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ABSTRACT

The Senepol cattle has a mutation in the myostatin gen (MSTN) which codifies for
a high degree of skeletal muscle hypertrophy. However, thermoregulation, production,
and reproduction related mechanisms need to be determined for these animals under
heat stress. Thus, the effect of environment temperature (AT) was determined on the
vaginal (VT), rectal (RT) and scrotal (ST) temperatures, and seminal characteristics
of twenty cows (n= 20) and bulls (n=20) phenotypically and molecularly classified with
intermediate muscle hypertrophy (HM) or normally muscled (HN). In the cows, the VT
were collected every 5 minutes for a week, and calving interval (IBC), maternal calving
ease (MCE), pregnancy rate (PR), calving rate (CR), maternal weight at calving (MWC),
maternal weaning weight (MWW), and calf weight at birth (CWB), and at weaning (CWW)
were evaluated. Bulls were collected during the months of August to September (hot
season) and from January to February (cool season), initially to activate the
spermatogenesis process and 60 days later. The air temperature (AT) was collected in
both studies. The VT, RT, ST, productive, reproductive and seminal qualities data were
analyzed in SAS by the GLIMMIX procedure. Also, molecular breeding values (MBV) for
different traits of interest were evaluated in a population of 86 bulls and 53 cows according
to a high (A), low (B), and intermediate (l) scale. Differences in VT between HM and HN
cows were not observed (P>0.05), for hair type (TP; P>0.05). However, during the hot

season, the HM bulls presented RT values 0.15°C higher than the HN ones (P=0.0232).



Also during the hot season, the HM bulls presented higher sperm cells quantities with
proximal cytoplasmic droplet (PCD) (26.62+2.81 vs 13.87+2.65; P= 0.0517) and less
sperm cells number (CE/ml; 460.04x108 vs 887.32x106 sperm cells/mL; P=0.0098) than
the HN group. The HN bulls presented greater scrotal circumference (SC) than the HM
(36.12+0.31 vs 37.72+0.29 cm; P=0.005). In the group of cows productive and
reproductive traits, differences were not observed (P>0.05). However, the MBV for
the traits considered were only influenced by sex (P<0.05). According to the obtained
results, under the thermally stressful environmental conditions of Puerto Rico, the HM
heterozygous Senepol cows performance is not negatively affected. However, the
evaluated bulls with this phenotype showed inferior performance than their normally

muscled counterparts.



RESUMEN

El ganado Senepol posee una mutacion en el gen de miostatina (MSTN) la cual codifica
para un marcado grado de hipertrofia en la musculatura esqueletal. Sin embargo, en la
actualidad se desconocen los mecanismos de termorregulacion, produccion y
reproduccion utilizados por estos animales en presencia de estrés por calor. Por esta
razon se evaluaron estas variables en 20 vacas y 20 toros Senepol clasificados en las
categorias de hipertrofia muscular intermedia (HM) o con musculatura normal (HN), tanto
a nivel fenotipico como molecular. Se evalué el efecto de la temperatura ambiental (TA)
sobre las temperaturas vaginal (TV), rectal (TR), escrotal (TE) y caracteristica seminal
(CS). En las vacas la TV se midié cada 5 minutos durante una semana previo a la época
de apareamiento. Simultaneamente también se evalué el intervalo entre partos (IP),
facilidad al parto (FP), porciento de prefiez (PP), porciento de parto (PPT), peso maternal
al parto (PMP), peso maternal al destete (PMD), peso del becerro al nacimiento (PBN) y
peso del becerro al destete (PBD). Mientras que en los toros se procedié a vaciar el
epididimo durante los meses agosto/septiembre (época caliente) y enero/febrero (época
fresca) para activar el proceso de espermatogénesis y colectarlos 60 dias después. La
temperatura del aire (TA) fue colectada en ambos estudios. Los datos de TV, TR, TE,
productivos, reproductivos y caracteristicas seminales fueron analizados mediante el
procedimiento GLIMMIX de SAS. También, los valores de cria molecular (MBV) fueron
evaluados segun una distribucion de Alta (A), Baja (B) e Intermedia(l) para los distintos

rasgos de interés en una poblaciéon de 86 machos y 53 hembras. No se observaron

iv



diferencias en TV entre vacas HM vs HN (P>0.05), asi como tampoco por tipo de pelo
(P>0.05). Mientras que para TR, toros HM presentaron valores de TR 0.15°C mayores
que sus contemporaneos HN (P=0.0232) durante la EA caliente. Durante la EA caliente,
toros HM presentaron mayor cantidad de espermatozoides con gota citoplasmatica
proximal (GCP) que los del grupo HN (26.62+2.81 vs 13.87+2.65; P= 0.0517) y una
menor cantidad de células espermaticas (CE/ml; 460.04x108 vs 887.32x108
espermatozoides / mL; P=0.0098). Los toretes HN presentaron mayor circunferencia
escrotal (CE) que sus homologos HM (36.12+0.31 vs 37.72+0.29 cm; P=0.005). No se
observaron diferencias (P>0.05) en las distintas variables productivas y reproductivas
evaluadas en las vacas. Sin embargo, en los MBV para las distintas variables estudiadas
solo estuvieron influenciados por el sexo del animal. Por lo tanto, el ganado de la raza
Senepol heterocigoto para HM evaluado en el presente estudio no presenta una

incidencia de desventajas considerablemente mayor al ganado de musculatura normal.
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1. INTRODUCCION

Durante las ultimas décadas, el consumo de proteina de origen animal ha
aumentado considerablemente debido al crecimiento de la poblacién mundial y de su
poder adquisitivo (FAO, 2014). Datos oficiales de la Organizacion de las Naciones Unidas
Para la Alimentacién y la Agricultura (FAO, 2014) describen que el consumo de carnes
per capita a nivel global asciende a 42.9 Kg/afio. Dado a la demanda emergente de carne
vacuna, cientificos y productores alrededor del mundo han venido haciendo seleccion
genética en sus animales. En el ganado de carne dicho proceso esta dirigido
principalmente al aumento de la musculatura animal (Ménissier et al., 1982). Esta presion
en la seleccion ha impulsado el surgimiento de mutaciones genéticas en algunos
animales, como en el caso del gen que codifica para la produccién de miostatina (MSTN).

Los animales que poseen esta mutacion presentan una mayor musculatura esqueletal.

La MSTN es una proteina que esta encargada de regular negativamente la
formacion de musculo esqueletal animal (Kambadur et al., 1997 ; McPherson et al., 1997).
Cuando los animales carecen de la presencia del gen codificante para MSTN, se rompe
el patron biolégico de la sintesis muscular desde la etapa fetal, dando como resultados
animales con hipertrofia muscular (HM). Dicho rasgo se ha identificado en distintas razas
de carne, como es el caso del ganado Belgian Blue, Charolais, Piedmontes, Senepol y
otras lineas genéticas, observandose polimorfismos de insercidon, sustitucion y

eliminacién de varias pares de bases nitrogenadas en el gen de MSTN (Grobet et



al.,1997). En el ganado Senepol de Puerto Rico se ha identificado una eliminacién de
once pares de bases nitrogenadas, permitiendo la formacién de un codén de terminacion
prematura y una traduccion de 287/375 aminoacidos para la proteina MSTN (Datos no
publicados). Se ha observado que animales que poseen la mutacion presentan mejor
conversion alimenticia, menor tamafo visceral, mejor relacion musculo/hueso y mayor
produccién de carne magra de hasta un 20%(Arthur, P.F. 1995 y Grobet et al.,1997).
Cabe destacar que este fendmeno se encuentra asociado a varios eventos patolégicos
que pueden comprometer de manera directa el buen desempefio productivo y
reproductivo del animal. Dentro de estas patologias podemos mencionar: aumento en la
incidencia de partos distécicos, hipoplasia testicular, dificultad respiratoria, locomocién y
estrés por calor, entre otras patologias de gran importancia econémica (Phocas, 2009 y
Fiems, 2012). Estudios preliminares realizados por investigadores de la Universidad de
Puerto Rico plantean que vacas de la raza Senepol no arrojaron diferencias significativas
en cuanto a variables productivas cuando poseen la versién heterocigota para MSTN en
comparacién con los de musculatura normal. Estos hallazgos coinciden con estudios

previos realizados en otras razas bovinas que poseen el gen asociado con la HM.



2. JUSTIFICACION

En la década de 1950 la produccion de carne bovina en nuestra isla ascendia a la
suma de 23.2 millones de libras, representando mas del 74% del consumo general
(Casas et al., 2011); Figura1. Sin embargo, diez afios mas tarde nuestra produccién
comenzo a disminuir, producto de las importaciones masivas proveniente de diferentes
paises. Estas importaciones colocaron la produccion nacional en una linea de
decadencia constante, pues ya para el afio 1987 solo produciamos el 36% de la carne
de res localmente. Este comportamiento negativo se redujo en el afio 2000 gracias a una
serie de medidas tomadas por el Departamento de Agricultura junto al gobierno central
puertorriqueio, las cuales consistian en el abastecimiento de productos locales
incluyendo la carne de res en los comedores escolares distribuidos por toda la isla. Sin
embargo, dicha medida fue poco efectiva debido a que solo mantuvo la produccién
constante, sin reflejar ningun crecimiento significativo en los ultimos diez afios (Casas et

al., 2011).

