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Introduccion

Actualmente, se estad fomentando la produccién de ganado vacuno en régi-
men extensivo para recuperar los sistemas tradicionales utilizados anos
atras en nuestro pais. Las razas bovinas autéctonas necesitan de una tecni-
ficacion de la produccién en extensivo para que la ganaderia resulte compe-
titiva frente a otros sistemas de produccion mas rentables. En este contexto,
resulta necesario incrementar la productividad del ganado rdstico con lain-
troduccion de nuevas tecnologias en todos los aspectos productivos (ali-
mentacion, manejo, sanidad, genética, reproduccion, etc.).

La crianza de la raza de Lidia por su comportamiento, caracteristicas mater-
nalesy rusticidad es una actividad pecuaria muy diferente de las actividades
ganaderas tradicionales con un objetivo principal, la produccién de com-
portamiento, manifestado en la aptitud para la lidia. El mérito genético bus-
cado con la seleccion de los reproductores esta basado en parametros eto-
l6gicos dificiles de cuantificar como la rectitud y prontitud de la embestida,
y morfolégicos como las hechuras, el trapio o la cornamenta.

Otra raza autéctona es la raza Blanca Cacerefia, de aptitud carnica considerada
en peligro de extincion (MAGRAMA, ARCA 2014). Las nuevas politicas europeas
que favorecen la proteccidén de los espacios naturales y el fomento de una
agricultura sostenible, ha supuesto un punto de inflexién favorable para su re-
cuperacion. Desde 1970, se han realizado importantes esfuerzos porincrementar
los efectivos de esta raza, pero su procedencia a partir de 51 individuos ha ge-
nerado una alta consanguinidad y problemas de introgresion genética que han
provocado severos problemas a nivel reproductivo.

De poco sirve la seleccion realizada en la raza de Lidia, y los esfuerzos por
mejorar los censos de la raza Blanca Cacerefa, si los animales presentan
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bajas tasas de concepcion, resultando necesario implantar en las ganaderias
las actuales técnicas reproductivas existentes en el mercado, como por ejem-
plo, el examen de fertilidad a futuros sementales.

El examen androlégico incluye un reconocimiento fisico previo y un estudio
de laintegridad, normalidad anatémica y funcional de las gbénadas y sus en-
volturas, y un buen funcionamiento del aparato reproductor del semental.
Si dicho examen resulta normal, se realiza la recogida y posterior evaluacion
del eyaculado. Los analisis rutinarios incluyen el estudio de caracteristicas
seminales clasicas como el volumen seminal, la concentracién, movilidad,
viabilidad, morfologia. Sin embargo, en la practica se ha comprobado que
eyaculados con valores semejantes en los parametros citados presentan im-
portantes variaciones en los resultados de fertilidad individual. Entre las po-
sibilidades que otorgan las nuevas tecnologias se incluye una mejora de la
valoracién seminal tradicional, siendo posible conocer y analizar complejas
funciones del esperma lo que ha incrementado el listado de defectos esper-
maticos diagnosticables, cuya evaluacion no era factible con la tecnologia
disponible en el pasado mas reciente.

El presente trabajo tiene como finalidad estudiar nuevos parametros semi-
nales con innovadoras herramientas de analisis reproductivo, como el analisis
de la fragmentacién del ADN espermatico, que permitan poner de relieve la
importancia de la valoracién de la calidad de los espermatozoides en el eya-
culado del semental para asegurar una buena fertilidad en la explotacién
ganadera.
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1. La raza de Lidia.

La raza de Lidia es una raza autéctona espanola caracterizada por su rusti-
cidad y crianza en un sistema extensivo (Figura 1). Posee las peculiaridades
de ser seleccionada en base a parametros etolédgicos y zootécnicos que ha
generado un importante aislamiento reproductivo, del resto de las razas bo-
vinas domésticas (UCTL, 2005; Silva y col., 2006). El aislamiento de las po-
blaciones ha generado que, la diversidad genética de la raza de Lidia sea su-
perior a la observada en la mayoria de las razas bovinas europeas (Canén y
col., 2008). La raza de Lidia es también, una de las razas bovinas mas antiguas
del mundo, pionera en la implantacién de un programa de seleccion relati-
vamente complejo basado en caracteres propios de sus especificos objetivos
productivos y en el que ya existian registros genealdgicos desde el afio 1836
(Montes, 1836).

En cuanto a su conformacion presentan alto grado de variacion cromatica
del pelaje, oscilaciones extremas del perfil frontonasal, variedad de encor-
naduras, proporciones, tamanos y pesos. (MAGRAMA, ARCA, 2014).

Figura 1. Toros de lidia en la dehesa de la provincia de Salamanca.
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1.1 Seleccion.

Afinales del siglo XVIII los ganaderos de bravo espanoles comenzaron a aplicar
un sistema de seleccién que en aquella época no se hacia en ninguna especie
ganadera, siendo pioneros en mejora genética. A principios del siglo XX se in-
trodujo poco a poco el cruzamiento con sementales del mismo o diferente en-
caste, en busca de algln caracter particular y complementario (Purroy, 2003).

Se han realizado principalmente cruzamientos dentro de lineas puras para
fijar los caracteres de seleccién, lo que, en algunos casos, ha supuesto un
aumento de los niveles de consanguinidad que han podido ocasionar la
aparicion de efectos favorables y desfavorables, como patrones de compor-
tamiento indeseables durante la tienta y la lidia (Rodriguez, 1995).

Actualmente en la seleccidén de reproductores, todavia se siguen una serie
de pautas tradicionales tanto para las hembras como los machos, ejercién-
dose una mayor presion de seleccidn sobre éstos, ya que su incidencia en la
procreacion de la manada es mucho mayor que la de las hembras. El proceso
de seleccién se inicia con una valoracion genética de los potenciales repro-
ductores (Figura 2). Consiste en identificar a los animales portadores de los
genes mas beneficiosos para los caracteres de interés deseables en la des-
cendencia (Candn, 2008). Para ello el ganadero realiza un filtro genealégico
excluyente en base al registro histérico de puntuaciones que para determi-
nados patrones etologicos positivos presentan las diferentes familias o reatas
de su ganaderia, buscando aquellos animales que a lo largo de su historia
han producido las reses mas destacadas. A continuacion, se realiza una se-
leccion morfolégica, en base a los patrones zootécnicos que definen el en-
caste de cada ganaderia, desechando aquellas reses que se alejen del pro-
totipo de la vacada (Rodriguez, 1997). Y por Gltimo, el ganadero realiza una
valoracién funcional del animal basada en la respuesta de comportamiento
mostrada en las diferentes pruebas de seleccion (Apartado 1.4).

= 5
SELECCION MORFOLOGICA -
=/

SELECCION FUNCIONAL Figura 2. Esquema genel’a/ del pro_

ceso de seleccion de reproductores en la raza de Lidia.

REPRODUCTORES
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1.2 Manejo de la reproduccion.

El ciclo reproductivo de la raza de Lidia (Figura 3) se encuentra perfectamente
adaptado a las condiciones del sistema extensivo. Las hembras presentan
buena aptitud maternal, capacidad de movilizacién de sus reservas corporales
para producir leche, reconstituir sus reservas e ingerir forrajes groseros (Com-
pan, 2008). El periodo de cubricién varia en funcion de la region en la que
nos encontremos, asi en las zonas de clima suave (tierras bajas de Andalucia)
el semental se introduce en el lote de hembras al final del invierno (febrero-
marzo) mientras que en areas de climatologia mas rigurosa (Salamanca,
zona centro, y tierras altas de Andalucia) suele hacerse en primavera (abril -
mayo). Asimismo, el periodo de partos, es mas precoz en zonas de clima be-
nigno (diciembre-abril) que en areas de climatologia adversa (febrero-junio)
para no comprometer en exceso la supervivencia de los neonatos (Gaudioso
y Riol, 1996; Compan, 2008).

ZONA CLIMATOLOGIA TEMPLADA
Periodo de cubricidn Periodo de paridera

(—»‘L—\ —r—
ANO1 ENE E { ABR MAY  JUN JUL AGOSs  SEPT  OCT NOV  DIC
ANO2 ENE FEB MZO  ABR MAY  JUN JUL AGOS  SEPT  OCT NOV  DIC

Periodo de paridera

ZONA CLIMATOLOGIA FRiA

Periodo gc cubricion

ANO1 ENE FEB MZO §JUN JUL AGOS  SEPT  OCT NOV  DIC
ANO 2 ENE FEB MZO ABR MAY  JUN JUL AGOS SEPT OCT NOV  DIC
k F
b

Periodo de paridera

Figura 3. Diagrama del periodo reproductivo de la raza de Lidia dependiendo de su

localizacién en la Peninsula Ibérica.

Todos los aspectos relativos a la reproduccién de la raza de Lidia tanto en lo
referente a la declaracion de lotes de cubricion por el sistema de monta na-
tural o monta dirigida, como el uso de técnicas de reproduccion asistida
estan controlados por el MAGRAMA, a través del Libro Genealégico de la raza
bovina de Lidia, cuya finalidad es mantener registradas las reses en pureza.
El libro esta regulado por Real Decreto 2129/2008 de 26 de diciembre por el
que se establece el Programa nacional de conservacién, mejora y fomento
de las razas ganaderas, y la gestién del control del Libro Genealégico lo
ejercen las Organizaciones y Asociaciones ganaderas, que tienen concedido
el titulo de Entidades Colaboradoras, y se encargan de enviar la informacion
correspondiente al Ministerio.
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2. La raza Blanca Cacerena.

La raza Blanca Cacerefa es una de las razas bovinas mas antiguas de Espafa
y es el Unico bovino autéctono espafiol de capa blanca. Posee un perfil eu-
métrico, estirado y esbelto, de tendencia ortoide con capa blanca, amarillenta
o albahfia, con las mucosas rosadas y ocasionalmente de tonalidad pizarrosa
(Sotillo y Serrano, 1985). Se explota en condiciones extensivas y esta perfec-
tamente adaptada al ecosistema adehesado extremefo. Tiene una acusada
rusticidad, son animales con un fisiologismo perfectamente adaptado a con-
diciones ambientales extremas y una manifiesta capacidad digestiva para
aprovechar alimentos groseros (MAGRAMA, ARCA, 2014).

Su aprovechamiento actual es carnico, carne de excelente calidad, pero con
un rendimiento bajo a la canal, del orden de 50-53%, inferior a otras razas
autdctonas como la Retinta o la AvileAa resultando de especial interés, los
cruzamientos industriales. Antiguamente, su aprovechamiento principal era
triple, carnico, animal de tiro y/o cabestro para el manejo del ganado bravo
(Bartolomé y Garcia, 1998).

2.1 Manejo de la reproduccion.

La raza Blanca Cacerefa, se caracteriza por tener una madurez sexual tardia,
fertilidad media, instinto maternal bueno y bajo porcentaje de partos dificiles.
Las vacas suelen llegar a la pubertad entre los 14y los 16 meses de vida, y se
cubren por primera vez aproximadamente, a los 18 meses (Romero, 2009).
La gestacion suele ser mas corta que en el resto de la especie, entre 274 y
276 dias, con intervalo entre partos de 406 dias y los terneros son criados
durante 6-7 meses, hasta el destete (Romero, 2009) El sistema reproductivo
utilizado es la monta natural por contrato de cesién de machos (Figura 4)
dirigidos desde el CENSYRA (Bartolomé y Garcia, 1998) intentando realizar
cruzamientos no consanguineos. También se estan llevando a cabo, progra-
mas de sincronizacion de celo e inseminacion artificial, asi como la colecta
y transferencia de embriones, por el CENSYRA pero los resultados de fertilidad
son bajos.

Los principales problemas reproductivos tienen su origen en el escaso nu-
mero de animales integrantes del rebano original, y en la introgresién genética
de otras razas bovinas y presenta menores respuestas a los tratamientos
superovulatorios y menores cantidades de embriones recolectados que los
sefalados en otras razas bovinas (Rueda y col., 2011). En un estudio genea-
l6gico de la raza realizado por Parejo y col. (2008) estimaron un incremento
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de consanguinidad por generacién del 2% y un valor medio de consanguini-
dad en la sexta generacion del 12% lo que indica que en las generaciones
actuales, los niveles siguen siendo altos y podrian estar influyendo negati-
vamente en la eficacia biologica de los individuos.

