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Resumen

Se estudi6 la fragmentaciéon del ADN espermatico en dos
colecciones consecutivas de semen de 7 toros. El objetivo
del trabajo fue estudiar el estado fragmentacion de la
cromatina espermatica inmediatamente a la colecta. Las
muestras fueron procesadas utilizando el Kit Sperm
Halomax (Bos taurus) y luego fueron observadas en
microscopio de fluorescencia, contabilizando un minimo
de 200 espermatozoides por preparado. Se observaron
diferencias significativas (P=0.016) en la fragmentacion del
ADN espermatico entre primer y segundo eyaculado
presentando el segundo menor fragmentacion del ADN
espermatico.

Summary

The fragmentation of the spermatic DNA was study in two
consecutive collections of semen from 7 bulls. The aim
was to study the state of spermatic chromatin immediately
after collection. The samples were processed using Sperm
Halomax (Bos taurus) Kit and were observed with
fluorescence microscopy, counting a minimum of 200
spermatozoa per slide. Significant differences (P=0.016)
in was observed between the first and second ejaculation,
with the second ejaculate showing less fragmentation.

Introduccion

El estudio de la fragmentaciéon de ADN espermatico en
muestras de semen que seran utilizadas para reproduccion
artificial es un tema de interés. Los trabajos realizados en
este tema en especies animales como el toro no son
muchos. Mas aun, si tomamos en cuenta que los estudios
que evaltan la fragmentacién de ADN espermatico no se
realizan en el momento inmediato a la colecta de semen,
y tampoco utilizan dobles eyaculados consecutivos. Khalifa
et al., (2008), encontraron diferencias entre primer y
segundo eyaculado en la estabilidad de la cromatina
espermatica en muestras de semen de toros, colectadas
por dos métodos distintos, y sometidas a un periodo de
incubacién y distintos manejos en laboratorio. En cerdos,
Fraser et al. (2007) observaron niveles altos de
fragmentacion de ADN espermatico en eyaculados unicos
para distintos métodos de colecta y congelacion. En
carneros se han observado diferencias en la calidad de
dos eyaculados consecutivos, reflejando efectos negativos
en la fertilidad de los machos, sin embargo no evaluaron
fragmentacion del ADN espermatico (Nel-Themaat et al.,
2006). Hasta el momento no se han realizado estudios de
la fragmentacion del ADN espermatico utilizando semen
recién eyaculado, sin que haya sufrido algun proceso.
Nuestra hipotesis plantea que existen diferencias en la

fragmentacion de la cromatina espermatica entre primery
segundo eyaculado en muestras observadas
inmediatamente de colectado el semen. El objetivo del
trabajo fue estudiar la fragmentacion del ADN espermatico
inmediatamente a la colecta en dos muestras consecutiva
de semen de toros.

Materiales y Métodos

El experimento fue realizado en un establecimiento
dedicado a la extraccion y comercializacion de semen
congelado de toros de distintas razas, GENSUR Ltda.,
ubicado en el departamento de San José. Se utilizd un
total de 7 toros (2 Aberdeen Angus Negro, 2 Aberdeen Angus
Colorado y 3 Polled Hereford) todos en actividad reproductiva
con edades de 2 a 4 afos, mantenidos a campo. Las
colectas de semen se realizaron con vagina artificial en
dos momentos del dia a igual hora y con una diferencia de
30 minutos entre colectas. Fue evaluado un total de 24
eyaculados (2 en 4 machos, 4 en 1 macho y 6 en los 2
restantes) entre el 30 de octubre y 4 de diciembre de 2009.
Inmediatamente a la extraccion del semen, se utilizaron
10 ?L que fueron diluidos en 20 ?L de diluyente (TRIS). De
esta dilucién se tomd una alicuota de 16 ?L la cual fue
procesada segun el protocolo del kit utilizado (Sperm-
Halomax (Bos taurus), Chromacel SL, Espana). Luego de
tefiidas las muestras se visualizaron con microscopio de
fluorescencia (400X) utilizando cubo de excitacion verde.
Se evaluo el porcentaje de espermatozoides fragmentados
sobre el total de contados. Se contdé un minimo de 200
espermatozoides por preparado (Figura 1). Para el analisis
estadistico se implemento un modelo lineal (GLM) con
paquete estadistico (SAS Institute, Cary, NC, 2006).

Figura 1. Espermatozoides con la cromatina normal y
fragmentada (flecha). Microscopia de fluorescencia 400X
campo oscuro, cubo excitaciéon verde.

Resultados y Discusion

Se observé diferencia significativa (P=0.016) en la
fragmentacion del ADN entre primer y segundo eyaculado
del mismo dia para los toros evaluados. El segundo
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eyaculado presentd una menor fragmentacién del ADN
espermatico para todos los toros exceptuando uno, del
cual solamente se evaluaron 2 eyaculados y donde el
comportamiento de la fragmentacion del ADN fue inverso.
El valor promedio general (+ EEM) de la fragmentacion de
ADN espermatico fue de 6.1% (x 1%) y para el primer y
segundo salto de 8.9% (+ 1.3 %) y 4.2%(+ 1.2%)
respectivamente (Figura 2). No fueron observadas
diferencias significativas entre toros ni entre razas.
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Figura 2. Porcentaje de Fragmentacion del ADN
espermatico para primer y egundo eyaculado con promedio
individual. Barras degradadas negras= Primer Salto. Barras
blancas = Segundo Salto. Linea con marcadores
=Promedio

El resultado de este trabajo demuestra que existen
diferencias en la fragmentacion de ADN espermatico entre
primer y segundo eyaculado. Estos resultados coinciden
parcialmente con los de Khalifa et al. (2008) que evaluaron

la estabilidad del ADN espermatico y obtuvieron diferencias
entre primer y segundo eyaculado para la fragmentacién
del ADN espermatico en eyaculados congelados.

Si bien las diferencias encontradas en la fragmentacion de
uno y otro eyaculado fueron significativas, por el hecho de
utilizar un bajo nimero de animales y eyaculados, se
deberia continuar con los estudios. Ademas habria que
evaluar si la diferencia observada en la fragmentacién del
ADN espermatico afecta el resultado reproductivo.
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