Segun datos de la oficina estatal de estadistica, el consumo per capita de carne
bovina alcanzo las 45.4 libras para el afo 2011, con un consumo global de 156.8 millones
de libras anuales donde la produccion nacional solo aporté un 10.9 %. Estos datos dejan
al descubierto gran necesidad de desarrollar politicas eficientes de comercializaciéon y
produccioén, que vayan en beneficio de la produccién de carne bovina local (Casas et al.,

2011; Cianzio et al.,2011; Figura 2). Una de las estrategias planteadas por investigadores



de la industria lo es la utilizacion del ganado Senepol, ya que es un animal carnico y

adaptado a las condiciones ambientales existentes en nuestra Isla.

El ganado Senepol se origino en la Isla de Santa Cruz durante la década del 1950
a partir del cruzamiento del ganado Red Poll (europeo/maternal) y N'Dama oriundo del
continente africano. Esta mezcla de razas dio origen a un animal mas carnico, el cual ha
sido catalogado en muchas ocasiones como el “Bos taurus tropical” dado a que

pertenece a esta especie, pero esta altamente adaptado al trépico.

La raza Senepol fue introducida a Puerto Rico en el afio 1983 por el Dr. Danilo
Cianzio, junto al Departamento de Ciencia Animal del Recinto Universitario Mayagluez de
la Universidad de Puerto Rico, con el objetivo de mejorar la ganaderia de carne existente
en la isla. En esta primera importacion se introdujeron seis animales, que estaban
constituidos por cuatro novillas, tres de ellas prefadas, y dos toros. Es desde ese
entonces que empieza la introduccion del ganado Senepol en Puerto Rico, realizando
cruces con las distintas razas existentes. Pero la vision del Dr. Cianzio no solo se limitd
simplemente a realizar cruces entre razas, ya que también fij6 una serie de
caracteristicas en el ganado Senepol que lo colocan como una de las mejores razas de
carne en la region tropical. Estas caracteristicas carnicas conllevaron a la expresién de

la mutacién resultante en la hipertrofia muscular o doble musculatura.
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3. REVISION DE LITERATURA

La MSTN es una molécula especializada que se encarga de regular de manera
negativa la produccion y el crecimiento de las fibras musculares (Kambadur et al.,1997).
Esta proteina se conoce como el factor de crecimiento - TGF B (Tranforming growth
factor beta) debido a que estd envuelta en el proceso de diferenciacion del tejido
musculo-esqueletal, desde los esbozos embrionarios hasta la adultez del animal (Gerrard
et al.,1995 y Kambadur et al.,1997). Dicha proteina y el gen asociado a la misma fueron
identificados por primera vez en el ganado Azul Belga y Piemontés, donde se comprobd
que animales con ausencia del TGF-B presentaban mayor musculatura que los animales
normales o con presencia del gen productor de la MSTN (McPherron et al., 1997). Este
aumento en la masa corporal resulta de una combinacién de hipertrofia e hiperplasia

muscular (McPherron et al., 1997).

El gen codificante para la MSTN se localiza en la region central del cromosoma 2
bovino y esta dividido en tres exones y dos intrones, donde los tres primeros son los
encargados de codificar para MSTN (Grobet et al., 1997 y McPherron et al., 1997). La
MSTN se sintetiza principalmente en el tejido musculo- esquelético y las células adiposas
de los animales, asi como en tejido cardiaco adulto (Sharma et al.,1999). Esta se libera
en dos formas diferentes luego de un proceso de protedlisis, dando lugar a un propéptido
terminal con peso molecular de 26 KD y un segundo péptido maduro de 12.5 KD

(Zimmers et al., 2002). En la mayoria de los casos la MSTN puede liberarse directamente
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al torrente sanguineo, unida a su propéptido formando lo que cientificamente se le llama
(“LAP” péptido latente asociado) (Zamora et al., 2008). Dicha forma representa el 70%
de la MSTN sanguinea (Hill et al.,2002). Otra via de liberacién y metabolizacién de esta
proteina es por la unién del péptido maduro con una molécula llamada Folistatina (Fst),
permitiendo simultdneamente la formacién del polipéptido latente asociado (LAP)
(Willoughby et al.,2006; Hill et al., 2002). Dicha glucoproteina es rica en cisteina, la cual
se encuentra descrita como elemento inhibitorio de la MSTN y otros miembros de la
familia TGF-B, por lo que se necesita la accion de serinoproteasas y otras
metaloproteasas que permitan la ruptura del LAP, para poder dar lugar a un propéptido

N terminal Fst y MSTN activa (Wolfman et al., 2006).

La MSTN en su forma activa se encuentra en forma de homodimeros unidos a
puentes de disulfuro intercatenario, actuando de manera directa con el receptor de
membrana Activina 1IB (Lee y McPherron, 2001). Estos receptores actuan con genes
especificos desencadenando una serie de reacciones intracelulares, dirigidas a inhibir el
crecimiento descontrolado de las células del musculo estriado (Szabo et al., 1998).
Diversos autores han demostrado que la cantidad de ARNm y MSTN sérica aumenta en
personas diagnosticadas con sida (HIV) y con otras enfermedades degenerativas del
sistema muscular, asi como en la produccion de corticoides enddégenos luego de un
estrés prolongado (Wehling et al.,, 2000; Lang et al., 2001; Marcell et al., 2001 y
Yarasheski et al., 2002). Por dicha razén, varios estudios plantean el uso de

bloqueadores de MSTN para tratar enfermedades como la distrofia muscular y otras



enfermedades que comprometen el buen desarrollo del tejido muscular estriado
(Schuelke et al., 2004). Aunque otras investigaciones recomiendan que debido a la
complejidad de estas enfermedades el uso de inhibidores de la MSTN empeoraria la
recuperacion de pacientes en algunos casos clinicos de distrofia muscular y otras
enfermedades a fines (Lee et al., 2015). Por esto se necesitan nuevas investigaciones
para determinar de una manera clara las diferentes rutas de accién de la MSTN, ya que
varios estudios plantean que dicha proteina actua de manera autocrina, mientras que
otros sugieren que utiliza una via endocrina para regular la hipertrofia muscular o doble

musculatura (Rios et al., 2004).

La doble musculatura es un evento biolégico atipico, donde animales presentan
un crecimiento musculo-esqueletal descontrolado. Dicho fendmeno fue reportado por
primera vez a finales del 1888 a partir de estudios realizados en ganado vacuno de carne,
segun lo citado por (Ménissier et al.,1982). Sin embargo, no fue hasta cien afios mas
tarde cuando McPherson y sus colaboradores identificaron por primera vez la proteina
encargada de regular el crecimiento muscular, donde ratones nulos para el gen de MSTN
presentaron mayor contenido de masa muscular que los grupos control (McPherson et
al., 1997). Cuando los animales presentan esta condicién hay un aumento en el numero
y tamafo de las fibras musculares estriadas, mientras que una disminucion en las fibras

musculares lisas o viscerales (McPherson et al., 1997 y Chelh et al., 2010).



Animales que poseen la mutacion para la HM son mas compactos que los de
musculatura normal (HN), producen mayor cantidad de carne magra y poseen una mejor
relacion musculo/hueso (Fiems et al.,1995), aunque muchos investigadores han
determinado que la hipertrofia muscular puede variar segun el tipo de musculo y su
ubicacion anatémica (Uytterhaegen et al., 1994). Esta variacion ronda entre 8 a 51% para
los cuartos delanteros y de 9 a 34% en los cuartos traseros, arrojando una disminucion
en tejido 6seo de 2.9 a 9.2 % (Ansay et al., 1979). También se ha determinado que hay
una reduccion en cuanto al contenido de colageno en las fibras musculares, por lo que
se obtiene una carne mas tierna para el consumidor (Uytterhaegen et al., 1994 y Fiems

et al., 1995).

El ganado vacuno con doble musculatura presenta una disminucion significativa
en el diametro de algunos érganos internos, lo cual puede afectar de manera directa el
desempefio del animal a nivel de finca. Estudios realizados en toros Charolais con HM
presentaron una disminucion en el tamafio de los siguientes 6rganos internos: bazo
(30%), corazén (20%), volumen sanguineo (20%) y entre un 10 a 24 % para pulmén y
glandulas suprarrenales, respectivamente (Vissac, et al., 1968 y Hanset et al.,1979). Sin
embargo, ademas de la reduccion en el diametro de los 6rganos internos, también existe
una disminucion en el peso y grosor de la piel el cual ronda entre un 20 a 29% y con una
marcada reduccién en el tamafio de los 6rganos reproductivos (Vermorel et al., 1994).
Esta disminucion en érganos tan importantes puede comprometer la reproduccion y la

supervivencia de los animales homocigotos HM en las explotaciones ganaderas, por lo
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que se recomienda mantener los hatos dedicados a reemplazo solo con la version
heterocigota del gen de HM (Vissac et al.,1968 y Short et al.,2002). Esto solo se puede
lograr identificando todos los animales que poseen la mutacion heterocigota del gen
productor de MSTN, para luego cruzarlos con animales negativos (de musculatura

normal) y asi obtener crias que no sean homocigota para la HM.

Los bovinos HM pueden presentar dificultad para desplazarse, lo que puede
deberse al tamafo de la musculatura del animal con respecto a su tejido 6seo y de
sostén. Estudios realizados en toretes Charolais HM presentaron una reduccion de 4 y
5% en la longitud del humero y fémur, mientras que una disminucién en la circunferencia
femoral de un 7 a 10% (Vissac et al., 1968). También, un estudio realizado en toretes
Angus reportd una disminucion en la elasticidad de las extremidades entre 10 a 18%
(Hendricks et al., 1973). Aunque los autores no encontraron diferencias significativas, si
podemos decir que animales con hipertrofia muscular presentan una ligera desventaja

en el desplazamiento, cuando los comparamos con otros de HM.