Figura 4. Cruzamientos dirigidos en las instalaciones del CENSYRA de Badajoz.

3. Evaluacion del semental.

Cualquier causa que altere los indices reproductivos en una explotacion
debe detectarse y corregirse con la mayor brevedad posible por su repercusion
directa en el rendimiento econémico de la explotacion. Una prueba relativa-
mente simple y de bajo coste econémico es conocer la fertilidad del semental.
Se basa en, un examen clinico externo de los 6rganos genitales por palpacion
escrotal, testicular y peneana, e interno por exploracién rectal del musculo
uretral, ampollas del conducto deferente, vesiculas seminales y prostata
descartando traumatismos, posibles malformaciones, hiperplasias o hipo-
plasias de los mismos. A continuacion, se procede a la extraccién seminal y
al examen laboratorial que supervisara la fertilidad del eyaculado.

3.1 Sistemas de recoleccion de semen.

Existen tres métodos de colecciéon de semen: la vagina artificial, la electroe-
yaculacion y la recogida postmértem.

3.1.1 Vagina artificial.

El uso de esta técnica es el método rutinario en los centros de inseminacion
de bovino por la gran similitud que tiene con la monta natural. Es un recep-
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taculo imitador de la vagina de la vaca que provee estimulacién térmica
(temperatura) y mecanica (presion) para producir una eyaculacion. Esta téc-
nica consiste en colocar un animal que se deje montar, y en el momento del
salto del semental, se efectiia una pequena desviacion del pene hacia la va-
gina artificial que albergara el eyaculado hasta el laboratorio donde se rea-
lizaran los exdmenes pertinentes.

Segln Arriola (1995) las ventajas mas sobresalientes de esta técnica son:

* La obtencién de eyaculados practicamente idénticos a los producidos
en monta natural.

* Buenas condiciones higiénicas.

* Gran rapidez de la técnica.

* Bajo coste econdmico del colector de semen.

* Bajo riesgo de lesién para el toro.

La dificultad principal de este método es el entrenamiento necesario de los
machos para que se produzca la monta y la aceptacién de la vagina, con la
presencia de operadores.

3.1.2 Electroeyaculacion.

La electroeyaculacion es la técnica de recogida seminal mas utilizada en la
raza de Lidia por su sencillez, rapidez y eficacia (Figura 5). Consiste en la esti-
mulacién eléctrica de centros nerviosos cercanos a las glandulas reproductivas
accesorias y base del pene, por un electrodo situado en el recto conectado a un
generador de impulsos eléctricos (Acosta y col., 1991; Arriola y col., 1989).

Figura 5. Proceso de colecta de semen por electroeyaculacién a un

toro de lidia en el mueco de contencion.
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Para realizar este método es necesario disponer de una manga de manejo o
de un mueco de contencién lo suficientemente resistente y seguro para in-
movilizar al animal y a ser posible con suelo estriado o antideslizante para
evitar caidas durante la estimulacion (De la Fuente y col., 1994; Quevedo,
2008). Una vez fijado el animal se procede a la limpieza y exploracién clinica
del aparato genital. Tras realizar un ligero masaje para facilitar la posterior
excitacion, se introduce el estimulador en el recto. Este dispositivo posee en
su parte ventral tres electrodos longitudinales que emiten de forma ritmica,
estimulaciones a bajo voltaje dejando entre ellas pausas de dos segundos,
que se van elevando gradualmente hasta conseguir la ereccién y posterior
eyaculacion.

3.1.3 Postmortem.

La recoleccion de espermatozoides de la cola del epididimo, es una técnica
util para propagary preservar la calidad genética de toros postmértem. Con-
siste en recuperar y criopreservar los espermatozoides, en casos donde, la
colecta de semen por otros métodos es compleja (Anel y col., 2002) como
en el caso de muerte natural o accidental de especimenes que estén en pe-
ligro de extincion, y en el caso concreto de la raza de Lidia, tras un excelente
comportamiento durante su lidia en la plaza de toros, por muerte tras el in-
dulto, o por muerte repentina en el campo, del semental (Gaudioso y Riol,
1996; Anel y col., 2002; Quevedo, 2008).

La maduracién, o desarrollo progresivo de la capacidad fertilizante de los
espermatozoides sucede en la cabeza y el cuerpo del epididimo y es en la
cola de este Ultimo donde se almacenan (Amann y Schanbacher, 1983; Chung,
1997; Reyes-Moreno y col., 2000, 2002). La técnica consiste en, extraer los
testiculos del escroto y separar las colas epididimarias cortando la unién
entre la base del testiculo con el cuerpo del epididimo y con el conducto de-
ferente. Posteriormente la extraccion de los espermatozoides se puede rea-
lizar por tres métodos:

* Recoleccion por flujo retrégrado: mediante corte transversal en el sep-
tum del epididimo y perfusion (Figura 6).

* Recoleccion por desmenuzamiento de la cola del epididimo: se corta
finamente y se filtra la cola del epididimo, para obtener el material se-
minal.

* Método mixto: perfusion mas desmenuzamiento.

Es fundamental para la supervivencia espermatica, el manejo del epididimo
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y el tiempo transcurrido desde la muerte hasta la congelacion de los gametos
(Malcottiy col., 2012) pero, siempre y cuando los 6rganos sean refrigerados
inmediatamente tras la extraccién, la obtencién de los espermatozoides
epididimarios se puede retrasar varias horas (Gerber y col., 2002; Malcotti y
col., 2012). Este material seminal puede ser utilizado en inseminacién artificial
o fertilizacién in vitro para conseguir descendientes de alto valor genético
(Barrios, 2002).

Figura 6. Extraccién postmértem de semen de toro por flujo retrégrado.
Testiculo (a). Epididimo (b). Extraccion por flujo retrégrado (c).

L. Evaluacion de parametros seminales.

El espermatozoide es una célula altamente especializada y con una funcién
bioldgica compleja, influenciada por factores externos in vitro (tratamientos
seguidos en el laboratorio para su conservacion) o in vivo (cambios en el
medio a lo largo de su paso por el tracto reproductor de la hembra) que re-
quiere el analisis de diversas caracteristicas fisicas para poder determinar el
potencial de fertilidad.

En el analisis rutinario de campo se evalla, el aspecto, volumen, movilidad,
concentracion anomalias morfolégicas y viabilidad espermatica de forma
rapida, simple (Figura 8) y con un coste moderado (Centola y Ginsburg, 1996).
Pero tras el examen tradicional se pueden evaluar otros factores que permitan
mejorar la capacidad de prediccién de la capacidad fecundante de los es-
permatozoides como el estudio de caracteristicas seminales no compensa-
bles, entre las que figura la fragmentacién del ADN espermatico.

4.1 Aspecto y volumen.

El eyaculado de toro, es un liquido denso, cremoso, ligeramente amarillento,
que contiene una suspension de espermatozoides en plasma seminal (Figura
7). La determinacion del aspecto y del volumen se realiza justo tras la ex-
traccion y nos facilita informacion esencial del eyaculado. Se verifica la au-
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sencia de pelo, suciedad y contaminantes externos que supondria la elimi-
nacién de la muestra. El aspecto opaco o traslicido nos muestra de una
forma grosera la alta o escasa concentracion espermatica del eyaculado y si
el aspecto es lechoso o tiene fragmentos de material, nos muestra la posible
presencia de un proceso inflamatorio en el tracto reproductivo que seria
causa obligatoria de eliminacién.

El volumen medio establecido para el ganado bovino es de 4-6 cm?®con una
variacion de entre 1-15 cm?. Concretamente los toros jovenes pueden sumi-
nistrar de 1 a 3 cm3de semen, mientras que los adultos (11-13 afos) pueden
eyacular de 10 a 15 cm? (Hafez, 1989). Se debe tener en cuenta que pueden
presentarse variaciones en funcién del método de recogida, estado fisiologico
del macho, raza, tamano corporal, alimentacién y régimen sexual al que se
le somete (Derivaux, 1982).

Figura 7. Eyaculado de toro de lidia en el tubo colector.

4.2 Concentracion espermatica.

La concentracién espermatica viene definida como el nimero de esperma-
tozoides por unidad de volumen (expresado normalmente en millones por
ml) del eyaculado. La concentracion media para el ganado bovino es de
2x10% espermatozoides/ml en jovenes y de 1,8x10° espermatozoides/ml en
los adultos (Hafez, 1989), pero existe una alta variabilidad entre toros, e in-
cluso entre distintos eyaculados de un mismo toro.

La concentracion puede calcularse por varios métodos, la espectrofotometria
(Figura 20), la colorimetria, la citometria de flujo y el uso de camaras de re-
cuento celular como la de Biirker®, Neubauer® o Makler® (Woelders, 1990).
La espectrofotometria es la técnica mas empleada tanto en condiciones de
campo como en centros de inseminacién, por su rapidez, simplicidad y coste.
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Se basa en una tabla de conversion en la que se asigna a cada valor de trans-
mitancia un valor de concentracién previamente calculado mediante recuento
directo o contador de particulas (Sorensen, 1982).

Figura 8. Andlisis de pardmetros seminales cldsicos de toro en condiciones de campo.
4.3 Movilidad espermatica.

La movilidad espermatica es un parametro fundamental para el transporte
espermatico y la capacidad de penetracién del ovocito. Este parametro no
pronostica de forma precisa la capacidad fecundante del espermatozoide,
pero refleja una de las funciones primordiales del espermatozoide, la activi-
dad flagelar.

Existen varias formas de evaluacién de la movilidad espermatica:

* Movilidad masal: movimiento de superficie que refleja el vigor de las
ondas que produce la masa espermatica en movimiento.

* Movilidad individual: se observa el porcentaje de células méviles de
una muestra y la calidad del movimiento.

* Movilidad progresiva: es el porcentaje de espermatozoides con movi-
miento progresivo.

El estudio de la movilidad espermatica se puede realizar por dos métodos el
mas utilizado es la valoracién subjetiva que consiste en evaluar el porcentaje
de espermatozoides moéviles, asi como, el tipo de movimiento que presentan
de forma inmediata y econémica. Es de gran valor cuando lo realizan personas
experimentadas sin embargo, la exactitud y precision estan limitadas en
funcion de las condiciones del sistema de medida y de la destreza del ob-
servador (Graham y col., 1980).

El otro método, se basa en el uso de sistemas informatizados de digitalizacion
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de imagenes denominados CASA (Computer Assisted Motility Analysis) (Davis
y Siemers, 1995). Capturan el movimiento espermatico y lo analizan, tanto
en tiempo real, como de manera diferida, aportando un gran volumen de in-
formacién (Tuliy col., 1992), pero presenta inconvenientes por el coste ele-
vado, el analisis de un niUmero bastante limitado de espermatozoides y la
posible predisposicidén a un cierto grado de tendencia por parte del técnico.

Para conocer qué método es mas objetivo, Januskauskas y col., (2001) reali-
zaron un analisis de la movilidad post-descongelacién con la valoracién sub-
jetiva y el anadlisis informatizado y los resultados no difirieron significativa-
mente. En ambos casos hubo correlaciones positivas entre movilidad y
fertilidad.

4.4 Anomalias morfoldgicas.

El analisis morfolégico de los espermatozoides es una prueba de control de
calidad que refleja el estado fisiolégico o patolédgico de la funcionalidad de
los testiculos, epididimos y glandulas accesorias del semental. Se producen
por una espermatogénesis o espermiogénesis defectuosas, por herencia,
enfermedades, estrés por calor o frio, exposiciones a condiciones medio
ambientales adversas, reposo sexual prolongado (mayor de 60 dias) o por el
uso de técnicas inadecuadas en la manipulacién del semen (Barth, 2000).

Las anormalidades del esperma han sido tradicionalmente clasificadas en
funcion de:

* La morfologia: cabeza, cola, pieza intermedia y presencia de gotas ci-
toplasmaticas (acimulos de citoplasma no reabsorbido en el proceso
de maduracién del espermatozoide).

