisis fueron emitidos en porcentaje por el contador digital de células.

2.8.5. Pre dilucion del semen

Una vez obtenida la muestra seminal y realizar el analisis macroscépico de la misma, se diluy6
en una relacion de 1:1 lo que significa que por cada parte de eyaculado; se utilizé una parte de
diluyente previamente preparado, y antes de la pre dilucion se tom6 una muestra de 0.5 ml de
semen puro en un tubo eppendorf precalentado a 37 °C y colocado en un bafio maria para realizar
las pruebas microscopicas del mismo. En el desarrollo de la investigacion se utilizo el diluyente
comercial AndroMed ®. La muestra pre diluida se transportd de inmediato al laboratorio.
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2.8.5.1. Diluyente AndroMed ®

El diluyente AndroMed®, fue diluido en relacion 1:4 con agua bidestilada estéril previamente
temperada a +32 °C, es decir que por cada parte de diluyente concentrado fueron necesarias 4
partes de agua bidestilada estéril. Para lograr las propiedades Optimas de conservacion de
AndroMed®, la cantidad requerida de agua fue agregado al concentrado y no viceversa. El
diluyente preparado AndroMed® fue temperado antes de su uso en un bafio-maria entre +30 °C
y +32 °C.

2.8.5.2. Célculo de espermatozoides viables, nimero de dosis y dilucidn final

Una vez determinada la concentracion espermatica y morfologia normal se determiné el nimero
de espermatozoides viables del total del eyaculado, el cual sirvié para el posterior céalculo del

namero de dosis y dilucidn final, con la siguiente férmula:

Donde:

Ev=Vex Ce * Mn « Mi

o Ev = Espermatozoides viables

e Ve = Volumen de eyaculado; Cantidad (ml) de semen que quedan después de realizado
las pruebas de evaluacion microscépica.

e Ce = Concentracion espermatica; Concentracion  espermatica/ml:  NUmero  de
espermatozoides por ml de semen.

e Mn = % Morfologia normal; Total de espermatozoides normales encontrados en un
conteo de 100 espermatozoides y transformado a porcentaje. El valor que se coloca en la
férmula ird expresado como un nimero entero, por ejemplo 90% = 0.9.

e Mi = % Motilidad individual; Total de espermatozoides que presentan movimiento lineal
progresivo. El valor que se coloca en la formula ira expresado como un nimero entero, por
ejemplo 90% = 0.9

Obtenido este valor se procedio a realizar el calculo del nimero de dosis a obtenerse tomando en
cuenta que cada una sera de 0.5 ml y contendré 50 x 106 espermatozoides, para lo cual se utilizd

la siguiente formula:

. . Total de espermatozoides viables
NUmero de dosis = P

Concentraciéon deseada/dosis
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Para el célculo de la dilucién final se usé las siguientes formulas:

Volumen final para pajillas de 0.5 ml = (NUmero de dosis) /2
Volumen final de diluyente = Volumen final para pajillas de 0.5 ml — (Volumen de eyaculado +
+Volumen de diluyente en la predilucion)

2.8.5.3. Envasado y sellado de pajillas

Una vez que se diluyo completamente el semen procedi a envasarlo en pajillas de 0.5 ml, el
envasado se realiz6 con la ayuda de una jeringa de insulina para posteriormente con la ayuda de
otra jeringa sacar un poco de semen de la pajilla con la finalidad de dejar una burbuja de aire que
evitara que esta exploté al momento de la descongelacion y fueron selladas con alcohol polivinilo.

Esta actividad se la realiz6 a temperatura ambiente que oscilara entre los 14 y 20 °C.

2.8.5.4. Curva de temperatura

La curva de temperatura tuvo como finalidad estabilizar a los espermatozoides en el diluyente
para que puedan resistir al proceso de congelacion, dicha curva inicié reduciendo la temperatura
de 20 °C a 5 °C en 30 minutos (velocidad: -0.5 °C/min) mediante la adicion de hielo en un cooler
con agua. Una vez alcanzada esta temperatura se introdujo las pajillas en una camara de

refrigeracion por un lapso de 4 horas a una temperatura de 4 °C para el periodo de equilibrado.

2.8.6.  Congelacion

La congelacion se realizé mediante vapores de nitrogeno en donde se colocaron las pajillas en un

rack con capacidad para 50 y se coloc6 en un cooler, el cual posee 2 cm de nitrégeno liquido. El

descenso de temperatura se realizé en relacion a los siguientes valores y tiempos:

e Primer descenso de 4 °C a -6 °C durante 10 minutos (velocidad -1 °C/min), esto se logrd
colocando el rack a 6 cm del nitrégeno liquido.

e Segundo descenso de -6 °C a -196 °C en 4 minutos (velocidad -47.50 °C/min), esto se logro
colocando el rack a 2 cm del nitrdgeno liquido.

e Realizado este descenso se sumergid las pajillas en el nitrégeno liquido del cooler para

terminar con su congelacion.

51



2.8.7. Almacenamiento de dosis seminales

Una vez realizada la congelacion las pajillas se almacenaron en un tanque de nitrégeno liquido

en canastillas identificadas segun la fecha de la extraccion.

2.9. Elaboracién de la ficha técnica

Para la elaboracién de la ficha técnica se recopilo y organizo la informacion acorde a los

pardmetros internacionales requeridos.
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CAPITULO Il

3. MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1. Calidad genética de los reproductores bovinos Charolais la estacion experimental
Pastaza de la ESPOCH.

Para el presente estudio se consideraron dos machos bovinos identificados como: FCP Teo 0617
y FCP Samuel 0616; de los cuales realizo un analisis de Genotipificacién con 17 marcadores

genéticos en los que se obtuvo los siguientes resultados, ver tabla 1-3.