La hipertrofia muscular altera de manera negativa el consumo de materia seca en
animales homocigotos HM doble musculo dado a la reduccion de los o6rganos
encargados de la digestidn y el metabolismo de los alimentos. Un estudio realizado para
medir el consumo y la conversidn alimenticia, determiné que novillos con HM eran menos
eficientes que los de musculatura normal, dando como resultados que animales

portadores del gen HM demanden dietas mas concentradas (Bjercke et al., 1984). Dicha
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investigacion arrojo que estos animales requieren de una alimentacion con altos niveles
de fosforo principalmente en la etapa de crecimiento y finalizacién. Otras investigaciones
sugieren la inclusion de 0.1 a 0.5 ppm de selenio en la dieta para reducir los riesgos de
enfermedades carenciales como la del musculo blanco, la cual se encuentra asociada

con distrofia muscular (Guyot et al., 2007).

El fenotipo HM puede ejercer un efecto deletéreo sobre la reproduccion de los
bovinos debido a la reduccidn excesiva en el tamafio de los 6rganos encargados de la
actividad reproductiva. Estudios describen que vacas Piedemontes homocigotas
portadoras del gen HM presentan una reduccion en el tamarfo de los huesos del cinturon
pélvico entre un 6 y 10%, aumentando simultdneamente la muerte neonatal en el canal
del parto (Arthur et al., 1988 y Short et al., 2002). Becerros homocigotos HM nacen con
pesos superiores que los de HN, incrementando la incidencia de partos distocicos vy,
simultaneamente, extendiendo los intervalos entre partos (Mao et al., 2008 y Vermunt et
al., 2008). Este incremento en dias abiertos se encuentra asociado con la formacién de
adherencias uterinas, luego de la manipulacion de los partos y practicas de cesareas. No
obstante, otros estudios revelan que el incremento en el numero de dias entre el parto y
la concepcidn puede estar correlacionado con la pobre calidad y cantidad de las células

espermaticas producidas por toros HM (Kolkman et al., 2007).

Ademas, las vacas homocigota HM son mas susceptibles a presentar muerte

embrionaria, debido a su pobre capacidad de disipacion de calor hacia el ambiente
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cuando estan expuestas a altas temperaturas ambientales (Wolfenson et al., 2000). Cabe
destacar que toros con hipertrofia muscular presentan un reducido desarrollo testicular,

disminuyendo considerablemente el proceso de espermatogénesis (Hoflack et al., 2006).

3.1. GANADO PELO CORTO

El ganado de climas tropicales y subtropicales se caracteriza por su gran
capacidad para resistir condiciones extremas de calor, asi como su resistencia a
enfermedades y su produccion de carne y leche en pasturas deficientes en nutrientes
(Olson et al., 2003). Dicho desempefio en estos animales se concentra, en unas series
de caracteristicas fijadas a través de los tiempos de manera natural en su genoma
(Huson et al, 2014). Una de estas caracteristicas es el caso del fenotipo peldn,
identificado en algunas razas caribefias, donde se ha observado que animales de pelo
corto posen mayor eficiencia de producciéon que los de pelaje normal (Mariasegaram et
al., 2007). En este selecto grupo tenemos en primer lugar al ganado Senepol originado
en la isla de Santa Cruz, al Carora de procedencia venezolana, asi como también al
ganado Criollo Limonero de Venezuela y Romosinuoano oriundo de las costas
colombianas (Bracho et al.,2002). Estudios demuestran que estas razas, pueden
producir con mejor eficiencia que las razas europeas, cuando estan en climas

subtropicales y tropicales (Olson et al., 2003).
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El gen del pelaje corto fue descrito por primera vez en el aio 2006 a partir de
estudios realizados por la Dra. Mariasegaram y sus colaboradores, donde bajo la
utilizacién de microsatélite pudieron ubicar el segmento asociado a la caracteristica de
pelo corto del ganado Senepol. Dicho locus fue ampliamente identificado y confirmado
en el cromosoma 20 bovino gracias al uso de intervalos de cartografia. Otros estudios
plantean que existen varios genes interactuando en los animales con el fenotipo pelo
corto, uno de estos genes es el de receptor de prolactina, el cual se encuentra ubicado
anatomicamente debajo de la piel animal (Littlejohn et al., 2014). La prolactina es una
hormona que esta asociada con el balance hidrico corporal, asi como con la disipacion
de calor hacia el ambiente durante las épocas de verano (Littlejohn et al., 2014 y Dikman
et al., 2014). Dicha proteina posee una estrecha relaciéon con el desarrollo de los foliculos
pilosos, especificamente para los cambios de pelajes en las distintas estaciones del afio

(Freeman et al., 2000 y Alamer et al., 2011).

Vacas Holstein de pelaje corto poseen menor temperatura vaginal que vacas de
pelaje normal, gracias a su gran eficiencia en la produccion de sudor corporal, lo cual
beneficia el intercambio de calor eficiente hacia el ambiente (Olson et al., 2003). Otras
ventajas observadas en vacas pelonas de primer parto es una menor temperatura rectal
y frecuencia respiratoria menos acelerada que vacas de pelaje normal, lo que se traduce
en un menor gasto de energia metabdlica y un aumento en la produccién de leche

principalmente en las épocas de verano (Dikmen et al., 2008 y Dikmen et al., 2014).
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Por todo esto la presente investigacion fue dirigida a comparar diferentes
caracteristicas productivas y reproductivas en animales portadores de los genes de HM
y de pelo corto, con el fin de caracterizar el ganado Senepol HM puertorriquefio. Dentro
de las caracteristicas evaluadas se encuentran: temperaturas vaginal y rectal y la

caracteristica seminal.
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1.

4. OBJETIVOS

Determinar las diferencias existentes en rasgos productivos, reproductivos y
temperatura vaginal (TV) en vacas Senepol con hipertrofia muscular (HM)

versus musculatura normal (HN).

Identificar las diferencias entre animales HM versus HN en cuanto a los valores

de cria moleculares (MBV) de ganancia diaria de peso, porciento de prefiez,

facilidad al parto y longevidad.

Evaluar las diferencias en temperatura rectal (RT) escrotal (TE) y calidad

seminal entre toros HM vs HN en dos épocas distintas de coleccion de datos.
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5. METODOLOGIA

La presente investigacion se llevo a cabo en el hato vacuno de carne de la Estacién
Experimental Finca Montafa del municipio de Aguadilla, dependencia de la Universidad
de Puerto Rico. En dicho estudio se utilizaron dos grupos homogéneos de vacas (n=53)
y dos de toros (n=86) de la raza Senepol en donde se compararon animales con
hipertrofia (HM) versus sus contemporaneos sin hipertrofia (HN). Estos animales también
fueron evaluados segun tipo de pelo en las caracteristicas homocigoto pelo corto (BB)

versus heterocigoto pelo corto (AB).

Las variables de respuestas evaluadas en las hembras abarcaron: temperatura
vaginal (TV), intervalo entre partos (IP), facilidad al parto (FP), tipo de parto (TP)
porciento de prefiez (PP), porciento de parto (PDP), peso materno al parto (PMP), peso
materno al destete (PMD), peso del becerro al nacimiento (PBN), peso del becerro al
destete (PBD) y cantidad de becerros producidos (CBP). A su vez, se colectaron 20 m/
de sangre de cada animal mediante venopuncion coccigea de los cuales 500l fueron
utilizados para llenar una micro tarjeta FTA (Fast Technology for Analysis) la cual se
envio a la compafiia Igenity (Corporacién Neogen) para realizar un analisis genémico
estimativo [valores de cria molecular (MBV)] para los rasgos de: porciento de prefiez
(PPM), facilidad al parto (FPM), ganancia diaria en peso (GDM) y longevidad (LM). Los
MBYV fueron distribuidos dentro de tres categorias utilizando el MBV promedio basado en
una poblacién de 375 animales y las desviaciones estandar (DS) [Alto (+1 DS), Bajo (-1

DS), Intermedio (0 DS)). En los grupos de machos se midieron TR (temperatura rectal),
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TEDMX (temperatura escrotal distal maxima), TEDMI (temperatura escrotal distal
minima), TEDP (temperatura escrotal distal promedio), TEMMX (temperatura escrotal
medial maxima), TEMMI (temperatura escrotal medial minima), TEMP (temperatura
escrotal medial promedio), TEPMX (temperatura escrotal proximal maxima), TEPMI
(temperatura escrotal proximal promedio), TEPP (temperatura escrotal proximal
promedio), asi como las caracteristicas seminales (CS), incluyendo: volumen (VS),
concentracion (CE/ml), motilidad espermatica (ME), motilidad progresiva (MP) vy

normalidad espermatica (NE).