* Laimportancia: defectos mayores y menores (Blom, 1983).

* El origen: primarias, originadas durante la espermiogénesis en el tes-
ticulo y secundarias: originadas en el epididimo o post eyaculacién
(Barth y Oko, 1989) (Tabla 1).

Indistintamente de su clasificacion, generalmente se acepta que no deben
existir mas de un 30% de anomalias morfolégicas en los recuentos efectuados.

La valoracién de la morfologia del espermatozoide se basa en la relacién
directa que hay entre la proporcién de espermatozoides anormales en el eya-
culado, el tipo de defecto morfolégico y su relacién con la fertilidad in vivo de
los toros y se ha correlacionado significativamente (Soderquist y col., 1991).
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Se pueden utilizar técnicas de valoracion subjetiva (Amann, 1993) con di-
versas tinciones (Eosina-Nigrosina, Papanicolau, Giemsa, Diff-Quik), por fija-
cién con glutaraldehido o formaldehido de la muestra y a continuacién se
realiza la valoraciéon por microscopia de contraste de fases. Pero para adquirir
datos objetivos acerca de la morfometria de la cabeza de los espermatozoides
se ha desarrollado el anélisis automatizado de la morfologia espermatica,
ASMA (Computer Assisted Sperm head Morphometry Analysis) que es un sis-
tema de analisis de imagenes computerizadas que permite detectary cuan-
tificar las anomalias correctamente y realizar mediciones repetibles y obje-
tivas (Amann, 1981; Gravance y col., 1998).

PRIMARIAS
Anommalidades de cabeza Anormalidades de cuello Anormalidades de la cola
Cabezas gigantes Unién del cuello fuera del eje Cola corta (defecto de la cola en mundn)
Cabezas pequenas Cuello doble Colas abaxiales, accesorias o multiples
Cabezas periformes Cuello en espiral Picza media doblada, hinchada, abaxial o
Cabezas eonicas v estrechas Cuello deshilachado, granular o incompleta
Anormales desprendidas hinchado Aplasia segmentaria de la pieza media y
Formas teratoides defectos de la vaina mitocondrial
Defectos de acrosoma Gota citoplasmitica proximal
Vacuolas nuclearcs Defecto Dag

Condensacion anormal del ADN

SECUNDARIAS

Anommalidades de cabeza Anormalidades de la cola Otras células

Cabezas nommales desprendidas Pieza media distal doblada Células epiteliales

Acrosoma roto/deforme/desprendido  Pieza principal doblada Entrocitos
Pieza principal doblada por shock Formaciones de medusa
hipownico Células precursoras de esperma

Gota citoplasmitica proximal y disml  Células redondas
Globulos blancos
Tabla 1. Esquema de anomalias morfolégicas de los espermatozoides adaptado y actualizado
de “XX Abnormal Morphology of Bovine Spermatozoa”. Barth AL, Oko RJ. lowa State University

Press, lowa. 1989.
4.5 Viabilidad espermatica.

Este analisis se basa en la determinacién de la proporcion de espermatozoi-
des vivos y muertos en funcion de la permeabilidad de membrana. Existe
una alta correlacion entre el nimero de células viables en una dosis de inse-
minacién y la capacidad de fecundar a los ovocitos in vivo (Amann, 1993;
Shannon y Vishwanath, 1995; Des Daas y col., 1998).

En el procesado de criopreservacion del semen, se produce un estrés térmico
para el espermatozoide que afecta a sus membranas, (membrana plasmatica,
membrana externa del acrosoma y membranas mitocondriales) produciendo
modificaciones en la organizacion, fluidez, permeabilidad y composicién li-
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pidica causando danos irreversibles y comprometiendo su supervivencia
(Watson, 1981; Thomas y col., 1998).

Hoy en dia, se utilizan técnicas precisas para valorar la viabilidad espermatica
que consisten en el marcaje fluorescente del ADN, el estudio de determinadas
enzimas intracitoplasmaticas o la medicién del potencial de membrana.

5. Estructura de la cromatina espermatica.

La cromatina es una estructura sumamente organizada y compacta, que
consiste en ADN y nucleoproteinas heterogéneas (Ward y Zalensky, 1996).
Esta organizacion permite, la replicacion del ADN de forma adecuada, para
que la informacién genética sea transmitida a la proxima generacién (Ward
y Coffey, 1991).

En el nucleo de las células somaticas de los mamiferos, el ADN rodea a los
octameros de histonas, organizando los nucleosomas que a su vez forman
solenoides, lo cual induce el superenrollamiento del ADN (Figura 9). Sin em-
bargo el nlcleo del espermatozoide, tiene una estructura nucleoproteinica
muy especifica (Wykes y Krawetz, 2003; Biegeleisen, 2006) formada por ADN
y proteinas basicas, distintas a las histonas, denominadas protaminas nece-
sarias para mantener la capacidad de fertilizacion (Hecht, 1998; Brewer y
col., 2002). Las protaminas estan involucradas en el empaquetamiento final
del ADN espermatico y en la condensacién apropiada, lo que probablemente
estabiliza el ADN y lo hace menos vulnerable frente a cualquier tipo de dano
(Ward, 1993; Brewer y col., 1999; Balhorn y col., 2000; Brewer y col., 2002;
Corzetty col., 2002; Brewery col., 2003; Meistrich y col., 2003). Algunas espe-
cies de mamiferos presentan sélo un tipo de protamina en sus espermato-
zoides mientras que en otras especies existen dos tipos: Protamina 1 (PRM1
o P1) y Protamina 2 (PRM2 o P2).

Se ha descrito, la familia de la protamina 1 (P1) en todos los mamiferos
(McKay y col., 1985; Mengual y col., 2003; Yoshii y col., 2005) y la familia P2
(formada por un compendio de otras protaminas) presente en los primates
y roedores (Biegeleisen, 2006). El esperma de caballo, lagomorfos y probos-
cidios contiene la protamina P2 procesada (Balhorn y col.,, 1977; McKay y
col.,, 1985; Oliva y Dixon, 1990; Yoshii y col, 2005) y en el toro y el verraco esta
presente el gen para la protamina P2 pero parecer ser que es disfuncional o
produce una proteina aberrante (Balhorn, 2007; Gosalvez y col., 2011c). Las
variaciones en la expresién de las protaminas han sido asociadas con la in-
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fertilidad masculina. Normalmente las familias de protaminas P1 y P2 apa-
recen en una proporcion P1/P2 que varia dentro de los mamiferos euterianos
(Corzetty col.,, 2002). Se expresan en una proporcion 1:1 en esperma humano,
y en ratones la cantidad de P2 duplica la de P1 (2:1) (Corzett y col., 2002)
proporcionando un embalaje adecuado del ADN espermatico. La desestabi-
lizacion de la proporcion P1/P2 esta altamente correlacionada con el incre-
mento de la fragmentacién del ADN espermatico, generando fallos en la fer-
tilizacion, mala calidad embrionaria y tasas bajas de embarazo (Simon vy
col., 2011; Garcia- Peiré y col., 2011; Fortes y col., 2012; Aoki y col., 2013).

NUCLEO ESPERMATICO

NUCLEQ SOMATICO
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Figura 9. Estructura del ADN de una célula somdtica y una célula espermadtica.

Durante la espermatogénesis los espermatozoides sufren un proceso de
maduracién en el epididimo y se produce el cambio de espermatogonias di-
ploides a espermatozoides maduros haploides. Este proceso de maduracién
conlleva el empaquetamiento de la cromatina nuclear y la adquisicion de la
movilidad espermatica. El niicleo de la espermatida va a sufrir alteraciones
complejas, de tipo bioquimico y fisiolégico, asi como cambios drasticos en
su morfologia, tamano y condensacion.

La estabilizacion del nlcleo espermatico sucede durante las dos ultimas
fases de transicién de la espermatida, proceso en el que las actividades de
transcripcion y reparacion estan inactivadas (Kierszenbaum, 2001; Brewer y
col., 2003). Entre los cambios en el complejo ADN-proteina destacan la eli-
minacién de la organizacion nucleosomal de la cromatina y la adquisiciéon
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de una conformacion toroidal fuertemente empaquetada que puede contener
hasta 60 Kb de ADN, unas seis veces mas compactado que en el cromosoma
mitético (Sakkas y col., 1999). Las histonas sufren una hiperacetilacion,
siendo sustituidas por unas variantes especificas de las histonas y reempla-
zadas por las proteinas nucleares de transicion. Posteriormente, las prota-
minas 1y 2, sustituiran a las proteinas de transicién, interaccionando con el
ADN y compactandolo de nuevo por puentes disulfuro covalentes intra e in-
termoleculares que estabilizaran rigidamente la estructura impidiendo la
expresion génica (Bellve y col., 1975; Poccia, 1986; Fuentes-Mascorro, y col.,
2000; Meistrich y col., 2003).

Durante el cambio en el complejo ADN-proteina, aparecen roturas endégenas
y transitorias de cadena simple o cadena doble cuya funcién, es la eliminacién
del superenrollamiento (Evensony col., 2002). Una vez que la protaminacién
se completa, estas “roturas biolégicamente correctas” seran reparadas por
tres complejos de proteinas altamente especializadas (Polo y Jackson, 2011).

Una vez que se produce la penetracion del espermatozoide en el oocito,
éste debe remodelar la cromatina condensada del espermatozoide en su
forma activa y accesible. De nuevo, este cambio, implica un proceso estricto
secuencial de descondensacién, que es iniciado por la pérdida de las prota-
minas nucleares y el reemplazo por las histonas. (Shimada, y col., 2000; Na-
kazawa, y col., 2002; Mclay y Clarke, 2003). Finaliza una vez que las histonas
vuelvan a provocar el superenrollamiento del ADN.

En resumen, la capacidad funcional del espermatozoide incluye una correcta
condensacién cromatinica durante la espermiogénesis, la estabilizacion de
la cromatina durante la maduracion espermatica epididimaria y después de
la penetracion dentro del oocito, la descondensacién correcta tras la fecun-
dacion (Hingst y Blottner, 1995).

6. Lesiones de la cromatina espermatica.

El estado fisico de la cromatina espermatica es critico a la hora de proporcionar
un buen empaquetamiento, protecciéon del ADN espermatico y capacidad de
descondensacion tras la fertilizacién (Evenson, 1980). Se ha demostrado que
altos niveles de dafio en la cromatina afecta al éxito reproductivo, en condiciones
naturales y con técnicas de reproduccién asistida (Evenson, 1999; Spanoy col.,
2000; Larson y col.,, 2000). La inestabilidad cromatinica podria retrasar la for-
macioén nuclear paternal, la calidad embrionaria, la proporcion de blastocistos,
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la implantacién y el éxito en el embarazo o prefiez. (Evenson, y col., 1994;
Agarwal y Allamaneni, 2004; Virro y col., 2004; Muriel y col., 2006; NGfiez-Calonge
y col., 2012). En animales, cuando se ha inducido dafio en el ADN de la linea
germinal paterna, se ha encontrado una fuerte asociacion entre este dafo y el
desarrollo embrionario incluyendo efectos sobre las nuevas generaciones na-
cidas y subsecuentes (Fernandez-Gonzalez y col., 2008).

Se ha demostrado que determinados factores extrinsecos también dafian a
la molécula de ADN, tales como, la abstinencia sexual durante un periodo de
tiempo largo (Gosalvez y col 2011d), la edad (Ji Bty col., 1997; Mandal y col.,
2010), los componentes del diluyente seminal y las condiciones de almace-
namiento (Waterhouse y col., 2010).

Determinadas situaciones clinicas, también pueden danar el nlcleo esper-
matico, como el criptorquidismo, la orquitis (Foresta y col., 1989), el varicocele
(Allamaneni y col., 2004; Enciso y col., 2006a; Garcia-Peird y col., 2012; Go-
salvez y col.,, 2013), el cancer (Meseguer y col., 2008; Cortés-Gutiérrez y col.,
2011, 2013), la fiebre elevada (Sergerie y col., 2007) infecciones genitales
por Chlamydia trachomatis y Mycoplasma spp. (Gallegos y col., 2008) infec-
ciones de tipo virico (Chang y col., 2004; Sang-Myeong y Kleiboeker, 2007),
leucocitospernia (Erenpreiss y col., 2002; Rodriguez y col., 2012), enferme-
dades inflamatorias del tracto genital, hipertermia testicular (Acevedo, 2001;
Zini y Libman, 2006; Ruiz-Lépez y col., 2010) presencia de bacterias en el
eyaculado, como Micoplasma spp. (Gonzalez-Marin y col., 2011; Rybar y col.,
2012) y elevados niveles de zinc en la dieta (Garcia- Contreras y col., 2011).