Tabla 1-3: Informe final de resultado de genotipificacién del toro FCP Samuel 616

INFORME FINAL RESULTADOS GENOTIPIFICACION

Fecha de ingreso: 2021-07-22 Dirigido a: Asociacién Charolais de Morona Santiago

Direccion: Calle Tarqui y 24 de mayo - Macas Ecuador
Telefono0:59372703802

Fecha de dictamen:2021-09-22

Fecha de toma de la muestra:2021-
06-16

Procesamiento en el laboratorio:
2021-09-22

Responsable de toma de muestras: Dr. José Luis Lema

Lugar de toma de muestras: Estacion experimental Pastaza

IDENTIFICACION
EJEMPLAR NOMBRE: FCP SAMUEL 0616
REGISTRO: EN TRAMITE ID: FCP SAMUEL 0616 SEXO: MACHO
PROPIETARIO: ESPOCH

RESULTADOS
MARCADOR ALELO 1 ALELO 2

TGLA227 83 89
BM2113 131 139
TGLAS3 164 166
ETH10 217 217
SPS115 248 256
SPS113 135 151
RMO067 90 90
TGLA126 119 119
TGLA122 143 149
INRA23 202 206
BM1818 264 266
ETH3 117 119
ETH225 140 150
BM1824 178 182
MGTG4B 135 135
CSSM66 181 191
ILSTS006 288 288

Fuente: (Biotecgen, 2021).
Realizado por: Quilambaqui Prado, Diego, 2023.
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Como se observa en la tabla 2-3, en referencia a los resultados de genotipificacion del animal
FCP Samuel 616, cinco pares de alelos correspondiente al 29.41% mostraron ser homocigoticos,
los marcadores genéticos que mostraron homocigosis fueron: ETH10, RM067, TGLA126,
MGTG4B, ILSTS006; mientras que, el 70,59% 12 pares de alelos, mostraron un resultado
heterocigdtico.

Tabla 2-3: Informe final de resultado de genotipificacion del toro FCP Teo 617

INFORME FINAL RESULTADOS GENOTIPIFICACION
Fecha de ingreso: 2021-07-22 Dirigido a: Asociacién Charolais de Morona Santiago
Fecha de dictamen:2021-09-22 Direccion: Calle Tarqui y 24 de mayo - Macas Ecuador

Telefono:59372703802
Fecha de toma de la muestra:2021-
06-16
Procesamiento en el laboratorio:
2021-09-22

Responsable de toma de muestras: Dr. José Luis Lema

Lugar de toma de muestras: Estacion experimental Pastaza

IDENTIFICACION
EJEMPLAR NOMBRE: FCP TEO 617
REGISTRO: EN TRAMITE ID: FCP TEO 617 SEXO: MACHO
PROPIETARIO: ESPOCH

IDENTIFICACION
Ejemplar Nombre: FCP Teo 0617
Registro: CH EC HGR - 00862 Id: FCP Teo 0617 Sexo: Macho
Propietario: ESPOCH
RESULTADOS
MARCADOR ALELO1 ALELO 2
TGLA227 77 83
BM2113 139 139
TGLA53 164 166
ETH10 217 217
SPS115 248 248
SPS113 141 151
RMO067 90 90
TGLAL126 119 123
TGLA122 149 157
INRA23 206 206
BM1818 266 266
ETH3 119 123
ETH225 140 148
BM1824 178 182
MGTG4B 135 147
CSSM66 181 199
ILSTS006 288 292

Fuente: (Biotecgen, 2021).
Realizado por: Quilambaqui Prado, Diego, 2023.
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La tabla muestra los resultados correspondientes a la genotipificacion del toro FCP Teo 617 en
donde se observa que 6 pares de alelos correspondiente al 35,29% mostraron ser homocigoticos,
los marcadores para estos alelos fueron BM2113, ETH10, SPS115, RM067, INRA23, BM1818;
mientras que, el 64,71% correspondiente a 11 pares de alelos son heterocigoticos.

Al analizar los registros historicos de animales de la Asociacion Charolais del Ecuador, se observa
un comportamiento similar en cuanto a los porcentajes de alelos homocigoticos teniendo en
promedio 6 pares de alelos que tienen este comportamiento, el cual, concuerda con el obtenido

en el presente estudio, lo que demuestra la variabilidad genética que existe en estos animales.

Al respecto, (Novoa, et al., 2017), mencionan que las pruebas de genotipificacion utilizan segmentos
de ADN que se denominan microsatélites (STRs), los cuales pueden presentar polimorfismos
denominados alelos. Para cada microsatélite, cada animal analizado tiene dos alelos, uno
heredado del padre y otro de la madre, es asi como la determinacion de los alelos ubicados en los
microsatélites presentes en el ADN de un individuo permite obtener una combinacion particular

que se denomina genotipo (perfil genético) del ejemplar en analisis.

La diversidad genética, que en sentido amplio es el componente mas bésico de la biodiversidad,
se refiere a las variantes heredables que ocurren en cada organismo, entre los individuos de una
poblacion y entre las poblaciones dentro de una especie, en condiciones naturales mas o menos
estables. En ese contexto la genética de poblaciones y la evolucion son las disciplinas que se
ocupan de entender, describir y dar las pautas para que la biodiversidad se comprenda, se proteja
Y Se conserve (La diversidad genética y la variabilidad genética: dos conceptos diferentes asociados al germoplasma
y al mejoramiento genético vegetal, 2017),Como se pueden observar en los resultados obtenidos de la
genotipificacion realizada a los machos objeto de este estudio se muestra una alta variabilidad en

los genes lo que los hace mas faciles de usar en cruzamientos para mejoramiento genético.

Hablando de mejoramiento genético (Bejarano, et al., 2012), mencionan que la diversidad genética se
considera clave en la conservacion de los recursos genéticos y constituye la base de procesos de
seleccién y mejoramiento genético, observando en los resultados mostrados una rica fuente de

variabilidad y diversidad en la presencia de alelos de los reproductores.