5.1. COLECCION DE TEMPERATURA VAGINAL

La TV se midié mediante un termdmetro a prueba de agua insertando en la vagina
(TidbiT v2 Data logger de temperatura; Onset Computer Corporation, Bourne,
MA) mediante un CIDR (dispositivo de liberacion de farmaco interno controlado; sin
progesterona, Eazi-Breed CIDR Cattle Insert, Pfizer Ireland, Dublin, Ireland como se
muestra en la figura 3 y 4). Previo a la insercién intravaginal todos los termdémetros fueron
programados para tomar y almacenar datos de temperatura cada 5 minutos durante 1
semana. Mientras que las medidas reproductivas se evaluaron segun la edad y cantidad

de partos registrados en cada vaca.
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Figura 3. Registrador de temperatura vaginal (TidbiT v2 Temperatura Data oger;
Onset Computer Corporation, Bourne, MA) unido a un dispositivo interno de
liberacion controlada de progesterona (CIDR). Tomado de Garcia et al., 2016.

Figura 4. Aplicador de CIDR (Eazi-Breed CIDR Cattle Insert, Pfizer Ireland, Dublin,
Ireland) utilizado para insertar los termémetros vaginales. Tomado de Garcia et al.,
2016.
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5.2. PROTOCOLO PARA LA INSERCION DE LOS TERMOMETROS
INTRAVAGINALES Y LA TOMA DE LA TEMPERATURA RECTAL

La implantacién consistié en la introduccién intravaginal de un termémetro unido
a un CIDR. Dichos CIDRs fueron autoclaveados y unidos al termdémetro mediante un
amarre plastico comercial. Una vez unidos, todos los dispositivos (CIDR + termdmetro
vaginal) se lavaron con agua y jabén quirurgico (Stone, Stone Mfg & Supply, KC, MO) y
se enjuagaron con una solucién de clorhexidina (Nolvasan, Fort Dodge Animal Meath,
Fort Dodge, IA) y luego ligeramente cubiertos con un lubricante obstétrico estéril (KY
Jelly, Reckitt Benkshire Grupo, Slough, Berkshire, Reino Unido, como se muestra en la
figura 5). Los dispositivos se insertaron por la via intra-vaginal por medio de un aplicador
de CIDR. Previo a la insercion, el exterior de la vulva se lavé con jabon comercial sin
olor, se desinfectd con una solucién de chlorhexidina y se secé con toallas desechables

individuales limpias.

La TR se colect6 utilizando un termémetro digital resistente a humedad y material
fecal marca (GLA M700 Digital Livestock Thermometer) con una sonda en angulo de
10.16 cm de largo. Dicho instrumento se desinfectd con una solucion clorhexidina
(Nolvasan, Fort Dodge Animal Health, Fort Dodge, IA) y se secd con papel higiénico
comercial, para ser introducido via rectal tres veces al dia (manana, medio dia y tarde),
permaneciendo dos minutos dentro del recto de cada animal hasta obtener un valor
estable. Mientras que la TE se evalu6 mediante el uso de una camara de termografia

infrarroja marca (FLIR E40 con MSX 160 x 120 RESOLUTION /60Hz con FLIR Tools



como se muestra en la figura 6)., donde se tomaran dos fotos en cada testiculo, tres

veces al dia durante una semana en dos épocas diferentes.

Figura 5. Implantacion del registrador de temperatura vaginal (TidbiT v2
Temperature Data Logger; Onset Computer Corporation, Bourne, MA) unido a un
dispositivo interno de liberacion controlada de progesterona (CIDR).
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Figura 6. Fotografia del escroto en un toro Senepol tomada con una camara de
radiacion infrarroja (FLIR E40 con MSX 160 x 120 RESOLUTION /60Hz con FLIR
Tools).

5.3. RECOLECION DE LOS DATOS AMBIENTALES

La temperatura del aire (HOBO Pro v2 temp/RH Data Logger, Onset Computer
Corporation, Pocasset, MA) fue medida y almacenada cada 5 minutos, en sincronia con
los termometros vaginales. Dichos dispositivos fueron colocados en lugares
representativos de las diferentes areas (descanso y manga de trabajo) utilizados por los

animales.
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5.4. VARIABLES FISIOLOGICAS Y COLECCION DE SEMEN

Los toros se colectaron en dos estaciones del afio diferentes, tomando como
época caliente los meses de julio y agosto, mientras que para la temporada fresca se
tomaron los meses de diciembre y enero. A estos animales HN y HM se les tomd la TR
y la TE tres veces al dia (AM, MD, PM) durante una semana. Luego de transcurridos 60
dias, periodo que toma el proceso formacién y maduracion de espermatozoides
(Chenoweth et al.,1997), los dos genotipos fueron colectados utilizando un electro-
eyaculador marca Pulsator IV (Figura.7), para evaluar posibles anormalidades en el
contenido seminal y su relacidén con la temperatura ambiental. Previo a la coleccion, cada
toro fue restringido en un brete tipo americano para higienizar toda el area prepucial,
evitando asi la posible contaminacion de las muestras. También se les midié la
circunferencia escrotal para establecer diferencias entre ambos grupos HN versus HM.
El semen colectado fue diluido en un medio de transporte (OPTIXcell comercial, IMV
Technologies,95% Made in France,) en una proporcion de 1:1 para ayudar a preservar
las caracteristicas del mismo hasta llegar a ser analizado en el laboratorio, el cual esta
localizado a una distancia de 29 KM de la finca. Todas las muestras fueron nuevamente
diluidas en un segundo medio de preservacion (Easy buffer B, IMV Technologies,
France) a una proporcion 1:10, 1:20 y 1:30 segun la concentracion del eyaculado y luego

analizadas en un sistema Computer-assisted sperm analysis (CASA).
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Cada muestra fue analizada en duplicado, para asi conseguir un promedio general
por eyaculado de cada toro. Esto se realizO dos veces por semana, después de

transcurridos 60 dias post toma de temperatura corporal en ambas épocas.

& Eger

»

Figura 7. Proceso de coleccion de semen en finca Montaia utilizando un electro
eyaculador Pulsator IV.
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5.5. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron organizados en el programa Excel 2016 y analizados por el
programa estadistico SAS. Este ultimo bajo el procedimiento GLIMMIX para evaluar las
posibles diferencias entre los grupos HM vs HN y la combinacion con BB vs AB. La TV,
facilidad al parto, tipo de nacimiento, porciento de prefez, porciento de parto, cantidad
de partos, peso de la vaca al parto, peso de la vaca al destete, peso de becerro al
nacimiento y peso del becerro al destete, fueron incluidos como variables dependientes.
Mientras que las diferencias en cuanto a MBV fueron analizadas bajo dos
procedimientos, ANOVA y FREQ (chi?) en SAS. MSTN, TP y HD fueron incluidos como
efectos fijos del modelo. El numero o identificacion del animal fue incluido como efecto
aleatorio. Un modelo similar fue utilizado para evaluar los dos grupos de machos, en
donde la TR, TEDMX, TEDMI, TEDP TEMMX, TEMMI, TEMP, TEPMX, TEPMI, TEPP,
CS y CE estuvieron incluidas con variables de respuesta. Como variables independientes

se introdujeron la EA, MSTN, HD y como un efecto aleatorio, la identificacion del animal.

25



6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. TEMPERATURA VAGINAL

Debido a que GA y TP no interactuaron (P=0.9559) para afectar la TV de las
vacas, ambas variables se analizaron por separado. No se encontraron diferencias
significativas en TV entre animales HM y HN (P=0.8115; Figura 8). Contrario a nuestros
resultados, Howard y sus colaboradores (2013) reportaron que, bajo condiciones de
estrés por calor, bovinos con influencia Angus, Simmental y Piedmontese con cero
copias del alelo mutado para MSTN presentan mayor temperatura corporal que animales
con una o dos copias mutadas. Es importante notar que el Senepol es una raza altamente
adaptada a las condiciones ambientales en el tropico (Cianzio et al.,2002), por lo que
ambos genotipos deben ser capaces de lidiar eficientemente con las condiciones
ambientales existentes en Puerto Rico. Para la variable TP tampoco se observaron
diferencias significativas en TV entre AB y BB (P= 0.5777). Esto influenciado a que todos
los animales, por lo menos, poseian un alelo mutado para el gen de pelo corto y, por
ende, presentaban el fenotipo correspondiente (Figura 9). Esto corrobora lo reportado
por Dikmen y sus colegas (2008), donde se demostrd que, bajo condiciones de estrés
por calor, novillas con influencia Senepol de pelo corto poseen menor TV que sus
contemporaneas de pelaje normal. Por otra parte, se observaron diferencias en
temperatura ambiental (TA) entre las diferentes horas del dia (P<0.0001), registrandose
los picos mas altos en las primeras horas de la tarde y los valores mas bajos en las

primeras horas de la madrugada.
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6.2. TEMPERATURA RECTAL

La tabla 1 muestra los valores para las diferentes temperaturas corporales
medidas en la presente investigacion para cada GA, época (EA) y hora (HD). En el
presente estudio GA, EA y HD no interactuaron para afectar la TR (P=0.9003). Tampoco
se observaron interacciones entre GA y HD (P=0.3792), entre HD y EA (P=0.3692) o
entre GA'y EA (P=0.0885). Sin embargo, se observé un efecto simple del GA (P=0.0233),
con los toros HM presentando valores de TR 0.15°C mayores que los HN. La TR fue
también afectada por la EA (P<0.0001), donde durante la EA fresca se observaron
valores de TR 0.20°C menores que durante la caliente. Estos resultados concuerdan con
los obtenidos por Howard et al. (2013), quienes reportaron en vacas de carne valores de
TR 0.28°C mayores durante la época caliente que en la fresca. Dichos autores también
encontraron que animales de musculatura normal presentaban TR superiores que

aquellos con una y dos copias del alelo mutado.