También se ha demostrado que provocan inestabilidad cromatinica, algunos
quimioterapicos del tipo ciclofosfamidas, (Coddington y col., 2004) la expo-
sicion a organofosforados (Sanchez-Pena y col., 2004), las radiaciones ioni-
zantes (Fatehi y col., 2005) los rayos gamma, los rayos X (Sailer y col., 1995)
el uso de ciertos farmacos y drogas (Ji Bty col., 1997), la contaminacién (Se-
levan y col., 2000; Evenson y Wixon, 2005; Rubes y col., 2005; Specht y col.,
2012), el tabaquismo (Potts y col., 1999) y algunos toxicos quimicos como la
triethlenemelamina y el methyl methanesulfonato (Evensony col., 1993).

También se han descrito factores intrinsecos responsables de la fragmenta-
cién del ADN espermatico:
* Espermatogénesis defectuosa: Deficiencias durante la recombinacién,
maduracién espermatica anormal y/o protaminaciéon deficiente.
* Apoptosis celular.
* Estrés oxidativo.
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Tal como han propuesto diversos autores, probablemente existen muchos
mas mecanismos, actualmente desconocidos, por los que se puede frag-
mentar el ADN y puedan tener una relacién muy directa con la diagnosis cli-
nica de un cuadro de infertilidad inespecifico.

6.1 Espermatogénesis defectuosa.

Durante el transporte de los espermatozoides a través del epididimo se pue-
den producir roturas endogenas de la molécula de ADN en los espermato-
zoides, por:

* Errores durante la recombinacién celular: Una vez que se producen
las roturas programadas genéticamente en la molécula de ADN, a
veces, se originan enlaces cruzados no programados de ADN-ADN vy
ADN-proteina en la cromatina compactada de los espermatozoides
maduros, provocando un superestabilizacién que impide la descon-
densacion de la cromatina (Bennetts y col., 2008).

* Maduracién espermatica anormal: Durante la eliminacién del super-
enrollamiento de la fibra de ADN, las roturas “biolégicamente correctas’,
no son reparadas y aparecen en el eyaculado espermatozoides con
fragmentacion en su ADN (Mengual y col., 2003).

* Protaminacién deficiente: las deficiencias en la expresion de protami-
nas durante la espermiogénesis, se han asociado con niveles elevados
de fragmentacion del ADN espermatico e infertilidad humana. Se ha
descrito que las proporciones P1/P2 distintos a 1, proporciones anor-
malmente elevadas o reducidas de P1/P2 o alteraciones en la expresion
de P1 oincluso la ausencia completa de P2, pueden dar lugar a dafios
en el ADN espermatico en humanos (Balhorn, 2007; Aoki y col., 2013).

6.2 Apoptosis.

El proceso apoptoético dana el ADN y contribuye a una pobre calidad esper-
matica (Aitken y Koppers 2011). Durante el proceso de formacién de las es-
permatidas en las paredes de los tdbulos seminiferos del testiculo se produce
la apoptosis continuamente (Tomlinson y col., 2001; Erenpreiss y col., 2002).
Las células de Sertoli, presentes también en las paredes de dichos tubulos,
fagocitan y limpian los residuos celulares. Sin embargo, las células que se
escapan del proceso de apoptosis, y tienen su ADN fragmentado, pueden
conservar la capacidad de diferenciarse en un espermatozoide maduro fun-
cional, que puede alcanzar el ovocito y conseguir la fertilizaciéon (Fischer y
col., 2003; Sakkas y col., 2004). Ademas, estos espermatozoides generan una
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serie de metabolitos en el liquido seminal, que podrian acelerar el proceso
de degradacién del ADN de otros espermatozoides tras la eyaculacién. Esta
situacion es especialmente critica durante el proceso de criopreservacion
del semen. Se inducen desérdenes de membrana y muerte celular que ge-
neran un acimulo no deseable de metabolitos altamente reactivos, como
enzimas celulares, enzimas procedentes del acrosoma, nucleasas y enzimas
de remodelacion de la cromatina, que pueden ser activas sobre los nucleos
espermaticos normales. Sin embargo, en un estudio realizado sobre células
espermaticas de bovino, la criopreservacion provoc6é cambios importantes
en todos los marcadores apoptéticos de la célula excepto en aquellos con-
cernientes al nGcleo (Martin y col., 2004).

6.3 Estrés oxidativo.

El estrés oxidativo es uno de los mecanismos principales relacionado con el
dano en el ADN espermatico y la infertilidad (Sharma y Agarwal, 1996; Saleh
y Agarwal, 2002). Se produce por el exceso de especies reactivas de oxigeno
(ROS) al disminuir la capacidad antioxidante del plasma seminal.

Los espermatozoides de los mamiferos producen radicales libres de oxi-
geno, necesarios para modular la proliferacién, diferenciacion y funcion
celular normal, como la capacitacién y la reacciéon acrosémica, pero el au-
mento de la concentracién del metabolito puede modificar las funciones
celulares y/o poner en peligro la supervivencia celular (Aitken y col., 1997;
Moustafa y col., 2004). Los dafos derivan de la deplecion del ATP, lo que
conduce a, una fosforilacion insuficiente del axonema del espermatozoide,
a la peroxidacion lipidica, pérdida de movilidad, pérdida de viabilidad y
dafos en la molécula de ADN (Aitken y Krausz, 2001; Agarwal y Allamaneni,
2004; Aitken y col., 2012).

Se produce principalmente por la presencia de espermatozoides inmaduros,
de células epiteliales del epididimo, por la presencia de leucocitos y por
fallos en la capacidad antioxidante, perjudicando la integridad del ADN y
su capacidad de fertilizacién (Aitken y col., 1992; Fischer y col., 2003; Mous-
tafay col., 2004). De hecho, existe una correlacion positiva entre altos por-
centajes de gotas citoplasmaticas en el eyaculado y la desnaturalizacion
del ADN de los espermatozoides (Fischery col., 2003; Enciso y col., 2011a).
Para contrarrestar esta produccion excesiva de ROS, se han realizado en-
sayos de suplementacion oral con antioxidantes en el hombre, que han
generado descensos en el indice de fragmentacién del ADN espermatico
(Ziniy col., 2009; Abad y col., 2013).
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7. Fragmentacion del ADN espermatico.

Se identifico por primera vez, en toros con baja fertilidad en 1966 al com-
probar mediante la reaccién de Feulgen, que los espermatozoides presenta-
ban el complejo ADN-proteina anormal (Gledhill, 1966). La coloracién intensa
de la cabeza del espermatozoide, se asociaba a una alta densidad de ADN
por una compactacion elevada de la cromatina y por tanto, una menor sen-
sibilidad a la hidrolisis y viceversa.

Posteriormente, Calvin y Bedford en 1971 relataron el papel que jugaban los
puentes disulfuro en la compactacion de la cromatina de los espermatozoides
y las diferencias existentes con respecto a la linea somatica (Ward y Coffey
1991; Ward, 1993). Estos estudios fueron cobrando mas interés, cuando se
comenz6 a asociar problemas de infertilidad inespecifica con alteraciones
de la estructura del nucleo del espermatozoide (Evenson, 1983).

Actualmente esta totalmente demostrado que la fragmentacién del ADN es-
permatico presenta una alta correlacién con la infertilidad masculina. Dife-
rentes autores proponen que si el IF de una muestra seminal humana supera
el 30%, la fertilidad de ese eyaculado esta muy comprometida (Evenson,
1999; Evenson y Wixon, 2006; Bungum y col., 2007). También afecta a la fer-
tilizacion del oocito, a la calidad del embridn, a su desarrollo hasta blastocisto,
eincluso a laimplantacion, siendo una de las causas principales de pérdidas
embrionarias tempranas por desarrollo anormal embrionario (Virro y col.,
2004; Muriel y col., 2006; D'Occhio y col., 2007; NUfez-Calonge y col., 2013).

Sin embargo, existen mecanismos de reparacion de la célula espermatica con
ADN fragmentado de manera que puede ser reparado, de forma aberrante o no
ser reparado. En todos los casos, puede tener capacidad para fertilizar el oocito.
Los mecanismos de reparacion pueden activarse durante la espermiogénesis,
una vez que el oocito ha sido fertilizado, en el cigoto, durante el desarrollo em-
brionario y antes o después de la implantacion del embrion. Pero Gnicamente
pueden reparar una cantidad limitada de dafno en el ADN espermatico (Ahmadi
y Ng, 1999; Derijck y col., 2008; Gonzalez-Marin y col., 2012a).

Si durante |la espermiogénesis, las roturas en el ADN celular persisten, pueden
conducir a la inestabilidad genémica y las células podrian sufrir apoptosis o
senectud para prevenir la acumulacién potencial de mutaciones tumorigé-
nicas. Si la respuesta al dano falla, apareceran de nuevo esas mutaciones
(Wang y col., 2012) condicionando la estabilidad de los cromosomas en las
siguientes divisiones celulares, pudiendo ser trasmitidas en el momento de
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la fecundacién y provocar una pérdida de funcionalidad celular, incompatible
con la formacién de un embrién normal y el desarrollo fetal (Evenson, y col.,
2002; Silva y Gadela, 2006).

En respuesta al dano en el ADN, la integridad del genoma es controlada por
una red celular muy sofisticada, donde tres complejos de proteinas distintos,
actlan como sensores, transductores y efectores de esta respuesta (Polo y
Jackson, 2011). Los componentes de estos tres complejos, actan recipro-
camente entre siy consiguen resultados diferentes dependiendo de la seve-
ridad del dano y del tipo de célula. De no ser reparadas, las roturas persistiran
y una vez que el espermatozoide alcanza la madurez, |a reparacién del dafio
en el ADN ya no sera posible (Dadoune, 2003).

Si el dafio en el ADN no se repara, o si sucede en el espermatozoide por fac-
tores extrinsecos, el dano puede ser reparado durante la fertilizacion, de-
pendiendo del nivel de fragmentacion de ADN que presente (Ashwood y Ed-
wards, 1996), pueden darse tres situaciones:

1. El oocito es capaz de reparar las roturas de la molécula de ADN del esper-
matozoide antes de iniciar la primera division celular y se genera un des-
cendiente normal. Se cree, que la reparaciéon de ADN en el embrién recién
fertilizado, es debido al ARNm materno y a las proteinas depositadas y al-
macenadas en el oocito antes de la ovulacién. Los genes de reparacion del
ADN, se expresan en las primeras etapas del desarrollo. Durante la formacién
del cigoto también existen mecanismos de reparacion, pero vinculados a la
transiciéon de la expresion génica reparadora de la madre, para apoyar al ci-
goto antes de la formacion del genoma embrionario (Derijck y col., 2008).

2. La maquinaria de reparacién del oocito no es suficiente para reparar el
dano, o si la expresién génica del cigoto no comienza en el tiempo correcto,
el embrién puede fallar en su desarrollo, en la implantaciéon o puede ser
abortado naturalmente en una etapa posterior (Jurisicova y Acton, 2004).

3. El oocito realiza una reparacién parcial. Esto da lugar a errores en la se-
cuencia de ADN que pueden dar lugar un descendiente anormal. Se ha
postulado, la posible presencia de dafo en el ADN en embriones generados
in vivo e in vitro, para explicar el fracaso en su desarrollo después de la
implantacién de embriones con cariotipos normales. Otros estudios, su-
gieren que durante la preimplantacion también hay pérdida de embriones,
entre la activacién del genoma postembrionario y la etapa de blastocisto
(Shoukir y col., 1998). Otros proponen que, este tipo de dafio puede ser
expresado durante y/o después de laimplantacion y ha sido caracterizado
como el efecto paterno tardio (Boriniy col., 2006). Esto se corrobora con
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los fracasos en la obtencion de blastocistos al utilizar muestras esper-
maticas con altos niveles de dafio en el ADN (Seliy col., 2004). Pero la si-
tuacion mas grave puede suceder durante la embriogénesis, por los errores
derivados del dano en el ADN, durante la replicacion, la transcripciényy la
traduccion del ADN, contribuyendo al desarrollo de futuras enfermedades
que afectaran no sélo al futuro individuo (Cooke y col., 2003) sino a las
generaciones siguientes (Aitken y col., 2009).