3.1.1. Analisis de genes de interés comercial

Los andlisis de genes de interés comercial realizados a los bovinos charolais de la Estacion

Experimental Pastaza de la ESPOCH muestran aspectos relacionados con caracteristicas

maternales, de crecimiento, produccidn y reproduccion, los cuales fueron comparados con la base
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de datos histérica existente en animales de la misma raza en el Ecuador. Fueron analizados los
indices ingénity de produccion y maternal, indices maternales, indices de crecimiento e indices
de canal. En la llustracion 1-3: se muestran los resultados obtenidos en este analisis.
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lustracion 1-3: Resultados del andlisis de genes de interés comercial del toro FCP Samuel

0616
Fuente: (Biotecgen, 2021).

Como se observa en la llustracion 1-3. El puntaje ingenty del individuo FCP Samuel 0616,
muestra valores superiores al promedio de la raza en el Ecuador en la mayoria de los items.
Refiriéndose al peso al nacer (Ibs); se observa que el puntaje del individuo muestra el valor de 9
que claramente es superior al promedio de la raza en el Ecuador 7,1. La produccion de leche (Ibs)
es otro pardmetro maternal importante, en donde se observa un puntaje ingenity de 7 en
comparacion al promedio nacional que es de 4,4. La longevidad muestra también superioridad
por parte del individuo el cual obtuvo un puntaje de 7 versus 5,9 del promedio Nacional. Dentro
de los rasgos maternales en donde el individuo posee menores valores que el promedio nacional
mencionamos a la facilidad de parto materna con un puntaje de 5 versus el promedio nacional que
es de 5,5y la tasa de prefiez en novillas (%) con un puntaje de 3 versus 4,8 que denota el promedio

en Ecuador.

Al analizar los resultados obtenidos por FCP Teo 0617, se observa que de igual manera presenta
valores superiores a los reportados por el promedio de la raza en el Ecuador en la mayoria de los
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pardmetros. El peso al nacimiento (Ibs) muestra un considerable valor superior de 9 sobre 7,1 que
describe el promedio, la docilidad (%) también reporta un valor superior al promedio nacional
con 7 versus un 5,7. La tasa de prefiez de las novillas (%) por el contrario muestra un valor menor

sobre el promedio mostrando un valor de 3 versus un 4,8.
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llustracion 2-3: Resultados del andlisis de genes de interés comercial del toro FCP Teo 0617
Fuente: (Biotecgen, 2021).

Con respecto a estos parametros (Dickerson, G., 1969), Cita que, para una correcta utilizacion de los
recursos genéticos en los sistemas de produccion de carne, es necesario caracterizar las diferentes
razas disponibles en términos de los parametros genéticos involucrados de origen aditivo
(diferencias raciales) y no aditivos (heterosis y pérdidas por recombinacién) en relacién con las
caracteristicas que afectan la eficiencia biolégica de los mismos. Es importante obtener
estimaciones locales de los pardmetros en las condiciones especificas econémicas y productivas

en las que se desarrolla la produccion.

El autor (Adib, et al., 2019), menciona que la heredabilidad de un caracter cuantitativo en una
poblacion es el pardmetro genético de mayor importancia, ya que determina la estrategia a ser
usada en el mejoramiento de ese caracter. Para Galeano, (2010), en su investigacion “Estimacion de
pardmetros genéticos para caracteristicas productivas y reproductivas en los sistemas doble
proposito del tropico bajo colombiano”, reporta valores de heredabilidad de 0,35 +/- 0,06 para el
pardmetro produccion de leche, lo que se considera una heredabilidad alta. Este valor demuestra
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la importancia de poseer valores superiores a los promedios nacionales en rasgos maternales y en

especial la produccion de leche.

Los pardmetros genéticos de crecimiento para el toro FCP Samuel 0616 (llustracion 1-3) muestran
valores superiores a los reportados por el promedio nacional en las caracteristicas ganancia diaria
de peso (Ibs) y peso al destete (Ibs) con valores de 5y 6 sobre los promedios que reportan 4,7y 5
respectivamente. En la caracteristica de peso al afio no existen diferencia mostrando el mismo
valor que el promedio, que en este caso es de 5 y la Unica caracteristica que presenta un valor
inferior al promedio es la eficiencia alimentaria (libras de alimento al dia) con un valor de 5 versus

el promedio que reporta un valor de 5,5.

Por otra parte, al analizar las caracteristicas de crecimientos del toro FCP Teo 0617 (llustracién
2-3), se observa un comportamiento diferente al mostrar valores mas bajos en todas las
caracteristicas de crecimiento en relacién al promedio nacional, teniendo valores de 4 sobre 4,7
en ganancia diaria de peso (Ibs), 4 versus 5,5 en eficiencia alimentaria (libras de alimento al dia),

4 versus 5 en peso al destete (Ibs) y 4 versus 5 en la caracteristica de peso al afio (Ibs).

Con lo referente a estas caracteristicas, (Gonzales, 2016) menciona que los toros Charolais adultos
pueden alcanzar pesos de 900 — 1,250 kg, y las hembras de 560 — 900 kg, novillos de engorde
pueden tener ganancias de peso diarias de 1.58kg, con conversion alimenticia de 1kg x 7.26 kg,
de alimento. El peso al afio alcanza los 480 Kg, con ganancias de 1.175 gramos al dia y ganancias
medias en concurso entre 1.300 y 1.600 g/dia. Esto ratifica la importancia de poseer caracteristicas
de crecimiento superiores a las mostradas en los promedios nacionales, con esto se pueden disefiar
programas de mejora animal y sobre todo obtener mejores rendimientos de los animales en la fase

de crecimiento.