Para las diferentes temperaturas escrotales medidas en la presente investigacion,
no se observo interaccion GA x EA x HD (P>0.05), GA x HD (P>0.05) o efecto simple de
GA (P>0.05; Tabla 1). Sin embargo, si se encontré interaccion entre HD x EA para
afectar la TDEMX (P<0.0001), TEDMI (P<0.0001), TEDP (P<0.0001), TEMMX
(P<0.0001), TEMMI (P<0.0001), TEMP (P<0.0001), TEMPX (P<0.0001), TEPMI
(P<0.0001) y TEPP (P<0.0001). Estas interacciones son el resultado de menores
temperaturas escrotales durante la época caliente que durante la fria, las cuales

aumentaron a medida que avanzaba el dia. Estos resultados parecen ser
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contradictorios, pero es importante mencionar que durante la época caliente hubo alta
incidencia de lluvia, mientras que durante la época fresca nunca llovié durante la
investigacion. Otros autores han reportado un efecto refrescante en la temperatura
escrotal asociado con la lluvia (Kastelic et al.,1996; Menegassi et al.,2015). Conveccion
es el término que hace referencia a la disipacidn de calor a favor de un gradiente que
ocurre de un cuerpo a un fluido en movimiento que corre sobre el primero (Kadzere et
al., 2002). Por lo tanto, el agua proveniente de la lluvia, con una temperatura menor a la
corporal, corre sobre la piel de los toros, llevandose calor corporal. Adicionalmente, una
vez finaliza la lluvia, el calor corporal de cada animal hace que el agua sobre su piel pase
al estado gaseoso, lo que implica disipacion de calor adicional mediante el mecanismo
de evaporacion (Allen et al., 1998; Van Cleve et al., 2011). Como se reflejo en la biologia
del animal, el efecto de menor temperatura escrotal no se tradujo a una menor
temperatura rectal en la presente investigacién. La temperatura superficial, como la
infrarroja, tiene la principal desventaja de que al estar directamente expuesta al
medioambiente todo lo que ocurre alrededor del animal tiene un impacto directo e
inmediato sobre la misma (Kastelic et al., 1996; Van Cleve et al., 2011). Por ende, dado
la frecuencia con la que se colectaron las medidas en la presente investigacion, no fuimos
capaces de medir el posible efecto retrasado que esta disipacion de calor superficial

puede haber tenido sobre la TR.
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Tabla 1. Temperatura rectal y escrotal segun el genotipo, la época y la hora del dia.

CALIENTE FRESCA CALIENTE FRESCA
HM HM HN HN Valor-P
AM MD PM AM MD PM AM MD PM AM MD PM G EA HD G'E G*H E*H G*E*H
TR 38.49+0.07 39.17x0.06 39.01x0.05 38.06+0.07 38.67+0.07 38.44x0.05 38.35x0.06 38.88x0.04 38.83x0.04 37.99x0.05 38.53x0.06 38.38x0.05 0.02 <.0001 <.0001 0.08 0.38 0.37 0.89
TEDMX 32.8320.13 33.3320.12 32x0.24 33.4420.19 34.6520.13 34.1520.12 32.1520.11 33.3320.11 32.15x0.18 33.29:0.14 34.20+0.11 33.720.10 0.44 <.0001 <.0001 0.09 0.83 <.0001 0.40
TEDMI 32.01x0.14 32.35x0.12 30.9420.24 31.5720.17 32.86x0.14 32.50£0.13 31.95:0.10 32.49x0.10 31.1920.18 31.50+0.14 32.76x0.12 32.24x0.11 0.91 <.0001 <.0001 0.27 0.92 <.0001 0.42
TEDP 32.4420.13 32.93x0.12 31.50£0.25 32.64x0.18 33.9420.13 33.3620.13 32.39x0.12 32.95x0.11 31.71x0.18 32.42x0.14 33.55x0.11 33.02:0.10 0.57 <.0001 <.0001 0.07 0.81 <.0001 0.63
TEMMX 34.67x0.12 34.89x0.08 33.5920.24 34.4420.18 35.25x0.11 34.7320.12 34.55x0.09 34.70x0.10 33.64x0.14 34.58x0.14 34.93x0.11 34.60+0.10 0.60 <.0001 <.0001 0.90 0.31 <.0001 0.46
TEMMI 33.2210.13 33.75x0.12 31.920.20 33.2+0.26 34.0520.11 33.51x0.17 33.16x0.10 33.57x0.10 32.17x0.16 33.11x0.15 33.76x0.11 33.48x0.10 0.8297 <.0001 <.0001 0.8096 0.3113 <.0001 0.2682
TEMP 33.9420.12 34.30+0.08 32.7520.21 33.6320.19 34.6320.11 34.1420.12 33.85x0.09 34.20+0.09 32.86x0.15 33.86x0.14 34.3320.11 34.00+0.09 0.83 <.0001 <.0001 0.81 0.31 <.0001 0.27
TEPMX 36.1320.13 36.22x0.11 35.1520.18 35.67x0.13 36.36x0.10 36.00+0.09 36.01x0.13 36.00+0.10 35.02x0.14 35.60+0.11 36.27x0.12 35.93x0.10 0.59 0.0002 <.0001 0.90 0.88 <.0001 0.80
TEPMI 34.5210.12 34.43x0.14 33.21x0.21 34.1020.15 34.81x0.11 34.4020.15 34.36x0.13 34.40x0.11 33.23x0.16 34.04x0.14 34.78x0.13 34.51x0.10 0.85 <.0001 <.0001 0.97 0.60 <.0001 0.99
TEPP 35.47x0.18 35.41x0.10 34.2210.18 34.8820.14 35.57x0.10 35.26x0.10 35.21x0.11 35.37x0.12 34.1920.15 34.81x0.12 35.56x0.11 35.26x0.10 0.69 0.0002 <.0001 0.97 0.59 <.0001 0.90

Nota. TR (Temperatura rectal); TEDMX (Temperatura escrotal medial maxima); TEDMI (Temperatura escrotal distal minima); TEDP (Temperatura escrotal distal promedio); TEMMNX (Temperatura escrotal medial maxima); TEMMI
(Temperatura escrotal medial minima); TEMP (Temperatura escrotal medial promedio); TEPMX (Temperatura escrotal proximal maxima); TEPMI (Temperatura escrotal proximal promedio) y TEPP (Temperatura escrotal proximal promedio).
La época caliente fue llevada a cabo durante los meses de Agosto y Septiembre; mientras que la fresca ocurrié durante Diciembre y Enero.

AM (horas aproximadas), MD (horas aproximadas) y PM (horas aproximadas).
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6.3. CALIDAD SEMINAL ENTRE TOROS HM VS HN

La tabla 2 muestra los valores para las diferentes variables seminales
medidas en la presente investigacion para GA y época. Por lo que, GA no
interactué con EA para afectar VS (P=0.1577). Resultados similares fueron
observados cuando el GA fue evaluado por separado (P=0.0762). Esto
contradice lo observado por Hoflack y sus colegas (2006), donde toros azul belga
produjeron menor VS que toros Holstein. Cole y Cupps (1984) determinaron que
toros de razas carnicas producian menor volumen seminal que las razas
lecheras. Por lo tanto, la falta de diferencia encontrada en cuanto VS pudo estar
asociada al tipo animal. Debido a que todos los toros evaluados eran todos de
una misma raza, en este caso Senepol. En cuanto a época, esta tuvo un efecto
sobre el VS (P=0.0002), presentandose mayor VS durante la temporada fresca.
Meyerhoeffer et al. (1985) reportaron que toros sometidos a estrés caloricos
durante 6 semanas previo a una coleccion disminuyen significativamente el VS.
Mientras que resultados similares fueron reportados Carmona et al. (2013),
donde toros evaluados en la selva tropical de Colombia producian mayor

cantidad de VS en los meses con menor ITH.

Toros HN presentaron mayores circunferencias escrotal (CE) que sus
semejantes HM (37.72+0.29 vs. 36.12+0.31 cm; P=0.0005). Estos resultados
corroboran lo encontrado por (Hoflack et al., 2006) donde toros azul belga

presentaron menor CE que sus contemporaneos Holstein Friesian. Mientras que
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para concentracion espermatica el GA interactué con EA para aumentar la
CE/ml, observandose mayores valores de células espermaticas en los toros HN,
especificamente durante la temporada caliente del estudio (P=0.0039). Segun
Meyerhoeffer et al.,, 1985 la CE/ml la cantidad de disminuyen cuando toros
Angus, son sometidos a estrés por calor semanas previas a la colecciéon. Por lo
que, dicho resultados contradicen lo encontrado en nuestro experimento. Por lo
tanto, podemos inferir que, dado que el ganado Senepol tiene su origen en clima
tropical, posee caracteristicas adaptativas para estimular la CE/ml en

condiciones adversas de calor.