En el mundo animal, también se correlacionan las alteraciones de la croma-
tina con la infertilidad en la especie bovina (Ballachey y col., 1987; Karabinus
y col., 1990), caprina (Sailery col., 1995) y porcina (Rybary col., 2004). Valores
por debajo de un 15-20% de fragmentacién del ADN espermatico, no experi-
mentarian retrocesos apreciables en la fertilidad en bovino y porcino (Rybar
y col., 2004). En semen fresco de verraco, Ardon y col., (2008) concluyeron
que la probabilidad de que el espermatozoide con cromatina inestable al-
cance el huevo y lo fertilice, es baja y para los équidos, la integridad de la
cromatina junto con las anomalias del esperma serian los parametros mas
Gtiles a la hora de predecir la capacidad fecundante (Morrel y col., 2008). Por
otra parte, experimentos realizados por fecundacién in vitro (FIV) utilizando
espermatozoides de toro con dafo severo en su ADN provocado por radia-
ciones gamma (10 Gy) demostraron que el espermatozoide permanecia in-
tacto funcionalmente a nivel de membrana, de organelas y de movilidad
(Fatehiy col., 2005), presentaban normalidad en la unién a la zona pelGcida
del ovocito durante la fecundacion y las tasas de oocitos fertilizados, per-
manecieron normales. Sin embargo, los embriones obtenidos murieron por
apoptosis durante la etapa de 4 a 8 células, posiblemente debido a una ex-
presion defectuosa del genoma (Bordignon y Smith, 1999; Ahmadi y Ng.,
1999; Fatehiy col., 2005; Silva y Gadella, 2006).

7.1 Metodologias para la deteccion del dano en el ADN espermatico.

7.1.1 Test de Dispersion de la Cromatina Espermatica (SCD: Sperm Chro-
matin Dispersion).

El Test de Dispersiéon de la Cromatina Espermatica (SCD) (Fernandez y col.,
2003; Gosalvez y col., 2006; Fernandez y col., 2007) esta basado en la res-
puesta diferencial de la fragmentacién o no, del nicleo del espermatozoide
a un tratamiento de desproteinizacion mediante una solucién de lisis espe-
cifica (Figura 10). Una vez extraidas las proteinas, los espermatozoides con
el ADN fragmentado muestran grandes halos alrededor del nicleo del es-
permatozoide.

33



Se ha ensayado con éxito para la determinacién de la fragmentacion del
ADN en humana (Fernandez y col., 2003) y en otras especies como:

* Verraco (Pérez-Llano y col., 2010).

* Toro (Gosalvez, y col., 2008, 2011c; Martinez-Pastor y col., 2009).

* Tenca “Tinca Tinca" (Lépez-Fernandez y col., 2009).

* Carnero (Lopez-Fernandez y col., 2008a).

* Macho cabrio (L6pez-Fernandez y col., 2009).

* Caballo (Lopez-Fernandez y col., 2007; Cortés-Gutiérrez y col., 2014).
* Burro (Cortes-Gutiérrez y col., 2008, 2014).

* Pollo (Shanmugam y col., 2014).

* Conejo (Lopez-Fernandez y Gosalvez, 2011).

Especies salvajes: Koala (Jonhston y col., 2007, 2012), elefante (Imrat y col.,
2012), llama, (Carretero y col., 2012).

La técnica, es versatil, estd comercializada en kit y los resultados pueden ser
interpretados mediante microscopia de fluorescencia o de campo claro, valo-
rando el tamano de los halos de dispersion de la cromatina. Sélo requiere que
los espermatozoides se incluyan en microgeles de agarosa y sean sometidos a
una solucion de lisis apropiada (Fernandez y col., 2005; Gosalvez y col., 2006).

Figura 10. . Espermatozoides de la raza de Lidia, sometidos al test SCD observados por
microscopia de fluorescencia. La flecha indica un espermatozoide

con el ADN del nucleo fragmentado.

La principal ventaja de esta técnica es la simpleza en su ejecucién, y no re-
quiere un equipo complejo, ni personal especializado en la interpretacion
de los resultados. La comparacion de los resultados obtenidos del test SCD,
muestran una correlacién positiva con otras metodologias, tales como el
SCSA o el TUNEL (Fernandez y col., 2005; Chohan y col., 2006).
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7.1.2 Ensayo Cometa.

Otra técnica utilizada en el analisis del ADN del espermatozoide, es el ensayo
Cometa, también conocido como electroforesis de células Unicas. Fue intro-
ducido por primera vez por Ostling y Johanson en 1984. Se basa en la capacidad
de movilizacién de los fragmentos de un ndcleo desproteinizado con roturas
en sus cadenas de ADN hacia el polo positivo, cuando al descondensarse en
el seno de un gel, es sometido a la accion de un campo eléctrico (Aravindany
col,, 1997). La presencia de dafo en el ADN se cuantifica midiendo la longitud
de la cola, de forma que el ADN integro, no genera o produce imagenes dis-
cretas de colas de cometa, mientras que aquellos ndcleos que contienen el
ADN con roturas, los fragmentos se desplazaran generando una imagen similar
a la de un cometa (Singh y col., 1988; Cortés-Gutiérrez y col.,, 2007). A su vez,
también se pueden utilizar otros parametros de medida, tales como el “mo-
mento cola” que es el producto de la longitud de la cola por su intensidad
(fraccion del total del ADN de la cola) (Hellman'y col., 1995).

También, se ha descrito el ensayo cometa de dos dimensiones que tras una
electroforesis neutral y horizontal, distingue las roturas de cadena doble en
el ADN espermatico; en una segunda electroforesis alcalina detecta la frag-
mentacion de cadena simple, ya que cada una de ellas, juega un papel en la
fecundacién, mientras que la fragmentacion simple puede ser reparada por
el ovocito, la de cadena doble no es reparable (Enciso y col., 2009, 2011b).

La metodologia basica consiste en incluir una muestra de espermatozoides
en un microgel de agarosa sobre un portaobjetos y someterlo a una solucion
de lisis que contenga un agente reductor de los grupos sulfidrilo que se en-
cuentran en las protaminas del espermatozoide, como por ejemplo DTT (di-
tiotreitol). Tras la electroforesis, el microgel se tife con sustancias fluores-
centes del tipo DAPI (4, 6 diamidino-2-fenilindol), YP (yoduro de propidio) o
SYBR® Green.

También se ha descrito que puede predecir el porcentaje de desarrollo em-
brionario tras la FIV o la ICSI (Inyeccién Intracitoplasmatica de espermato-
zoides), especialmente en parejas con esterilidad por causa desconocida
(Morris y col., 2002). El ensayo cometa fue adaptado de forma sencilla para
analisis de semen de otras especies ganaderas de mamiferos, como el verraco,
el toro y el pollo (Fraser y Strzezék 2004; Slowinska y col., 2008; Pérez-Llano
y col., 2010; Enciso, y col., 2011b; Gosalvez y col., 2011b; Gliozzi y col., 2011).

El mayor inconveniente de este ensayo es que requiere un material de uso
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no comln en un laboratorio de andrologia, como son las fuentes de electro-
foresis para el ADN, y para la interpretacién de los resultados se requiere un
observador con experiencia o bien un software especifico para que la prueba
tenga cierta objetividad.
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Objetivos

El objetivo principal de este trabajo de investigacidon es evaluar la calidad
seminal de bovino, especialmente de la raza de Lidia, en el volumen, con-
centracién, parametros de movilidad, anomalias morfolégicas y viabilidad,
como parametros clasicos y la fragmentacion del ADN espermatico como
nuevo parametro en el estudio de la calidad seminal.

Para ello, se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Establecer el indice de fragmentacion basal del ADN espermatico y su co-
rrelacion con parametros clasicos de calidad seminal en muestras semi-
nales de la raza de Lidia y otras razas de vacuno extensivo.

2. Comparar lainfluencia del método de extraccion seminal utilizado (vagina
artificial, electroeyaculacion, postmdrtem), la edad y la raza del semental
sobre el indice de fragmentacién del ADN espermatico y el resto de para-
metros clasicos de calidad seminal.

3. Determinar la dinamica de fragmentacion in vitro del ADN espermatico
de dosis seminales criopreservadas de la raza de Lidia y valorar el efecto
de la temperatura, la variabilidad intra e interindividual y el método de
extraccion.
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Material y métodos

1. Material

1.1 Material biolégico.
1.1.1 Animales.

Se utilizaron muestras seminales procedentes de sementales sanos y elegidos
al azar. La fertilidad de las dosis en estudio tras la inseminacion artificial no
estd probada.

Se agruparon en funcién de la raza:

- Raza de Lidia: se analizaron 92 muestras seminales de 65 sementales de
la raza de Lidia. La edad de los animales estuvo comprendida entre los 2
y los 15 anos, procedentes de 30 ganaderias distribuidas por todo el terri-
torio nacional, obtenidas entre los afios 1995y 2009 cedidas por el Insti-
tuto Espafol de Genética y Reproduccion Animal (IEGRA) situado en Tala-
vera de la Reina (Toledo).

- Raza Blanca Cacerefna: se analizaron 40 muestras seminales de 34 se-
mentales de la raza Blanca Cacereia. Las dosis se obtuvieron en el Centro
de Seleccion y Reproduccion Animal (CENSYRA) dependiente de la Junta
de Extremadura (Badajoz). La edad de los individuos esta comprendida
entre los 2y 8 anos de edad, obtenidas entre los afos 1975y 2009 cedidas
por la Asociacion Nacional de Ganado Vacuno de la Raza Blanca Cacerena.

- Razas Especializadas: se analizaron 18 dosis seminales congeladas de 18
sementales de razas de produccién carnicay lechera (Limousin, Charolais
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y Holstein-Friesian) adquiridas a la empresa a M.G.A. S.L. de Benavente
(Zamora).

Los animales del estudio no presentaron sintomas o lesiones de enfermedad,
estaban desparasitados, bien alimentados y con buena conformacién siendo
sometidos a una analitica completa dando resultado negativo a las enfer-
medades de declaracion obligatoria (Brucelosis, Tuberculosis, Leucosis en-
zodtica bovina y Lengua Azul) y otras enfermedades de tipo virico y bacte-
riano como la Rinotraqueitis infecciosa bovina, Diarrea virica bovina y tras
un raspado prepucial, negativos a Trichomoniasis y Campylobacteriosis. En
el caso concreto del CENSYRA los animales cumplieron la legislacion vigente
(Dir. 88/407/CEE y concordante) que incluye el diagnéstico de las enferme-
dades citadas y la Estomatitis Vesicular y Leptospirosis.

No se obtuvo toda la informacion sobre los parametros seminales descritos
en todas las dosis, por problemas en el momento del analisis, o por falta de
informacion.

2. Métodos

2.1 Colecta de material seminal.

Antes de realizar la colecta se procedi6 a la limpieza y desinfeccién del ma-
terial necesario asi como a la zona prepucial para evitar al maximo la conta-
minacién de la muestra.

2.1.1 Electroeyaculacion.

La colecta del material seminal por electroeyaculaciéon se realizé en las ga-
naderias de origen a los toros de la raza de Lidia y en las instalaciones del
CENSYRA de Badajoz a los sementales de la raza Blanca Cacerena.