Segln (Adib, et al., 2019), indica valores de heredabilidad para caracteristicas de crecimiento que
son relativamente altas, teniendo valores en ganancia de peso de 0,35 a 0,40 y eficiencia en
ganancia de peso de 0,30 a 0,40. (Crecimiento y caracteristicas de la canal de bovinos Charolais y Beefmaster
alimentados con dos fuentes de proteina y dos niveles de grasa sobrepasante, 2002), en su estudio acerca del
“Crecimiento y caracteristicas de la canal de bovinos Charolais y Beefmaster alimentados con
dos fuentes de proteina y dos niveles de grasa sobrepasante” se muestran resultados en cuanto a
la variable ganancia diaria de peso (kg) de 1,35 +/- 0,03 Kg/dia en la raza Charolais, mientras que
(Bolafios, et al., 2010) en su estudio de “Evaluacion de ganancia de peso en toretes Charolais mediante
la aplicacién de dos anabolicos (Revalor g y Boldenona) frente a animales castrados en la
provincia de Morona Santiago” muestran ganancias de peso (kg) de 0,626 kg/dia en animales que
fueron sometidos a un tratamiento con anabdlicos.
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Datos oficiales de la Asociacion Charolais del Ecuador muestran valores y comportamientos
similares en las genotipificaciones de animales, especialmente la caracteristica de ganancia diaria

de peso (kg) muestra valores superiores en la mayoria de los animales genotipificados.

La Hustracion 1-3, muestra las caracteristicas de canal del toro FCP Samuel 0616 en donde se
observa que el peso a la canal caliente (Ibs) muestra un valor superior al promedio con 6 sobre 5,
el area de ojo de lomo (pulgadas?) también muestra un valor superior al promedio con 8 sobre 5,5
y la terneza con un valor de 6 versus 5,1 del promedio. Las caracteristicas de espesor de la grasa
(pulgadas) y marmoreo (unidades marmoreo USDA) muestran valores inferiores a los promedios

nacionales con 2 versus 3,9 y 2 versus 3,5 respectivamente.

De la misma manera, en la llustracién 2-3, se observa las caracteristicas de canal del toro FCP
Teo 0617 en donde las caracteristicas que sobrepasan el promedio nacional son el peso a la canal
caliente (Ibs) y el area de ojo de lomo (pulgadas?) con 6 versus 5y 8 versus 5,5 respectivamente.
Las caracteristicas que muestran valores mas bajos al promedio son el espesor de la grasa
(pulgadas) con un valor de 2 versus 3,9; la terneza (libras de fuerza de corte) con un valor de 3
versus 5,1y el marmoreo (unidades de marmoreo USDA) con un valor de 1 versus 3,5 que reporta

el promedio nacional.

Al respecto, (Adib, etal., 2019), menciona que la heredabilidad en los rasgos de canal muestra valores
de 0,50 — 0,70 en el area del ojo de bife, la clasificacion de la canal del 0,25 — 0,30 y la terneza
de la carne una heredabilidad del 0,50 — 0,60. Por otra parte, (Jiménez, et al., 2010), en su estudio
“Parametros y valores genéticos para caracteristicas de composicion corporal, area de ojo de lomo
y grasa dorsal medidos mediante ultrasonido en la raza Brahman” reportan valores de
heredabilidad de 0,37 +/- 0,11; 0,29 +/-0,10; 0,26 +/-0,10y 0,11+/-0,09 para las caracteristicas
de area de ojo de lomo, grasa dorsal, profundidad del musculo gliteo medio y grasa del anca

respectivamente.

Segun (Montoya, et al., 2020), en el estudio denominado “Indicadores gendmicos y fenotipicos para
calidad de la carne en bovinos Charolais de México” muestran valores del area de ojo de lomo de
10,6 +/- 1,96 pulgadas?® y un valor promedio de 0,17 +/- 0,06 pulgadas para la grasa dorsal.
(Jiménez, et al., 2006), por otro lado, en su estudio acerca de “Correlacion entre espesor de la grasa
dorsal, grasa en la décimo segunda costilla y area de lomo con pardmetros reproductivos en
ganado Brahmén comercial” reportan valores de 17,42 +/- 3,69 pulgadas 2 en la medida del area
de ojo de lomo de bovinos Brahman. Este parametro es uno de los mas importantes al momento

de valorar el precio de comercializacién de la carne.
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Gen de miostatina

En la tabla 3-3 se muestra el andlisis del gen miostatina en bovinos Charolais

Tabla 3-3: Andlisis del gen miostatina en bovinos Charolais de la Estacion Experimental Pastaza
de la ESPOCH

ID Codigo de la Variante del
ANIMAL muestra ID del ejemplar Sexo Raza gen
FCP
SAMUEL
0616 Bv4926401G EC006070616 MACHO Charolais 0
FCP TEO
0617 Bv4926501G EC006070617 MACHO Charolais 1:F94L

Fuente: (Biotecgen, 2021).
Realizado por: Quilambaqui Prado, Diego, 2023.

3.2. Evaluacion de la fertilidad
Al realizar la evaluacion de fertilidad de los principales pardmetros seminales de toros de la
Estacion Experimental Pastaza de la ESPOCH se obtuvieron los valores reportados en la tabla 4-

3y tabla 5-3, como se observa a continuacion:

Tabla 4-3: Evaluacion de parametros de fertilidad del toro FCP Samuel 0616

ID ANIMAL VARIABLE n MEDIA pE*x EE* CV* MIN* MAX*
FCP 616 Volumen (ml) 5 9 158 071 1757 7 11
FCP 616 pH 5 68 005 002 08 68 6.9
FCP 616 Motilidad masal (%) 5 86 418 1,87 4,86 80 90
FCP 616 Motilidad individual (%) 5 86 4,18 1,87 486 80 90
FCP 616  viabilidad espermatica (%) 5 89 2,24 1 251 85 90
FCP 616 Morfoanomalias (%) 5 7.4 055 0,24 7,4 7 8
FCP 616 Dafio en ADN (%) 5 094 128 0,57 13595 0 31
FCP 616  Concentracion espermatica 5 944 945 4226 10,01 850 1100