Para motilidad espermatica (ME) GA interactué con EA para afectar el
porciento de espermatozoides en movimiento (P= 0.0428). Por lo que, durante
la temporada fresca se observo un 11% de ME superior a la época caliente.
Mientras que para motilidad progresiva (MP) el GA no interactué con EA.
Observandose porcentaje MP superiores, durante la temporada fresca
(P<0.0001). Sin embargo, Hotfack et al., (2007) determiné que toros HM azul
belga presentan patrones de ME y MP inferiores, cuando son comparados con
toros de la raza Holstein. Meyerhoeffer y sus compareros (1985), encontraron
que la ME disminuye hasta alcanzar valores minimos a las dos semanas, para
recuperar sus valores normales aproximadamente ocho semanas después de un

episodio agudo de estrés por calor.
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Por lo que se refiere a normalidad espermatica (NE), MSTN interactud con
EA para afectar a la misma (P=0.0195). Presentandose valores de NE de hasta
19.12% superiores durante la época fresca. Hoflack (2006) y sus colaboradores,
reportaron que toretes azul belga presentaban mayor porcentaje de células
espermaticas anormales que toretes Holstein. Nich et al. (2006) encontraron que
toros de la raza Nelore y Simental, presentaban mayor numero de células
anormales durante la época caliente. Para el caso de las anormalidades
especificas, GA no interactué con EA para aumentar la aparicion de células
espermaticas con cola doblada (CD) (P=0.8190). Resultados similares fueron
encontrados cuando las variables fueron estudiadas de forma separada. Entre
tanto, GA 'y EA no interactuaron para aumentar el porcentaje de espermatozoides
con cola en espiral (CE) (P=0.7868). Pero se identifico un efecto EA sobre el
numero espermatozoides con CE especificamente durante la temporada caliente

(P=0.0003), respaldando lo reportado por Koivisto et al. (2009).

Para espermatozoides con anomalia en la pieza media (DMR) no
interactué con EA para afectar a la misma (P= 0.1007). Resultados similares
fueron encontrados cuando la EA y GA fueron evaluadas de manera individual.
Contradiciendo lo encontrado por Hoflack et al. (2006), donde se identificé que
toros HM poseen mas anormalidades de pieza media y cola que toros lecheros

Holstein.
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Tabla 2. Calidad seminal segun genotipo y época.

GENOTIPOS
HM HM HN HN Valor-P
VARIABLES Caliente Fresca Caliente Fresca MSTN EA MSTN*EA
Vol. Semen, mL 7.4+0.82a 10.7+0.82b 6.5+0.78b 8.05+0.82b 0.0762 0.0002 0.1577
Circunferencia escrotal, cm 36.12+0.31b 36.12+0.31b 37.72+0.29a 37.72+0.29a 0.0005 1.000 1.000
Concentracién espermatica, espermatozoides / mL (x10°) 460.04x75.7b 321.20+75.7b 887.32+71.3a 295.92+75.7b 0.0098 <.0001 <.0001
Motilidad, % 49.16+6.22b 70.21+6.22a 65.36+5.86ab 63.8+6.20ab 0.4723 0.0791 0.0428
Progresivos, % 21.27+4.38b 49.26+4.38a 21.47x4.13b 45.6x4.37a 0.7159 <.0001 0.6134
Normalidad, % 59.61+3.95b 84.3+93.95a 70.50+3.72b 84.06+3.85a 0.2919 <.0001 0.0195
Cola doblada, % 10.52+1.39a 8.44+1.39a 10.84+1.31a 9.3+1.38a 0.7024 0.1266 0.819
Cola en espiral, % 5.02+0.84a 1.76+0.84b 5.44+0.80a 2.6+ 0.84b 0.4788 0.0003 0.7868
DMR % 0.39+0.17a 0.36+0.17a 0.41+0.17a 0.84+0.18a 0.2304 0.1624 0.1007
Gota citoplasmatica distal, % 3.811+0.93a 5.90+0.93a 3.97+0.88a 5.56+0.93a 0.9334 0.0199 0.7472
Gota citoplasmatica proximal, % 26.62+2.81a 2.51+2.81c 13.87+2.65b 1.39+2.77¢c 0.0517 <.0001 0.0021

Nota. Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas.
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6.4. CORRELACION ENTRE LAS DISTINTAS VARIABLES
SEMINALES EVALUADAS

Las tablas 3, 4, 5 y 6 muestran los coeficientes de correlacion observados
entre las diferentes variables seminales evaluadas en el estudio para cada EA'y
GA. La CE resultdé estar positivamente correlacionada (P=0.0403) con la
concentracion solamente en el grupo HN durante la EA caliente. También, para
HM durante la EA caliente se observd una asociaciéon negativa entre la CE y la
GCP (P=0.0333). De forma similar, para el grupo HN durante la EA caliente se
observaron correlaciones negativas de la CE con la DMR (P=0.0386) y con la
GCD (P=0.0002). Ademas, para el grupo HN durante la EA fria, la CE estuvo
negativamente asociada con la GCP (P<0.0001). Fields et al. (1979)
demostraron que la calidad espermatica puede ser afectada por la EA de manera
directa en algunas razas vacunas. De hecho, Nichi et al. (2006) reportaron que
la EA caliente aumenta la cantidad de metabolitos seminales y los defectos
espermaticos, esto tanto en las razas taurinas como en las cebuinas. Estudios
realizados en el afo 2006 por Hoflak y sus colaboradores plantean que la
anormalidad espermatica estuvo negativamente correlacionada con la CE en
toros HM, esto debido a que dichos animales presentaron un pobre desarrollo
testicular y un alto grado de defectos espermaticos en comparacién con animales
similares HN. Mientras que Palasz et al. (1994) demostraron que la CE posee
una relacién positiva con las caracteristicas morfolégicas del espermatozoide

que contribuyen a aumentar la calidad del semen.
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Con respecto al VS, dicha variable estuvo positivamente correlacionada
con concentracion espermatica (P=0.0399), asi como también, con un mayor
numero de espermatozoides con CD (P=0.0005), especificamente en el grupo
HN durante la EA caliente. Por otra parte, para el grupo HN en la EA fresca, el
VS estuvo estrechamente correlacionado de manera positiva con la ME
(P=0.0448), la MP (=0.0454) y la NE (P=0.0094). Sin embargo, se observaron
coeficientes de correlacion negativos cuando el VS fue asociado con CD
(P=0.0129), CEE (0.0149) y DMR (P=0.0139). En el caso de CE, toros HN
arrojaron valores de correlacién positiva con la ME (P=0.0043), MP (P=0.002) y
NE (P=0.0541) durante la EA fresca del estudio. Sin embargo, resultados
negativos fueron observados cuando se busco la relacion de la CE con CD
(P=0.0397) y CEE (P=0.0554). Mathevon et al. (1998) determinaron que la CS
en toros Holstein puede estar influenciada por factores genéticos, ambientales y

de manejo.

También se observé una correlacién positiva de la ME con la MP
(P=0.0002) y con la NE (P=0.0002) durante la EA caliente en el grupo HM.
Resultados similares fueron observados, pero de forma negativa, cuando ME fue
relacionada con las variables DMR (P=0.013), GCD (P=0.0006) y GCP
(P=0.0009). Mientras que los toros HN presentaron un patron de correlacion
similar cuando se evalud la relacion de la ME con la MP (P=0.0056), la NE
(P=0.0017), la CD (P= 0.0042), la DMR (P=0.0155), la GCD (P=0.059) y la GCP
(P=0.0075). Por esto se realizdé una Transformacion z de Fisher para determinar

si estos coeficientes de correlacion eran diferentes entre genotipos. De esta se

36



desprende que las correlaciones obtenidas entre la ME y la GCP fueron
diferentes entre genotipos, con los toros HM mostrando mayores valores que los
toros HN (P=0.0166). Sin embargo, para las correlaciones entre ME y MP
(P=0.0642) y entre ME y NE (P=0.0996) no se observaron diferencias entre
genotipos. Estudios realizados por Kealey y sus colegas (2006) demostraron que
la genética animal puede tener un impacto sobre las CS. También, dicho estudio
plantea que la vitalidad y la ME, pueden ser afectadas negativamente por los
fluidos producidos durante el proceso del eyaculado. Por esto, dado a que en
nuestra investigacion se utilizdé el método del electroeyaculado, existe la

posibilidad de tener algun efecto sobre la calidad seminal.

Con respecto a la MP durante la EA caliente, los toros HM presentaron
valores de correlacion con la NE (P=0.0038), con el DMR (P=0.0339), con la
GCD (P=0.0055) y con la GCP (P=0.0347). Sin embargo, en los toros HN no se
identifico relacidn entre MP y las variables anteriormente mencionadas (P>0.05).
Para la EA fresca se observd que la MP presentaba correlaciones con las
variables NE (P=0.0026), CD (P=0.0002), CEE (P<0.0001) y con el DMR
(P=0.0104). Mientras que resultados similares fueron observados en el grupo
HN, cuando se investigd la relacion de la MP con NE (P<0.0001), CD (P=0.0004),
CEE (P<0.0001) y con el DMR (P<0.0001).

En el caso de la NE, los toros HM presentaron correlacion con DMR
(P<0.0001), GCD (P=0.0287) y GCP (P<0.0001) durante la EA caliente.
Resultados similares fueron encontrados en toros HN cuando se evaluo la

relacion de la NE con las variables anteriormente descritas (P<0.05), con la
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excepcion de las variables CD y CEE, las cuales si presentaron coeficientes
significativos de correlacion. Estos mismos patrones de correlacion fueron
observados durante la EA fresca para ambos grupos de toros. Dado que estos
patrones de correlacion fueron similares, se procedi6 a realizar una
Transformacion z de Fisher para comparar los mismos, encontrando que los
toros HM presentaron mayores coeficientes de correlacion entre la NE y la GCP
(P=0.0096) que sus homodlogos HN. Hoflack et al. (2007) reportaron que existe
una correlacion negativa entre la cantidad de tejido conectivo presente en
testiculos de toros HM Azul Belga y la presencia de anormalidades primarias del
contenido seminal. Esto es sumamente importante ya que los animales HM
presentan menor contenido de colageno (Fierms et al., 2012), lo cual podria

traducirse a mayor cantidad de anormalidades seminales.