Preparacion de la muestra

- En las ganaderias de lidia, se introdujo al semental en el mueco de con-
tencion. Se sujet6 al toro por la cabeza, con un “sistema de tijera” a modo
de cepo y se accedi6 al animal por la apertura de puertas laterales habili-
tadas al efecto. En el CENSYRA de Badajoz se inmoviliz6 al animal en una
manga de manejo, con una barra de contencién por la parte trasera.
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- Se prepard el electroeyaculador y se meti6 un cono de plastico con el
tubo colector graduado, en el portaconos. Para evitar el cambio de tem-
peratura del eyaculado, se sumerge el colector en una bolsa de plastico
con agua caliente a 35 °C - 38 °C unida al portaconos.

Protocolo

- Se procedié al vaciado de la ampolla rectal y se realizé una palpacion y
posterior masaje rectal de la préstata, vesiculas seminales y ampollas de
Henle.

- Seintrodujo el electroeyaculador en el recto con los electrodos en posicion
ventral, previa lubricacion con vaselina esterilizada y a continuacién se co-
menzo6 la estimulacion con descargas de intensidad ascendente (desde 0 V
hasta 15V) de 2 V cada 2 sy paradas de 2 s de duracién. No se establecié un
ciclo especifico porque depende de la respuesta individual de cada animal.

- Una vez que se produce la ereccion y protusion del pene, se acerc6 con
cuidado el portaconos evitando recoger los fluidos preseminales.

- Tras la eyaculacién, se cesé la estimulacién eléctrica y se esperé unos se-
gundos para recoger todo el contenido seminal. A continuacion, se cogi6
el colector con el eyaculado e inmediatamente fue transportado al labo-
ratorio para realizar el analisis seminal. En el caso de los sementales de la
raza Blanca Cacerena, en las instalaciones del CENSYRAy en el caso de los
sementales de la raza de Lidia, se realizé un primer analisis en la propia
ganaderia, en un laboratorio portatil y se comenz6 con el procesado de la
muestra durante el traslado en coche (1 h-5 h) al IEGRA.

Lectura de resultados.

Se realizé el analisis seminal subjetivo en las muestras de toros de lidia
segln establece el apartado 2.4. Y el analisis seminal informatizado con el
sofware ISAS® a los toros de la raza Blanca Cacerena segln establece el
apartado 2.4.4.

2.1.2 Vagina artificial.

Se realizé la extraccion por vagina artificial a los toros de la raza Blanca Ca-
cerena en las instalaciones del CENSYRA. Los animales han sido adiestrados
a fin de que adquieran el habito de saltar, respetando las normas sobre
bienestar animal y seguridad laboral. Para cada animal se emple6 una vagina
artificial diferente, respetando normas sanitarias basicas para evitar la dise-
minacion de enfermedades infecciosas.
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Preparacion de la muestra

- Se preparo6 la vagina colocando la camisa de latex dentro del cilindro y se
colocé el cono colector fijandose con ligaduras.

- Se llend la vagina con agua caliente a 65 °C para lograr una temperatura
interna de 37 °C. El agua se introduce primero con la vagina en posicion
horizontal hasta que rebasa y luego en forma vertical desalojando el ex-
cedente. De esta manera, la presion intravaginal sera la correcta en el mo-
mento de la introduccién del pene en la vagina.

- Una vez colocado el tubo colector, se lubricd la entrada de la vagina
artificial con vaselina esterilizada.

Protocolo

- Se usaron hembras sanas y de temperamento tranquilo como estimulo
sexual.

- Seretir6 la cola de la hembra atandose a uno de los miembros posteriores
y el operador se situ6 al lado derecho del animal. Con la mano derecha se
sostuvo la vagina artificial y cuando el macho inicié el salto, con la mano
izquierda desvio6 la direccién del pene (tocando solamente el prepucio)
hacia la vagina para introducirlo en ésta.

- Unavez que el macho comenzé a eyacular se dejo la vagina el tiempo su-
ficiente para poder recolectar todo el material seminal.

- Una vez extraida la vagina, se cerr6 e identificé el tubo colector graduado
con el eyaculado e inmediatamente fue trasladado al laboratorio mediante
un “montacargas” en un bano termostatico a 37 °C hasta que se finalizé
la prueba de valoraciéon seminal.

Lectura de resultados

Se realizé el analisis seminal informatizado utilizando el sofware ISAS®,
seguln establece el apartado 5.3.2.

2.1.3 Recogida postmértem por flujo retrégrado.
Se recolectaron los testiculos de toros que han sido lidiados en plazas de

toros de todo el territorio nacional. Los testiculos fueron procesados en el
IEGRA.

42



Preparacion de la muestra.

- Recoleccion de las bolsas escrotales entre 10 y 20 min después de la
muerte del toro.

- Cada bolsa escrotal se colocé dentro de bolsas plasticas selladas e identi-
ficadas y éstas a su vez se colocaron en una nevera portatil a una tempe-
ratura de 5 °C.

- Eltiempo transcurrido desde la recoleccion de los testiculos hasta el pro-
cesamiento de cada uno de ellos en el laboratorio varié entre 1 hy 5 h.

Protocolo.

Los espermatozoides epididimarios se recolectaron segin el protocolo in-
dicado por el IEGRA.

- Para la recuperacién de los espermatozoides, de cada testiculo se disec-
ciono la cola del epididimo y el conducto deferente; se retir6 la tanica va-
ginal y los vasos sanguineos con bisturi y tijera recta.

- Se localizé la zona media de la cola del epididimo y se realiz6 un corte
transversal en el lugar anterior al comienzo de la disminucion del diametro
epididimal, para obtener la mayor cantidad de espermatozoides posibles.

- Se situd la cola del epididimo en una placa de Petri y se introdujo una
aguja de calibre 22 con punta “roma” y una jeringa de 20 ml con aproxi-
madamente 10 ml del diluyente Triladyl® en el lumen del conducto defe-
rente y se perfundi6 lentamente. Las paredes del conducto deferente se
pinzaron con una pinza “mosquito” contra la aguja para evitar la pérdida
del liquido de lavado. A continuacién, se obtuvo lentamente el liquido es-
permatico epididimario por el extremo cortado de la cola del epididimo.

Lectura de resultados.

- Se determin6 el volumen recuperado del lavado de la cola del epididimo
mediante un colector graduado. El valor obtenido para el volumen seminal
resulté de la conjuncién de dos saltos sucesivos con un intervalo de 15 min.

- Se hizo la lectura de la movilidad espermatica epididimaria pasados 40
min tras la recoleccion del fluido.

- Se realiz6 la valoracion de semen de forma subjetiva segin el apartado
2.4.3.
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2.2 Procesado y congelacion de material seminal.

Una vez determinado los parametros seminales de cada eyaculado, se mezclé
el semen con el diluyente a 37 °C (Triladyl® en el caso del IEGRA y Andromed®
en el caso del CENSYRA de Badajoz).

Protocolo.

- El semen fue diluido con el volumen de medio necesario para rellenar el
ndmero de dosis calculadas. Posteriormente se trasladaron al lugar de
envasado a temperatura ambiente en un recipiente desechable.

- Serealiz6 el llenado, sellado e identificacion de las pajuelas en el interior
de una vitrina de refrigeracién a una temperatura constante de 5 °C. El
llenado de las pajuelas se hizo mecanicamente mediante succion y selladas
por ultrasonidos. La identificacion se realizé mediante una maquina co-
nectada a un ordenador de sobremesa controlado por el Programa Eas-
yCoder.

- Las pajuelas fueron colocadas en rampas aptas para la congelacién, donde
se cuentan y comprueban que estan perfectamente llenas, selladas y mar-
cadas.

- Las rampas con las dosis se colocaron en la cdmara de refrigeracion para
que la temperatura descienda de los 24 °C a los 5 °C, a razén de 0,2 - 0,3
°C/min. El periodo de equilibrado del semen fue aproximadamente de 4 h.

- En el IEGRA la congelacién se realizé con un congelador programable, si-
guiendo la curva estandar para congelacién de semen bovino de (+ 4 °C a
-10°Ca-5°C/ min; de -10 °C a -100 °C a -40 °C/min, y de -100 °C hasta -
140 °Ca-20 °C/min).

- En el CENSYRA, las dosis se congelaron en vapores de nitrégeno liquido
en un biocongelador. La temperatura de congelacién a la que se llega
suele ser de -120 °C, utilizada sobre la rampa siguiente: (+5 °C a -6 °C, &
°C/min; de -6 °C a -25 °C a -50 °C/min; de -25 °C a -100 °C a -50 °C/min; y
de -100 a-120 °C a -80 °C/min).

- Las dosis fueron sumergidas en nitrogeno liquido conservandose a -196
°C hasta su contrastacion o evaluacion definitiva.

2.3 Descongelacion de dosis seminales.
Se extrajeron las muestras del tanque de nitrégeno liquido y fueron colocadas

en hielo durante su transporte al laboratorio para conseguir una desconge-
lacion progresiva.

Li



Protocolo.

- Introducir la pajuela en el bafio maria a 37 °Cy mantener durante 45 s. si
el volumen de la pajuela es de 0,5 ml o durante 30 s. si el volumen de la
pajuela es de 0,25 ml.

- Cortar los extremos y depositar el semen en un tubo eppendorf de 1,5 ml.

2.4 Evaluacion de parametros espermaticos.

Se evaluaron los parametros clasicos seminales: el volumen (VOL) la concen-
tracion (CO), el indice de fragmentacion del ADN espermatico (IF), la movilidad
masal (MM), la movilidad individual (MI), la movilidad progresiva (MP), la calidad
del movimiento (CLM) y las anomalias morfolégicas (AM). Y tras la descongela-
cion de las pajuelas se analiz6 la movilidad individual (MID), la movilidad pro-
gresiva (MPD), las anomalias morfolégicas (AMD), y la viabilidad (V). El analisis
subjetivo del material seminal en fresco y postdescongelado de los parametros
de movilidad y morfologia, fueron realizados por una persona experimentada.

2.4.1 Volumen.

Tras la obtencién de los eyaculados de los toros, se evalu6 el volumen por
lectura directa en el tubo colector graduado de 15 ml.

2.4.2 Concentracion espermatica.

La concentracién del eyaculado, no deberd ser menor de 500 millones de
espermatozoides por ml.

- En una cubeta para espectofotometria se colocan 3,960 ml de suero fi-
siolégico y 40 pl de semen, dilucién de 1/100.

- Se homogeneiza la muestra y se coloca la cubeta con las caras transpa-
rentes en sentido del haz de luz.

- Serealiza la lectura de la absorbancia y mediante una recta de calibrado
se determina la concentracién, el volumen de diluyente que hay que afadir
al semen para obtener la concentracién deseada y el nimero de dosis
obtenida.

En el CENSYRA el niUmero de espermatozoides por dosis fue de media de 30
millones por mly el volumen de las pajuelas de 0,25 mly en el IEGRA el nG-
mero de espermatozoides por dosis fue de media de 60 millones por mly el
volumen de cada pajuela fue 0,5 ml.
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2.4.3 Movilidad espermatica.

Se colocé una gota de 5 pl de semen puro en un portaobjetos atemperado a
37 °Cy se observé en el microscopio de contraste de fase con un objetivo de
10 X. Se puntu6 la movilidad masal de 0 a 3, considerando 0, la ausencia de
movimiento y 3, ondas con movimiento muy rapido y vigoroso.

Para conocer el porcentaje de espermatozoides méviles se diluyé 250 pl de
semen en 750 pl de medio. Esta dilucion se observé con el objetivo 10 X al
microscopio de contraste de fases provisto de una pletina calentable a 37
°C. Se considera apto a partir de una movilidad individual >60 %y se consider6
bueno a partir de un 70 % de espermatozoides méviles.

La calidad del movimiento se valoré de 0 a 5 de la siguiente forma subjetiva:
0: sin movimiento, 1 o ligera ondulacién o vibracion de la cola, sin progresion,
2 o progresion lenta, incluyendo detencion y comienzo de movimiento, 3 o
movimiento progresivo continuo y moderada velocidad., 4 o movimiento
progresivo rapido, 5 0 movimiento progresivo rapido, siendo dificil seguir vi-
sualmente el movimiento de las células.

El semen se consider6 apto para el almacenamiento cuando superd una vez
descongelado el 40% de movilidad individual y una calidad del movimiento
de 3-4.