DE: Desviacion estandar; E.E: Error estandar; C.V: Coeficiente de variacion; Min: Minimo; Max: Maximo.
Fuente: (Biotecgen, 2021).
Realizado por: Quilambaqui Prado, Diego, 2023.
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Tabla 5-3: Evaluacion de parametros de fertilidad del toro FCP Teo 0617

ID ANIMAL VARIABLE n MEDIA DE EE. CV MiN MAX
FCP 617 Volumen (ml) 5 76 1,14 051 15 6 9
FCP 617 pH 5 6,82 0,04 0,02 0,66 6,8 6,9
FCP 617 Motilidad masal (%) 5 79 4,18 1,87 53 75 85
FCP 617 Motilidad individual (%) 5 84 4,18 1,87 4,98 80 90
FCP 617  Viabilidad espermatica (%) 5 88 2,74 122 311 85 9
FCP 617 Morfoanomalias (%) 5 98 13 0,58 13,3 8 11
FCP 617 Dafio en ADN (%) 5 56 5,19 2,32 92,72 0,9 13,1
FCP 617  Concentracion espermética 5 760 74,2 33,17 9,76 650 850

DE: Desviacion estandar; E.E: Error estandar; C.V: Coeficiente de variacion; Min: Minimo; Max: Méaximo.
Fuente: (Biotecgen, 2021).
Realizado por: Quilambaqui Prado, Diego, 2023.

Al analizar los resultados fertilidad de los machos bovinos de la Estacion Experimental Pastaza
de la ESPOCH los eyaculados mostraron un color blanco cremoso para el animal FCP Samuel
0616 y blanco lechoso para el animal FCP Teo 0617. Al respecto (Gémez, et al., 2016), menciona
gue se consideran normales los colores que van del blanco al amarillento, siendo patolégicos, los
colores rosado, amarronado y verdoso. (Tamargo, et al., 2019) afiade que debe desecharse el semen
con fragmentos de algin tipo de material, pues esto indica alguna infeccion del aparato
reproductor, asi como la presencia de coloraciones rojas 0 marrones que son indicativas de sangre
hemolizada. Los colores obtenidos en los eyaculados de los reproductores analizados

corresponden por tanto a colores normales.

El olor de los eyaculados de los bovinos analizados presentd una caracteristica neutra, descartando
la presencia de orina o algun tipo de infeccion en el tracto reproductor. Este indicativo esta

relacionado directamente con lo mencionado en el apartado anterior.

En cuanto al volumen de eyaculado, el toro FCP Samuel 0616 tuvo un valor promedio de 9 +/-
1,58 ml; mientras que el toro FCP Teo 0617 reportd un valor promedio de 7,6 +/- 1,14. Con
referencia a estos valores, (Valoracién de la calidad seminal en toros charolais de la provincia de Morona
Santiago, 2020 ) en su estudio denominado “Valoracion de la calidad seminal en toros charolais de
la provincia de Morona Santiago” reporta valores de volumen de eyaculado de 8,8 ml en
promedio. Por otro lado, (Gémez, et al., 2016) menciona que el volumen se observa directamente
sobre el tubo graduado, teniendo en cuenta que un toro mayor de 2 afios debe tener un eyaculado
de no menos de 4ml. El volumen puede variar entre 2 y 12ml. Los valores encontrados en este

estudio se encuentran dentro de los rangos y valores sugeridos y obtenidos por otros autores.
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Al observar los resultados del pH de los eyaculados, se puede apreciar en la Tabla 3-3 y Tabla 4-
3, que el toro FCP Samuel 0616 reportd en promedio un valor de 6,84 +/- 0,05 mientras que el
toro FCP Teo 0617 un valor de 6,82 +/- 0.04. (Gomez, et al., 2016) mencionan que el pH se evalla
extrayendo una gota de semen del tubo y colocandola sobre una tira indicadora de pH. Se
considera un pH normal, entre 6.2 y 6.8. (Valoracion de la calidad seminal en toros charolais de la provincia
de Morona Santiago, 2020 ) en su estudio denominado “Valoracién de la calidad seminal en toros
charolais de la provincia de Morona Santiago” report6 valores de pH entre 6,5 a 6,5 mientras que
(Carpio, V. 2014) en su estudio “Evaluacion de dos diluyentes para la crioconservacion de semen
bovino: yema de huevo vs leche descremada’” muestra un resultado de 7,13 para el ph de semen
bovino. Estos resultados suelen variar por la subjetividad en la lectura de las tiras medidoras de

pH debido a la percepcion del color.

La motilidad masal (%) y motilidad individual (%) reportaron valores para el toro FCP Samuel
0616 de 86 +/- 4,18 para ambos casos mientras que el toro FCP Teo 0617 report6 valores de 79
+/- 4,18 para motilidad masal y 84 +/- 4,18 para motilidad individual. La motilidad es uno de los
pardmetros mas importantes de la analitica seminal. Estos métodos evaltan el porcentaje de
espermatozoides moviles, asi como el tipo de movimiento que presentaba la media de una
poblacion espermética. Estas medidas ofrecen una descripcion general de la motilidad
espermatica, pero la exactitud y precision estan limitadas por las condiciones del sistema de
medida y por la destreza del observador. A pesar de ello, la valoracion subjetiva de la motilidad
hecha por personas experimentadas es de gran valor, debido a que la informacion se presenta de
forma inmediata, al tiempo que es un método econémico y de fécil ejecucion (Hidalgo, et al., 2020).
Al respecto de estas variables (Calle, C., 2020), reporta valores para la motilidad individual que van
entre 59 y 80%, mientras que (Carpio, V., 2014) reporta un 80% de motilidad masal en su trabajo.
Estos valores se encuentran dentro del rango recomendado y ademdas concuerdan con las

investigaciones realizadas en el anélisis de semen bovino.