Los animales HM durante la EA caliente presentaron una relacion positiva
entre CD y CEE (P= 0.0009). En los toros HN se encontré una estrecha relacién
entre la CD y la CEE (P=0.0053), el DMR (P=0.0027) y la GCD (P=0.0207).
También, durante la EA fresca los toretes HM mostraron coeficientes de
correlacion similares entre CD y las distintas variables estudiadas. Para la
variable CEE se observd una correlacion positiva con el DMR dentro de las
distintas épocas estudiadas y en ambos grupos de toros (P<0.05). En el caso de
la variable DMR, se observd una relacion con GCP (P=0.0005), esto para el
grupo HM en la EA caliente. En el grupo HN el DMR presenté una relacién con
la GCD (P<0.0001) y la GCP (P=0.0041). Sin embargo, durante la EA fresca el

DMR correlacioné con GCP (P=0.0495), solamente en los toretes HN. Para los
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toros HN durante la EA caliente se presentaron valores de correlacion positivos
entre la GCD y la GCP (P=0.0015). No obstante, toros HM no presentaron una
relacion entre la GCD y la GCP (P=0.0968). Bif et al. (1996) y Kealey et al. (2006)
reportaron que la cantidad de GCP y otras anormalidades del espermatozoide
estan relacionadas a factores genéticos que comprometen el desarrollo de la CE.
Mientras que Lunstra y sus colegas (1982) registraron que la cantidad de GCP
estd positivamente asociada con la edad del animal. Koivisto et al. (2009)
identificaron que tanto la raza animal como la EA del afio pueden influenciar de
manera directa diversas caracteristicas morfolégicas de los espermatozoides

bovinos.
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Tabla 3.Correlacion entre las variables seminales para los toros HM durante
la época caliente.

HM- EPOCA CALIENTE

VS CE/ml ME MP NE CD CEE DMR GCD GCP

CE 0.43 0.33 0.42 0.33 0.36 0.28 0.15 -0.32 -0.25 -0.53

0.09 0.21 0.10 0.20 0.17 0.29 0.57 0.23 0.34 0.033

VS 0.52 -0.07 -0.20 -0.29 0.77  0.39 0.26 0.15 0.092
0.04 0.77 0.45 0.28 0.05 0.13 0.32 0.57 0.73

CE/ml 0.43 0.02 0.31 0.41 0.25 -0.29 -0.10 -0.44
0.09 0.92 0.25 0.11 0.33 0.27 0.71 0.08

ME 0.79 0.80 0.29 -0.22 -0.60 -0.76 -0.75
0.02 0.02 0.28 0.41 0.013 0.006 0.009

MP 0.68 0.48 -0.47 -0.53 -0.66 -0.53

0.038 0.06 0.06 0.033 0.005 0.034

NE 0.48 -0.42 -0.85 -0.55 -0.93
0.06 0.10 <.0001 0.02 <.0001
CD 0.74 0.37 0.41 0.16
0.09 0.15 0.11 0.55
CEE 0.50 0.17 0.11
0.04 0.52 0.68
DMR 0.34 0.77
0.19 0.005
GCD 0.43
0.09

Nota. Los valores presentados son los coeficientes de correlacion de Pearson sobre sus respectivos niveles
de significancia para cada par de variables seminales evaluadas.

CE = Circunferencia Escrotal, VS= Volumen Seminal, CE/mI= Cantidad de Espermatozoides por Mililitro,
ME=Motilidad Espermatica, MP= Motilidad Progresiva, NE=Normalidad Espermatica, CD=Cola Doblada,
CEE=Cola en Espiral, DMR=Reflejo Distal de la Pieza Media, CD=Gota Citoplasmatica Distal, GCP=Gota
Citoplasmatica Proximal.
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Tabla 4. Correlacion entre las variables seminales para los toros HM
durante la época fresca.

HM EPOCA FRESCA

VS CE/ml ME MP NE cD CEE DMR  GCD GCP
CE 042 020 019 0.16 0.21 021 -022 009 -0.25 -0.12
0.11 046 047 054 0.43 0.44 0.40 0.73 0.36 0.66

Vs 028 034 026 0.03 002 -037  0.12 0.16 -0.11
030 020 0.34 0.91 0.93 0.16 0.65 0.56 0.68

CE/ml 026  0.13 013 024 -023  -0.11 0.46 -0.18
034  0.64 0.62 0.37 0.38 0.70 0.07 0.50

ME 0.94 070 -0.65 -0.88 -0.69  -0.42 -0.33

<.0001 0.002 0.006 <.0001 0.01 0.055 0.21

MP 0.70 -0.80 -0.83 -0.62 -0.49 -0.16
0.002 0.002 <.0001 0.01 0.055 0.54
NE -0.76 -0.65 -0.47 -0.87 -0.67

0.006 0.006 0.06 <.0001 0.004

CcD 0.60 0.59 0.75 0.06

0.013 0.017 0.008 0.83

CEE 0.66 0.38 0.35
0.005 0.15 0.19

DMR 0.33 0.08
0.21 0.77

GCD 0.42
0.11

Nota. Los valores presentados son los coeficientes de correlacion de Pearson sobre sus respectivos niveles
de significancia para cada par de variables seminales evaluadas.

CE = Circunferencia Escrotal, VS= Volumen Seminal, CE/mI= Cantidad de Espermatozoides por Mililitro,
ME=Motilidad Espermatica, MP= Motilidad Progresiva, NE=Normalidad Espermatica, CD=Cola Doblada,
CEE=Cola en Espiral, DMR= Reflejo Distal de la Pieza Media, CD=Gota Citoplasmatica Distal, GCP=Gota
Citoplasmatica Proximal.
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Tabla 5. Correlacion entre las variables seminales para los toros HN
durante la época caliente.

HN EPOCA CALIENTE
VS CE/ml ME MP NE cD CEE DMR GCD GCP

CE 0.37 0.49 035 -0.09 -0.03 -0.49 -0.76 -0.30

0.08 0.21

0.13 0.04 076 039 0.16 0.73 0.91 0.04 0.02 0.23
Vs 0.27 0_25 0.02 021 0.08 -035 -0.26 -0.25 -0.10

0.28 032 092 04 075 0.15 0.3 0.32 0.69

CE/ml 0.05 0.13 0.14 0.09 -0.19 -0.37 -0.19

0.31
085 0.21 062 0.59 0.72 0.45 0.13 0.45

ME 062 069 -064 -0.34 -0.56 -0.45 -0.61

0.01 0.01 0.04 0.17 0.02 0.06 0.01

MpP 0.34 -0.36 -0.33 -0.44 -0.13 -0.16

0.17 0.14 0.18 0.07 0.62 0.54

NE -0.78 -0.72 -0.85 -0.80 -0.82

0.01 0.08 <.0001 <.0001 <.0001

cD 0.63 0.66 0.54 0.39

0.01 0.005 0.002 0.11

CEE 0.55 0.32 0.37

0.01 0.20 0.13

DMR 0.88 0.64
<.0001  0.004

GCD 0.69
0.001

Nota. Los valores presentados son los coeficientes de correlacion de Pearson sobre sus respectivos niveles
de significancia para cada par de variables seminales evaluadas.

CE = Circunferencia Escrotal, VS= Volumen Seminal, CE/ml= Cantidad de Espermatozoides por Mililitro,
ME=Motilidad Espermatica, MP= Motilidad Progresiva, NE=Normalidad Espermatica, CD=Cola Doblada,
CEE=Cola en Espiral, DMR= Reflejo Distal de la Pieza Media, CD=Gota Citoplasmatica Distal, GCP=Gota
Citoplasmatica Proximal.
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Tabla 6. Correlacion entre las variables seminales para los toros HN
durante la época fresca

HN EPOCA FRESCA

Vs CE/ml ME MP NE cD CEE DMR GCD GCP
CE 0.32 0.25 0.24 0.30 0.37 -0.18 -0.22 -0.35 -024 -0.85

0.22 0.35 0.38 0.26 0.15 0.51 0.41 0.18 0.37  <.0001

' 0.34 0.50  0.51 0.63 -0.61 -0.60 -0.60  -0.11 -0.28
0.20 0.056 0.05 0.01 0.01 0.01 0.01 0.68 0.30

CE/ml 0.67 0.71 0.49 -0.52 -0.49 -037 -013  -0.21

0.04 0.02 0.05 0.04 0.06 0.16 0.63 0.44

ME 0.98 0.78 -0.73 -0.83 -0.86 -0.15 -0.36

<.0001 0.04 0.01 <.0001 <.0001 0.59 0.17

MP 0.83 -0.78 -0.84 -0.85  -0.21 -0.40

<.0001 0.04 <.0001 <.0001 0.42 0.12

NE -0.95 -0.84 -0.81 -0.563  -0.41

<.0001 <.0001  0.001 0.03 0.12

cD 0.81 0.71 0.48 0.16

0.02 0.002  0.06 0.57

CEE 0.80 0.10 0.21

0.002  0.71 0.43

DMR 0.11 0.50
0.69 0.04

GCD 0.32
0.23

Nota. Los valores presentados son los coeficientes de correlacion de Pearson sobre sus respectivos niveles
de significancia para cada par de variables seminales evaluadas.