2.4.4 Analisis con Sistema CASA del eyaculado bovino.

Para realizar este analisis se utilizo el sistema CASA (Computer-Assisted
Sperm Analysis), marca ISAS® y todas la determinaciones se realizaron a 37
°C. Los programas disefiados para estos equipos incluyen una serie de para-
metros descriptores del movimiento espermatico que son comunes a todos
los sistemas CASA (Boyers y col., 1989; Farell y col., 1995).

- De la dilucién realizada para el analisis subjetivo de MI, se tom6 una ali-
cuota de 5 pl que se deposité entre cubre y porta (Tuliy col., 1992).

- Posteriormente se colocé la preparacién sobre la platina del microscopio
a 37 °Cy se procedi6 a la captura de las imagenes.

- Lageneracion de imagenes se realiz6 a través de una cdmara de video di-
gital con un ocular fotografico interpuesto de 3,3 X conectado al micros-
copio de contraste de fases y objetivo de 100 X.

- El analisis se baso en la captura de 16 imagenes fotograficas consecutivas,
tomadas a intervalos de 40 ms, de cada campo microscépico seleccionado.
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Las imagenes se digitalizaron mediante el software ISAS® de Movilidad.
2.4.5 Anomalias morfolégicas.

El estudio de las anomalias espermaticas de cada eyaculado, se realizé por
fijacion con glutaraldehido al 2 % y observacion al microscopio con un obje-
tivo de 100 X clasificAndose en normales y anormales.

2.4.6 Analisis de la fragmentacion del ADN espermatico.
2.4.6.1 Test de Dispersion de la Cromatina Espermatica.

Se ha utilizado el Kit Sperm-Halomax® Bos taurus, (Halotech SL. Madrid. Es-
pana) test que facilita la evaluacién del IF.

Preparacion del analisis.

- Encender los bafios de agua a las temperaturas de 37 °Cy 38,6 °C.
- Fundir la agarosa para realizar el microgel en un bafio a 90 °C o en el mi-
croondas.
- Unavez fundida, mantener en el bafio de agua a 37 °C.
- Rotular los eppendorf: Identificacion del toro, fecha y secuencia temporal.
* Temperatura de mantenimiento. (22 °Cy 38,6 °C).
* Descongelacion de la dosis seminal (Apartado &).
- Observar al microscopio de contraste de fases con el objetivo de 40 X (Ni-
kon) para conseguir la concentracion espermatica necesaria.
- Efectuar la dilucion de la muestra en PBS o Acromax® hasta conseguir
una CC de 1x10%c/ml.

Protocolo.

- Dividir el contenido del tubo al 50% en dos eppendorf de 0,5 ml, identifi-
cados.
* Introducir el eppendorf en el baio a 38,6 °C y mantener la secuencia
de tiempo estimada.
* Conservar el otro eppendorf a temperatura ambiente (22 °C) durante
la misma secuencia de tiempo.
- Tomar 20 pl de la dilucién. Mezclar con 50 pl de agarosa liquida.
- Pipetear 10 pl de la mezcla y depositarlo en un porta pretratado (Kit
Sperm-Halomax®) y cubrir con un cubreobjetos de 22 x22 mm.
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- Depositar el porta sobre una superficie metalica fria a 4 °C durante 5 min
para generar un microgel de agarosa y espermatozoides.

- Quitar el cubre suavemente, evitando romper o rasgar el gel.

- Depositar la muestra en una bandeja dentro de la campana de gases.
Anadir aproximadamente 10 ml de solucién de lisis (Kit Sperm-Halomax®)
durante 5 min.

- Lavar la muestra en agua destilada, durante 5 min.

- Deshidratar la muestra en una serie de alcoholes creciente durante 2 min
cada uno. (70%, 90%, 100%)

- Colocar el porta sobre una superficie horizontal con aire seco sobre papel
de filtro, durante 20 min.

- Tenir la muestra, depositando 4 ml de Gel Red en un cubre, que a conti-
nuacion colocaremos sobre el minigel.

- Observar la muestra bajo el microscopio de fluorescencia.

Lectura de resultados.

Se realiza el contaje de 500 espermatozoides por muestra, diferenciando
entre:

* Espermatozoides fragmentados: aquellos que presentan un halo alre-
dedor de la cabeza del espermatozoide formada por la difusion peri-
férica de fragmentos de cromatina.

* Espermatozoides no fragmentados: presentan pequefos halos de re-
lajacion de los bucles de ADN unidos al core central.

Una vez realizado el contaje se realizara el P: % espermatozoides (pasales) =
(Valor obtenido x 100)/500.

Este proceso se realizara hasta conseguir una fragmentacion completa, en
una secuencia de tiempo establecida para el analisis: momento de la des-
congelacion o0 h, 4 h, 24 h, 48 h, 72 h,96 h, 120 h, 144 h, 168 h, 192 h, 216
h, y 240 h.

2.4.6.2 Ensayo Cometa Neutro.
El ensayo Cometa neutro analiza la naturaleza del dafio en la molécula del

ADN, concretamente las roturas de cadena doble del ADN del ndcleo del es-
permatozoide.
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Preparacion de la muestra.

La preparacién del ensayo Cometay la descongelacion de la dosis se realizan
del mismo modo que para el analisis de fragmentacion del ADN de esper-
matozoides de toro con una variante en el Gltimo paso: Diluir [a muestra
hasta conseguir una CC de 1x10° esp/ml.

Protocolo.

- Fundir la agarosa y mantener a 37° C en un baino durante 20 min.

- Mezclar las células con la alicuota de agarosa a 37° C a una proporcién de
2:10 (v/v) y realizar el el microgel a 4 °C durante 5 min.

- Incubar la preparaciéon una primera solucion de lisis durante 30 min.

- Incubar la preparacién en una segunda solucién de lisis durante 30 min.

- Colocar la muestra en Tris-Borato-EDTA (TBE 1X) solucién buffer (0,089 M
Tris, 0,089 M acido bérico y 0,002 M EDTA) durante 10 min.

- Someter el microgel a una electroforesis con TBE 1X durante 8 min a 20 V.

- Introducir la muestra en una solucién de NaCl al 0,9%, durante 2 min.

- Inmersién del microgel en una solucién neutra (0,4 M Tris-hydrocloridio
buffer (pH 7,5) durante 5 min.

- Volver a incluir al microgel en TBE 1X durante 2 min.

- Desecar la muestra en una sucesion de etanoles al 70%, 90% y 100% du-
rante 2 min cada una.

- Transferir la muestra a una unidad de electroforesis horizontal con TBE
1X hasta un nivel de aproximadamente 2-3 mm sobre el microgel situado
en posicién horizontal, y tapar. Utilizar una corriente de 20 V continua du-
rante 8 min.

- Extraer la muestra cuidadosamente e incluirla en una solucién de NaCl al
0,9 % durante 2 min.

- Inmersién del microgel en una solucién neutra durante 5 min.

- Sumergir en etanol a 70%, 90% y 100% sucesivamente durante 2 min y secar.

- Tenir la muestra con 4 pl de Gelred sobre el microgel.

Lectura de resultados.

Observar al microscopio de fluorescencia la presencia de espermatozoides
con dispersion de fragmentos de ADN en forma de cola, lo que corrobora la
existencia de fragmentacion del nicleo de los espermatozoides. Los frag-
mentos de ADN migraron fuera del ndcleo celular hacia el anodo y formaron
una cauda o cola debido a las roturas de cadena doble en la hebra de ADN
(Ostling y Johanson, 1984) dando lugar a la apariencia de cometas uniformes
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en la muestra. La magnitud del dafio se evalu6 de acuerdo al nimero de cé-
lulas afectadas, la longitud de la colay a la intensidad de la fluorescencia de
los fragmentos (Dhawan, y col., 2009).

2.4.7 Tincion de viabilidad espermatica.

El analisis de la viabilidad espermatica determina el nimero de espermato-
zoides vivos y muertos que presenta cada muestra. Para la realizacion de
este analisis se ha utilizado el Kit comercial Duo-Vital® (Halotech S.L., Madrid.
Espana)

Protocolo.

- Diluir [a muestra de esperma a una concentracion final de 10-15 M por ml
en PBS.

- Disponer 15 pl de la dilucién obtenida en un portaobjetos limpio.

- Adadir 1 pl de fluorocromo verde y 1 pl de fluorocromo rojo (individuali-
zados en el kit) sobre la muestra que se quiere estudiar, mezclary colocar
un cubreobijetos.

Lectura de resultados.

- Observar bajo el microscopio de fluorescencia. Efectuar el contaje de al
menos 500 espermatozoides por muestra.

- Calcular el porcentaje: % espermatozoides (yiyos..) = (Valor obtenido x

100)/500.

Este proceso se realizara para cada muestra seminal tras la descongelacion
de la misma.
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Resultados

1. Caracteristicas del ADN espermatico bovino.

1.1 Verificacion del Test SCD en bovino.

El analisis de la fragmentaciéon del ADN espermatico fue realizado con el
Test SCD. Con este método, es facil identificar los espermatozoides que estan
fragmentados de los que no lo estan. Como se muestra en la Figura 243, tras
realizar el test, los espermatozoides que aparecen con un halo de cromatina
compacto, corresponden a los que presentan su ADN intacto, mientras que
aquellos que estan fragmentados aparecen con un gran halo de dispersién
de los fragmentos de ADN.

Con el fin de comprobar la eficacia técnica que va a ser utilizada, analizamos
una muestra seminal de un toro, con el Test SCD y otra técnica utilizada en
el analisis de la fragmentacion del ADN, el ensayo Cometa neutro, que provoca
la migracion de los fragmentos de ADN fuera del nucleo celular, dando lugar
a una cauda o cola, debido a las roturas de cadena doble en la hebra de ADN.

El ensayo Cometa neutro presenta una gran sensibilidad, pues los fragmentos
producidos por las roturas que se originan en el ADN nuclear, van a ser for-
zados a salir de la célula al pasar la corriente eléctrica durante la electrofo-
resis. Para realizar este experimento, utilizamos una dosis seminal criopre-
servada, para aplicar el Test SCD y el ensayo Cometa y los resultados obtenidos
fueron del 85y 87% respectivamente. Como se puede apreciar, los niveles
de fragmentacién fueron practicamente los mismos.

La Figura 11, muestra como se observa el espermatozoide tras el ensayo Co-
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meta neutro. Se muestra un espermatozoide con su ADN fragmentado, lo
que provoca la migracién de los fragmentos de ADN de izquierda a derecha.
La nube de puntos corresponde al conjunto de fragmentos que escapan de
la cabeza del espermatozoide al realizar la electroforesis.

Este resultado corrobord que no hay diferencias en funcién de la técnica
utilizada, lo cual determiné que el Test SCD permite conocer con exactitud
el IF de una dosis seminal criopreservada de toro.

Fragmentado

Figura 11. Espermatozoides fragmentados y sin fragmentar de toro de Lidia analizados por la

técnica SCD (a) y por ensayo Cometa neutro (b).
1.2 indice de fragmentacion basal del ADN espermatico bovino.

Para evaluar el indice de fragmentacion (IF) del ADN espermatico, se anali-
zaron 150 dosis seminales criopreservadas correspondientes a 118 semen-
tales de varias razas de la especie bovina con el Test SCD. La media obtenida
fue de 8,08%+6,48% (media + desviacion estandar) con un rango de variacion
de 0,67%-36,33%. Ya que los indices de fragmentacién muestran un rango
muy amplio, se clasificaron las dosis en tres grupos en funcién del porcentaje
de fragmentacién que podria afectar a su potencial fertilidad, siguiendo las
consideraciones de Rybar y col., (2004). Se establecieron tres grupos segln
el IF:inferior al 20%, entre el 20-30% y superior al 30%.

Al observar que 7 dosis seminales superaron el 20% de fragmentacién, se
realizdé de nuevo otra clasificacion en funcion de la raza: Lidia, Blanca Cacerefia
y razas especializadas (Charolais, Limousin, Holstein-Friesian) y los resultados
indicaron que las 7 muestras pertenecieron a toros de la raza Blanca Cacerena
(Figura 12).
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Figura 12. Grupos de fragmentacion del ADN espermdtico bovino en funcién de la raza
1.2.1 Correlacion entre el IF y otros parametros de calidad seminal.