La variable viabilidad espermaética reporta un valor de 89 +/- 2,24 para FCP Samuel 0616 mientras
gue FCP Teo 0617 88 +/- 2,74. (Hidalgo, et al., 2020), al respecto cita que la rotura de la membrana
plasmatica estd claramente asociada con la pérdida de viabilidad celular, pero una membrana
plasmatica intacta no siempre indica que la célula sea viable. (Carpio, V., 2014), reporta un 82,5% en
su estudio; mientras que, (Montoya, et al., 2020) en su estudio “Evaluacion de tres concentraciones
de yema de huevo centrifugada en la criopreservacion de semen bovino” reporta un valor de 83
+/- 15,55 para la variable vitalidad espermatica. Al comparar estos valores con los de la presente
investigacion se puede observar que la viabilidad espermatica es superior al 80% en todos los
casos lo que denotan una buena condicién de los reproductores y hacen que el material seminal
pueda ser usado para su procesamiento y conservacion.
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Al observar las morfoanomalias que presenta el eyaculados de ambos reproductores se puede
observar que para el caso de FCP Samuel 0616 presenta un 7,4 +/- 0,55 mientras que FCP Teo
0617 reporta un 9,8 +/- 1,3 para esta variable. Al respecto. (Valoracion de la calidad seminal en toros
charolais de la provincia de Morona Santiago, 2020 ) reporta que las morfoanomalias de toros Charolais de
la Provincia de Morona Santiago no super6 el 20%; mientras que, (Calle, C., 2020) en su estudio
reporta un 2,5% de anormalidades en forma de los espermatozoides. (Vejarano, et al., 2005) por otro
lado, reporta un 14% de anormalidades en su estudio “Diagnostico de la capacidad reproductiva
de toros en ganaderias de tres municipios del Alto Magdalena”. Los datos presentan variabilidad
debido a que todos los anélisis de morfoanomalias se realizaron de una manera subjetivo con el

método de tincion Eosina — Nigrosina.

Al analizar la variable de dafio en ADN de los reproductores FCP Samuel 0616 y FCP Teo 0617
se observa un dafio de 0,94 +/- 1,28 y 5,6 +/- 5,19 respectivamente. Acerca de este punto, (Alvarez,
et al., 2015), menciona que el estudio sobre el dafio al ADN ocasionado por factores quimicos,
fisicos y bioldgicos en células somaticas y germinales, que permite entender los procesos de
mutagénesis, teratogénesis y carcinogénesis, entre otros, es de especial interés para la produccion
animal. (Espermatozoides con cromatina dafiada e inmadura en semen criopreservado de toros Brahman, 2016), en
su estudio “Espermatozoides con cromatina dafiada e inmadura en semen criopreservado de toros
Brahman” reporta un dafio en el ADN 7 +/- 3,71. Por otra parte, (Mancheno, etal., 2022), en su estudio
“Recongelacion de espermatozoides bovinos como alternativa para mejorar la calidad
espermatica de semen” reporta un 8,74% de dafio en el ADN de espermatozoides descongelados.
Como se observa existen variaciones en los diferentes resultados debido a la raza de los animales

y sobre todo en las técnicas y equipos utilizados.

Con referencia a la concentracion espermatica el toro FCP Samuel 0616 presentd una
concentracion de 944 x 106 +/- 94,5 espermatozoides/ml mientras que FCP Teo 0617 reportd un
valor de 760 x 10°® +/- 74,2 espermatozoides/ml. (Hidalgo, et al., 2020), menciona que existe una
correlacién significativa entre el nimero de espermatozoides y la fertilidad del toro. La presencia
de un mayor nimero de espermatozoides, siempre y cuando sus caracteristicas sean normales,
incrementa la posibilidad de fertilizacion. (Vejarano, et al., 2005) reporta una concentracion
espermatica de 661,5 +/- 582,8 x 10® mientras que (Valoracion de la calidad seminal en toros charoléis de
la provincia de Morona Santiago, 2020 ), €n su estudio reporta una concentracion espermatica de 715 x
10° espermatozoides/ml. La variacion en los datos corresponde al método de anélisis y a la
subjetividad del evaluador. En la tabla 5-3 se detalla el analisis de gen miostatina en bovinos

Charolais de la Estacion Experimental Pastaza de la ESPOCH.
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Como se observa en la Tabla 5-3: El toro FCP Samuel 0616 no presentd ninguna variante del gen
miostatina, mientras que FCP Teo 0617 presentd la variante del gen F94L. Al respecto, (Biotecgen,
2021), menciona que Variantes “perjudiciales”: C313Y, nt419, E226X, nt821, E291X, Q204x son
clasificadas como "perjudiciales" porque a pesar de que estan asociadas con un aumento de la
terneza de la carne, causan doble musculatura, altos pesos al nacimiento e incrementos de la
distocia (dificultad en el parto). Variantes "missense": D182N, F94L, S105C estan relacionadas
con el incremento en la musculatura y reduccion en la grasa intra e intermuscular, sin cambiar el

peso al nacimiento.

3.3. Ficha técnica con la de los reproductores bovinos de la Estacion Experimental Pastaza
de la ESPOCH.

A continuacién, en la llustracién 3-3, se puede apreciar caracteristicas del reproductor bovinos de

la estacién experimental Pastaza de ejemplar considerad para el estudio:

Raza: CHAROLAIS
Sexo: MACHO
Propietario: Escuela Superior Politécnica de Chimborazo

llustracion 3-3: Ficha técnica FCP TEO 0617 de la Estacion Experimental Pastaza de la

ESPOCH.
Fuente: (Biotecgen, 2021).
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A continuacion, se dispone de la ficha técnica del segundo ejemplar que ha sido objeto de la

investigacion en el presente estudio.