CE = Circunferencia Escrotal, VS= Volumen Seminal, CE/mI= Cantidad de Espermatozoides por Mililitro,
ME=Motilidad Espermatica, MP= Motilidad Progresiva, NE=Normalidad Espermatica, CD=Cola Doblada,
CEE=Cola en Espiral, DMR= Reflejo Distal de la Pieza Media, CD=Gota Citoplasmatica Distal, GCP=Gota
Citoplasmatica Proximal.
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6.5. DIFERENCIAS PRODUCTIVAS Y REPRODUCTIVAS ENTRE
ANIMALES HM Y HN

La tabla 7 y 8 muestran los valores para las diferentes variables
productivas, reproductivas y MBV que fueron medidos en la presente
investigacion para cada genotipo. Para la CP, GA x TP no interactuaron para
afectar dicha variable (P=0.2559). Tampoco se observaron efectos simples de
GA (0.2550) o TP (P=0.9139). Resultados similares fueron observados en las
variables IP, TDP, PBN, PBD y CBP (P>0.05). Similarmente, para los MBV no
se observaron diferencias en GDM, LM, PPMy FPM (P>0.05) entre los diferentes
genotipos analizados. Sin embargo, se identificaron diferencias estadisticas
segun el sexo del animal para las distintas variables moleculares anteriormente
descritas (P<0.05). En donde el grupo de hembras presentaron valores de MBV
superiores para GDM, PPM y FPM (P<0.05), mientras los machos tuvieron LM
mas altos (P<0.05). Crossa et al., 2010 y Goddard, y Hayes (2009) describieron
que los valores moleculares pueden ser una herramienta de seleccion muy
importante, ya que nos permiten fijar caracteristicas de gran valor econémico en
nuestras explotaciones ganaderas. Sin embargo, dichos autores plantean que el
exito de esta tecnologia depende de las condiciones ambientales y buen manejo
zootécnico, debido a que existe una interaccidn entre estos. Boerner et al. (2015)
determinaron que para rasgos reproductivos la precision de los MBV andaba
entre 0.11 a 0.53 y para los rasgos de crecimiento eran de 0.29 a 0.45.
concluyendo que los MBV de la compaiia Igenity se podian utilizar como unica
herramienta de seleccion genética de no haber informacion adicional. Fiems et

al. (2001) y Mao et al. (2008) identificaron que las crias nacidas de vacas HM,
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posen mayor peso corporal que las de HN. También, estos animales HM poseen
un canal de parto de un tamafio de un 6 a 10% menor que sus contemporaneos
HN (Visac et al., 1971), aumentando considerablemente la aparicion de partos

distdcicos y las practicas de cesareas (Arthur et al., 1988; Kolkman et al., 2007).

En el caso de PP GA x TP interactuaron para aumentar dicha variable
(P=0.0345), presentandose valores mayores en las vacas HN con genotipo BB
que en los demas grupos. Para % de vacas paridas no se observo efecto de GA
(P=0.6820), TP (P=0.2764) o interaccion GA x TP (P=0.0562). De hecho,
multiples autores han reportado que animales HM poseen menor PP, PPT, asi
como un mayor numero de dias abiertos, IP mas prolongados y mayor incidencia
de abortos embrionarios (Patterson et al., 1981; Hanzen et al., 1994; McCartney

et al., 2004; Fiems et al., 2015).

Con respecto al PBN no se observaron diferencias por GA (P=0.1123) y
TP (P=0.2499), asi como tampoco una interaccion entre GA x TP (P=0.9703).
Resultados similares fueron observados cuando se evalu6é el PBD (P>0.05),
PMP (P>0.05) y PMD (P>0.05). Sin embargo, varias investigaciones realizadas
en otras razas HM plantean que becerros HM posen un mayor PBN que los HN

(Ashmore et al. 1974; Mao et al., 2008).
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Tabla 7. Variables reproductivas analizadas en los diferentes genotipos de

musculatura y de pelo.
GENOTIPOS Valor-P
VARIABLES HM AB HM BB HN AB HN BB MSTN TP MSTN*TP
% Prenez 96+0.05a 92+0.03ab 84+0.04b 96+0.03a 0.2058 0.2686 0.0345
% Partos 100+0.04 90+0.02 95+0.03 97+0.02 0.682 0.2764 0.0562
Cant. Partos 2.44+0.48 2.91+0.33 3.30+0.40 2.91+0.26 0.255 0.9139 0.2559
Int. Partos, d 365+13.12 371+£19.86 392+15.50 366+10.60 0.4815 0.2976 0.4938
Tipo Parto 1.354£0.13 1.1940.09 1.16£0.11 1.06+0.07 0.1421  0.224 0.7496
Peso VP, Lb 1190440 1260+29 1183434 1237122 0.6501 0.0556 0.8167
Peso VD, Lb 1419+85.63 1536+60.36 1541+69.63 1627+47.88  0.1136 0.1338 0.8213
Peso BN, Lb 91.36+2.51 89+1.72 88.14+2.07 85.94+1.38 0.1123  0.2499 0.9703
Peso BD, Lb 558.66+20.15 5562.76+13.53 559.68+15.60 557.37+10.46 0.8562 0.7882 0.9086

Tabla 8. Valores de cria moleculares (MBV) segun musculatura (HM versus
HN) y sexo del animal.

HM HN Valor-P
MBV Hembra Macho Hembra Macho MSTN Sexo MSTN*Sexo
Ganancia Diaria, Lb 0.44+0.1 0.40+0.1 0.43+0.1 0.40+0.1 0.7218 0.003 0.7752
% Prenez 9.98+0.39 7.52+0.38 9.63+0.34 7.46x0.25 0.5637 <0.0001 0.677
% Longevidad 8.07+0.47 9.83+x0.45 7.42+0.4  10.07+0.3 0.6093 <0.0001 0.2748
% Facilidad Parto 7.18+0.31 6.07+0.3 8.04+0.27 6.05+0.2 0.1273  <0.0001 0.114
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7. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados de la presente investigacion, las vacas
heterocigotas HM muestran una fisiologia, asi como un desempeno productivo y
reproductivo similar al del ganado de musculatura normal. Esto sugiere que, al
menos para las variables evaluadas en la presente investigacion, es posible
sacar ventaja de un posiblemente mayor rendimiento carnico en hembras
heterocigotas HM sin comprometer el desempefio de estos animales. Sin
embargo, los toros heterocigotos HM presentaron mayor TR y menor CE que sus
contemporaneos HN. Dichos cambios fisioldgicos y morfolégicos pueden afectar
de manera directa algunas de las CS de importancia, impactando negativamente
el desempefio reproductivo de estos animales y limitando su potencial en
escenarios productivos. Futuras investigaciones deben ir dirigidas a profundizar

en el desempefio de estos animales.
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Apéndice 1. Distribuciéon de animales segun categoria de valor de cria
molecular (MBV; Alto, Intermedio, Bajo) para ganancia en peso diaria
segun sexo.
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Apéndice 2. Distribuciéon de animales segun categoria de valor de cria
molecular (MBV; Alto, Intermedio, Bajo) para ganancia en peso diaria en
hembras con hipertrofia muscular (HM) y de musculatura normal (HN).
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Apéndice 3. Distribucion de animales segun categoria de valor de cria
molecular (MBV; Alto, Intermedio, Bajo) para ganancia en peso diaria en
machos con hipertrofia muscular (HM) y de musculatura normal (HN).
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Apéndice 4. Distribucion de animales segun categoria de valor de cria
molecular (MBV; Alto, Intermedio, Bajo) para porciento de prefez segun
sexo.
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Apéndice 5. Distribucion de animales segun categoria de valor de cria
molecular (MBV; Alto, Intermedio, Bajo) para porciento de prehez en
hembras con hipertrofia muscular (HM) y de musculatura normal (HN).
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Apéndice 6. Distribucion de animales segun categoria de valor de cria
molecular (MBV; Alto, Intermedio, Bajo) para porciento de prefez en
machos con hipertrofia muscular (HM) y musculatura normal (HN).
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Apéndice 7. Distribucion de animales segun categoria de valor de cria
molecular (MBV; Alto, Intermedio, Bajo) para longevidad segun sexo.
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Apéndice 8. Distribucion de animales segun categoria de valor de cria
molecular (MBV; Alto, Intermedio, Bajo) para longevidad en hembras con
hipertrofia muscular (HM) y de musculatura normal (HN).
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Apéndice 9. Distribucion de animales segun categoria de valor de cria
molecular (MBV; Alto, Intermedio, Bajo) para longevidad en machos con
hipertrofia muscular (HM) y de musculatura normal (HN).
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Apéndice 10. Distribucion de animales segun categoria de valor de cria
molecular (MBV; Alto, Intermedio, Bajo) para facilidad al parto segun sexo.
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Apéndice 11. Distribucion de animales segun categoria de valor de cria
molecular (MBV; Alto, Intermedio, Bajo) para facilidad al parto en hembras

Alta

con hipertrofia muscular (HM) y de musculatura normal (HN).
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Apéndice 12. Distribucion de animales segun categoria de valor de cria
molecular (MBV; Alto, Intermedio, Bajo) para facilidad al parto en machos
con hipertrofia muscular (HM) y de musculatura normal (HN).
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