Raza: CHAROLAIS
Sexo: MACHO
Propietario: Escuela Superior Politécnica de Chimborazo

lustracion 4-3: Ficha técnica FCP SAMUEL 0616 de la Estacion Experimental Pastaza de la

ESPOCH.
Fuente: (Biotecgen, 2021).

3.4. Analisis de costos de las técnicas y tecnologias aplicadas
Para la investigacion se ha considerado los materiales necesarios para el procesamiento y congelacion del

semen bobino de los dos ejemplares de raza Charolais. En la tabla 6-3 se definen los costos de la tecnologia

aplicada en la investigacion.
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Tabla 6-3: Costos de la tecnologia aplicada en la investigacion.

MATERIALES PARA EL PROCESAMIENTO Y CONGELACION DE SEMEN BOVINO

COSTO COSTO

DETALLE CANTIDAD | UNITARIO TOTAL
Tubos falcon de 15 ml 10 0,4 4
Papel aluminio (rollo) 1 2,5 2,5
Guantes de inseminacion 5 0,4 2
Guantes de examinacion 10 0,25 2,5
Toallas de cocina (rollo) 2 4 8
Agua inyectable veterinaria (Frasco 500 ml) 1 3,8 3,8
Jeringas de 10 ml 15 0,3 4,5
Jeringas de 20 ml 15 0,4 6
Agujas descartables 18 x 1 20 0,15 3
Placas porta objetos (caja x 50) 2 4,5 9
Placas cubre objetos (caja X 100) 2 3,5 7
Tiras de papel ph - tornasol (paquete) 1 4,5 45
Diluyente de semen Andromed 1 110 110
Nitrogeno liquido 10 35 35
Pajillas de semen (0,5 ml) 200 0,098 19,6
Alcohol polivinilico 1 3,5 3,5
Goblets 40 1,6 64
Canastillas 20 1 20
Anélisis de ADN, Transporte de las muestras y aretes oficiales
de Agrocalidad 1 1 463,60

Total 772,5

Realizado por: Quilambaqui Prado, Diego, 2023.
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CONCLUSIONES

Al realizar los anélisis de genotipificacion y genes de interés comercial de los reproductores
bovinos de la Estacion Experimental Pastaza de la ESPOCH se determind que la calidad
genética de los reproductores es elevada debido a la variabilidad genética que mostraron en
sus resultados de genotipificacion lo que permite elaborar programas de mejoramiento. El
toro FCP Samuel 0616 mostro caracteristicas de interés comercial mas adecuadas teniendo
superioridad en base al promedio nacional en las caracteristicas de peso al nacimiento,
facilidad de parto directa, docilidad, leche, longevidad, ganancia de peso, peso al destete,

peso canal caliente, area de ojo de lomo y terneza.

Mediante la evaluacion de la fertilidad de los reproductores bovinos se determind que ambos
animales presentan caracteristicas adecuadas para su crioconservacion, notando promedios
elevados en las variables como concentracion espermatica, y volumen y valores adecuados

en variables como motilidad individual y dafio en el ADN.
En base al presente trabajo de investigacion se lograron elaborar fichas técnicas de los

animales en estudio, lo cual permitird que mediante esta informacion sirva de herramienta de

consulta intacta para ganaderos que se encuentren interesados en mejorar sus hatos.
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RECOMENDACIONES

Seleccionar un nuevo grupo de reproductores bovinos de la Estacion Experimental Pastaza
para realizar los mismos analisis y construir una base de datos historica que servird para

futuros estudios.

Incrementar analisis de filiacion bioldgica de los animales que seran objeto de estudio

posteriormente.

Generar programas de vinculacién para promover el mejoramiento genético de la Amazonia

mediante la informacion y material recabado del presente estudio.
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ANEXOS

ANEXO A: RESULTADO DEL ANALISIS DE LABORATORIO DE LOS EJEMPLARES

650

Concentra
. . - . o cion
ID Mues ID Volume Motilidad Motilidad Viabilidad Morfoanomali Dafio en "
Animal | tra Color | Olor NIMAL | n(ml) PH masal (%0) individual (%) espermatica (%) as (%) ADN (%) espe(gnatl
spz/ml
‘ ‘ ‘ 920
FCP ‘ ‘ ‘ 850
SAMU
EL ‘ ‘ ‘ 950
0616 ‘ ‘ ‘ 100
‘ ‘ ‘ 900
‘ ‘ ‘ 750
‘ ‘ ‘ 800
FCP
TEO ‘ ‘ ‘ 850
0617
‘ ‘ ‘ 750




ANEXO B: SELECCION DE LOS EJEMPLARES

. TEMADETRABAIO DE TITULACON
 “GENOTIPIFICACION ¥ ANALISIS DE GENES DF INTERES Conincal
DE REPRODUCTORES BOVINOS DE LA ESTACION EXPERIENTeL
PASTAZA DE LA £SPOCH"

ANEXO C: EXTRACCION DE MUESTRA DE PELO CON RAIZ PARA PRUEBA DE
GENOTIFICACION Y ANALISIS DE GENES




ANEXO D: EVALUACION DE FERTILIDAD DE LOS EJEMPLARES

ANEXO E: COLOCACION DE ARETES CERTIFICADOS Y REGISTRADOS ASO
CHAROLAIS DEL ECUADOR




ANEXO F: FACTURA
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ANEXO G: REPORTE DE LAS PRUEBAS

Cell Count Report

LAB_REP_ANIM_ESPOCH FCP 1 1

Total coll concentrabion: 501 x 107 cellsiml.
»}.inuﬂmm: 509 x 10¢cailsmi
‘Dead cell concentration. 0.00 x 107 cetsiml

Oate
16 Jun,, 2021 1236

Protocol -

Profocel name New Protocol
Dilation factor 2 40

Min. call sze” 3 pm

Max cel size: 80 um

See gating: 3 ~ %0 ym

Green flucrescenca threshokd. 10

- Red fluorescance shreshicld 5

Green exposure 18

Red exposure: 6

Green calibeated vate: (X358D
Red ciibrated value: 0x4000




Cell Count Report
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Cell Count Report

Filo name

LAB_REP_ANIM_ESPOCH FCP 1 2

Cell count results

1/2

...
16 Jun., 2021, 12:43

Protocol

Totad call concentraticn: 107 x 107 celis/mL
- Live cel concentraticn 1,08 x 10" cellsml.
? Dead cell concentration 112 x 10* callsimL

Protocal name: New Pratocol!
Diuson factor, 2 50

M. cell size: 3 pm

Max. cell s2e 50 ym

Size gating: 3~ 80 um

Green Muorescence threshoid 10
Red fuorescence tresnold 5
Green axposure 18

Red exposure 8
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Cell Count Report

| File name
LAB_REP _ANIM_ESPOCH FCP 1 2

Date
10 Jun , 2021, 12 .50

Dead cell concentration 160 x 10 celisim.

Protncor
Total oell concentrabion 889 x 10" cobs/mt Protocol rama New Protocolt
Live ool conventration. § 88 x 10* cebaimi Diuian facar: 2 50

Min, cet size 3 um
Max. cell sze: 90 um
Swe pating: 3 - 0 um
Green fluorescence theeshold. 10
Red fuoressanca thrashold: §
Green exposure: 18

Red exposure: 8

Green calbrated value 0x3SBD
Red calibrated value: 0x4000

1/2




Cell Count Report

Call sze histogram expressed by cell rumbar
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Cell Count Report

LAB_REP_ANIM_ESPOCH_FCP 1 4

1/2

168 Jun,, 2021, 12.01

Protocol

B concentration: 611 x 10* cells/mi
concentraion: 1.82 x 10" cets/mL
969 %

Protacal name’ New Pratocall
Dikation factar: 250

Min. cedl s2e 3 yem

Max ceil see: S0 um

Size gating 3 ~ 90 ym

Grean flucrescenca threshald. 10
Red Nucrescence ihveshoid &
Green exposure. 18

Red expasure. & _

Green calibrated walue 03580
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Cell Count Report

W;REP.ANIM_ESPOCN_FCP_LS 16 Jun., 2021, 1311

1/2

Total cell concentration: 319 x 10 cellsiml.
Live cell concentration: 3.18 x 10 cellsiml.
' v 1.07 x 10“ caliaimiL

Protocol name. New Protocol
Dilution factor: 2.50

Min. cell size: 3 um

Max. el size: 80 pm

Size gatng 3~ 90 um

Groen fusrescance threshald 10
Red Nuorescence threshold. 5
Green expasire 18

‘Red exposure: 8
Green calibeated value: 0x35B0
Red calibrated value: 0x4000
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Cell Count Report 1/2

LAB_REP_ANINM_ESPOCH_FCP_2 1 16 Jun, 2021, 13,57

Total dmﬂm 209 x 107 cells/mL Pratocel name: New Protocol!
Live cell concantration 203 x 107 cells/ml Dilutian factor. 2.50

Min. call size’ 3 ym
Max. cell size: 90 um
Size gating: 3 ~ 90 um
Green fluarescence threshald 10
Red flugrescence threshoid. 5
Green exposure: 16

Red exposure: 8

: Green calbrated value: 0x35BD
. Red calibeated value 0x4000
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Cell Count Report

File name Date
LAB_REP_ANIM_ESPOCH _FCP_2 2 16 Jun., 2021, 13:26

Total cell cencentration 8 28 x 107 cebsimt Protocol name: Mew Srcaocol’
Ive cell concentration: 821 10° cells/mi. Dituticn factor- 2.50
: W7‘°" 10 carsimL Min cell sze 3 ym
% Max. cell size: 90 um
Size gabrg! 3 ~ 80 pm
Grean fuorescence mreshald. 10
Red fluorescance threshold &
Green expasure: 18
Red expesure; 7
Green calibrated value: Ox3580
Red caliprated vane: 0x4000
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Cell Count Report 1/2

LAB_REP_ANIM_ESPOCH FCP 2 3 16 Jun , 2021, 1340

Cell count resuits Protocol

Total cell concentration” 8 58 x 10* cadlsiml. Protocol name: New Protacalt
Live cal concantration: 642 x 10# catsimL Dilubon factor 2 50

Duaqi o8l concentration: 1 66 x 10° calisiml. Min: cell size: 3 pm

Viabillty: 87.5 % Max. cell size' 50 urn
Average call sze. 6.4 ym Size gating: 3 ~ 50 pm

Total call aumber- 1234
Live call number: 1203
Dead esll number; 31

Green Nuorescence threshold: 10
Rad fuorescance thweshold §
Green exposure” 18

Rad exposure §

Green calibrated value: 0x3580
Rec cslibrated vahie: 0x4000

Gell Image Assige ety 105




Cell Count Report 212

Cell size histogram exprassed by cell numbes
Tozal colls Live calls Desd ool —,,
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LAB_REP_ANIM_ESPOCH FCP 2 5 16 Jun 2021, 1357

Cel count results Protocol s
Total cell concentration: 1,55 x 10" cells/ml Pratocol name: New Protoces|
Live cell o 1.35x 10" cataiml. Dilution tactor: 2 50

203 x 10" colsimlL Min cel sze 3 pm

' Max: cel size: S0 um
Size gating: 3 ~ 50 um
Green fluorescance thrashold 10
Red fluorescance thveshold 5

Green exposure 18

Red oxposure: 11

Green calibrated vaie: 03550




Cell Count Report
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