En conjunto con el analisis de la fragmentacidén del ADN espermatico, se re-
alizé el seminograma en fresco (volumen, concentraciéon, movilidad, y ano-
malias morfologicas) y postdescongelacién (movilidad, anomalias morfol6-
gicas, y viabilidad) de los eyaculados de sementales de la raza de Lidia (N=92)
y Blanca Cacerefa, (N=40) y se realizé un estudio estadistico de correlacion.

El anélisis de calidad seminal de los eyaculados de la raza de Lidia se efectué
de forma subjetiva y los de la raza Blanca Cacerena con el sistema CASA. No
se consideraron diferencias en los resultados en funcién del tipo de valora-
cién, porque la evaluacion subjetiva fue realizada por un técnico con expe-
riencia.

Tras el analisis estadistico, los resultados indicaron que el IF se correlacioné
significativamente de forma positiva (Rho, P<0,05) con la movilidad masal y
de forma negativa con las anomalias morfoldgicas y la viabilidad postdes-
congelacion (Tabla 2).
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Tabla 2. Correlaciones de los pardmetros espermdticos analizados en fresco y postdescongela-

ciént.
IF VoL cc MM Mi MP CLM AM MID MPD AMD
VoL 0,101
cc -0,085 -0,310**
MM 0,211* 0,048 0,269**
M -0,039 0,153 0,265** 0,464**
MP -0176 0,088 0,341** 0,339** 0,672*
(LM 0,028 -0,143 0,113 0,234 0,743**
AM -0,287** -0,116 0,295** 0,102 0,283** 0,398**
MID -016 0,113 0,038 0,292** 0,346** 0335 0302 0,052
MPD -0,15 0,451* 0,09 0,342** 0,759** 0,631** 0,145 0,503**
AMD -0,101 0,094 0,093 0091 0,149 0433 0,980 0,149 0,166
Vv -0,602** -0,098 0-261 -0,085 0,087 0,268 0,29 0374 0,206 0,247

La correlacién Rho de Spearman es significativa * al nivel 0,05 (bilateral) ** al nivel 0,01 (bilateral).

{ndice de fragmentacion (IF,%) volumen (VOL, ml), concentracion (CC,x10° esp/ml), anomalias
morfolégicas (AM, %), movilidad progresiva (MP, %), movilidad individual (Ml, %), movilidad masal
(MM, 0-3), movilidad progresiva postdescongelacion (MPD, %), movilidad individual postdescon-
gelacion (MID,%), calidad de movimiento espermdtico (CLM, 0-5), anomalias morfoldgicas pos-

tdescongelacion (AMD, %) y viabilidad postdescongelacion (V, %).

El volumen del eyaculado, se correlacioné significativamente de forma ne-
gativa (Rho, P<0,01) con la concentracion y de forma positiva con la movilidad
progresiva postdescongelacién. La concentracion, se correlacioné significa-
tivamente de forma positiva (Rho, P<0,01) con la movilidad masal, individual,
progresiva y las anomalias morfolégicas. Los parametros de movilidad es-
permatica se relacionaron entre si de la siguiente forma: la movilidad masal
se correlacion6 significativamente de forma positiva (Rho, P<0,01) con las
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movilidades individual y progresiva en fresco e individual y progresiva pos-
tdescongelacién, la movilidad individual también se correlacioné significa-
tivamente de forma positiva (Rho, P<0,05) con la movilidad progresiva, la
calidad de movimiento, las anomalias morfolégicas y con las movilidades
individual y progresiva postdescongelacion, la movilidad progresiva se co-
rrelacion6 significativamente de forma positiva (Rho, P<0,01) con las ano-
malias morfoloégicas. Y el parametro de movilidad individual espermatica,
analizado tras la descongelacion, se correlacioné significativamente de forma
positiva (Rho, P<0,01) con la movilidad progresiva postdescongelaciéony con
la viabilidad postdescongelacion (Rho, P<0,05). Por dltimo, la presencia de
anomalias morfolégicas en las dosis seminales se correlacionaron significa-
tivamente de manera positiva (Rho, P<0,01) con las anomalias morfolégicas
postdescongelacién.

2. Factores que pueden influir en la calidad seminal
de las razas de Lidia y Blanca Cacerena.

2.1 Raza bovina.

Tras los resultados descritos en el apartado 1.2 se comprob6 que existen di-
ferencias significativas entre la raza bovina y el conjunto de parametros se-
minales analizados.

Para el IF hubo diferencias significativas (P<0,001) siendo superior en la raza
Blanca Cacerefa (N=40) con un 13,97%+9,03% (media + desviacion estandar)
dentro del rango del 2,00%-36,33%. En la raza de Lidia (N=92) se obtuvo un
6,05%+3,10%, con un rango del 0,67%-14,33%, y para el grupo de tres razas
especializadas (N=18) del 5,42%+4,20% con un rango del 1,00%-18,00%.
También la raza tuvo efectos significativos (P<0,001) en el volumen del eya-
culado y las anomalias morfolégicas postdescongelacién. Los toros de las
razas especializadas produjeron un mayor volumen de semen (17 ml; N=4)
que los de la raza de Lidia (8,37 ml; N=82) y los de la raza Blanca Cacerena
(8,89 ml; N=40). Con respecto a, las anomalias morfolégicas postdesconge-
lacion, destaco la raza Blanca Cacerefa (23,39%; N=9) sobre la raza de Lidia
(10,65%; N=82) y las razas especializadas (9,00%; N=4).

El resto de parametros espermaticos (la movilidad masal, individual, pro-
gresiva, las anomalias morfolédgicas en fresco, y la movilidad individual y
progresiva postdescongelacion) no presentaron diferencias significativas en-
tre razas (P>0,05), mostrando poca variabilidad entre sementales (Tabla 3).
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Tabla 3. Pardmetros espermdticos* de eyaculados en fresco y postdescongelacion de toros de la
raza de Lidia, Blanca Cacerefia y razas especializadas.

PARAMETROS Lidia Blanca Cacerena Razas
especializadas

IF 6,05+3,10° 13,97+9,03° 5,42+4,20°
VOL 8,37+3,97° 8,89+3,83° 17,00£2,94°
cc 977,70+ 368,33  941,96% 366,72 615,00+ 199,08
MM 1,68+0,93 1,75+,50
Mi 73,31+11,75 76,60+6,73 77,50+8,66
MP 68,41+11,36 - 70,00+8,17
CLM - 3,74%0,39 -

AM 10,55+2,85 - 9,00+0,82
MID 34,17+11,49 37,13+7,50 32,50+15,55
MPD 64,69+16,39 - 57,50+32,02
AMD 10,65+3,07° 23,39+7,72° 9,00+0,82°

Superindices distintos en la misma fila indican diferencias significativas, Student-Newman-Keuls
%b p<0,001; Los valores son la media + SD.

!indice de fragmentacién (IF, %) volumen (VOL, ml), concentracién (CC, x10° esp/ml) anomalias
morfolégicas (AM, %), movilidad progresiva (MP, %) movilidad individual (Ml, %) movilidad masal
(MM, 0-3) movilidad progresiva postdescongelacién (MPD, %) movilidad individual postdescon-
gelacién (MID, %) calidad del movimiento espermadtico (CLM, 0-5), y anomalias morfoldgicas

postdescongelacién (AMD, %).

Tras el analisis del conjunto de parametros seminales en funcién de la raza, se
observaron diferencias con respecto al volumen seminal, el IF y las anomalias
morfolégicas postdescongelacion, destacando los toros de la raza Blanca Ca-
cerena con los niveles mas elevados en los dos Ultimos parametros descritos.
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2.2 Método de extraccion utilizado.

2.2.1 Extraccion seminal por vagina artificial frente a electroeyaculacion
en la raza Blanca Cacerena.

Otro de los factores que pueden influir en la calidad seminal de un eyaculado,
es el método de extraccion seminal utilizado. Para su andlisis, se realizé una
extraccion con vagina artificial y otra por electroeyaculacién al mismo toro
(N=6) de la raza Blanca Cacerefna con un intervalo de tiempo entre cada ex-
traccion de 7 dias. Los resultados mostraron que los eyaculados obtenidos
no presentaron diferencias significativas (P>0,05) con respecto al IF y el resto
de parametros espermaticos analizados: el volumen, la concentracién, la
movilidad masal e individual en fresco y postdescongelacién, la movilidad
individual, las anomalias morfolédgicas y el movimiento de los espermato-
zoides: estaticos, lentos, medios y rapidos progresivos (Tabla 4).

Tabla 4. Comparativa de los pardmetros espermaticos’ de eyaculados en fresco y postdescon-

gelacion analizados tras la extraccion con vagina artificial y por electroeyaculacién.

Método de extraccion

PARAMETROS Electroeyaculacion Vagina Artificial
IF 8,50+3,23 9,3915,39
VOL 11,42+3,77 12,75+2,82
Ccc 561,67+193,81 692,75+290,07
MM 1,88+0,21 1,71+0,46
MI 76,67+4,08 73,00+5,09
MID 37,50+8,80 41,67+4,08
E 12,45+4,01 15,72+6,67
L 2,25+1,85 1,15+0,55
M 10,28+7,42 4,03+3,00
RP 73,30+5,94 75,25+6,59
AMD 28,17+11,09 21,00+5,06

!ndice de fragmentacién (IF, %), volumen (VOL, ml), concentracién (CC, x10° esp/ml), movilidad
individual (Ml, %), movilidad individual postdescongelacion (MID, %), espermatozoides estdticos
(E, %), lentos (L, %), medios (M, %) y rdpidos progresivos (RP, %), anomalias morfolégicas pos-

tdescongelacion (AMD, %). Los valores son la media + SD.
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Los resultados obtenidos indican que el método de extraccién (vagina arti-
ficial y electroeyaculacién) no influye en la fragmentacion del ADN esperma-
tico ni en el resto de parametros de calidad seminal analizados.

2.2.2 Extraccion seminal postmértem en la raza de Lidia.

Este método de obtencion espermatica, se utiliza en situaciones concretas,
como es el caso de la raza de Lidia, cuando el toro demuestra buenas carac-
teristicas etologicas durante su lidia en la plaza. Para valorar su efecto, se
analizaron las caracteristicas seminales tras realizar la extraccién postmdrtem
(N=10) y por electroeyaculacién (N=74) a diferentes toros de Lidia, encon-
trandose diferencias significativas (P<0,001) para el IF, el volumen, la con-
centracion, las movilidades masal, individual, progresiva y (P<0,05) progresiva
postdescongelacién y una tendencia positiva (P<0,07) con la viabilidad pos-
tdescongelacion (Tabla 5).

Al observar los datos obtenidos de los eyaculados extraidos postmdrtem, los
valores fueron mas bajos para el IF (2,90% vs. 6,46 %), el volumen (4,00 ml
vs. 14,05 ml), la movilidad masal (0,00 vs. 1,89), la movilidad individual
(60,50% vs. 75,07%), la movilidad progresiva (58,33% vs. 69,66%) y también,
la movilidad progresiva postdescongelacion (52,86% vs. 66,12%) y mas ele-
vados para la concentracion espermatica (1385,88 x10° esp/ml vs. 932,97
x10®esp/ml) y la viabilidad postdescongelacién (34,71% vs. 23,09%).

El resto de parametros no presentaron significacion (P>0,05).
De los resultados se desprende que los espermatozoides obtenidos directa-
mente de la cola del epididimo o postmdrtem presentan mejores caracteris-

ticas espermaticas frente al IF, la concentraciéon y la viabilidad postdescon-
gelacién, y peores frente al volumen y los pardmetros de movilidad.
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Tabla 5. Comparativa de los pardmetros espermaticos’ de eyaculados en fresco y postdescon-

gelacion obtenidos por extraccion postmértem y por electroeyaculacion?.

Método de extraccion

PARAMETROS Postmértem Electroeyaculacion
IF 2,90+1,506° 6,46+2,963°
VOL 4,00+4,637° 14,05+6,902°
Ccc 1385,88+732,691° 932,97+279,299°
MM 0,00+0,00° 1,89+0,756°
Mi 60,50+24,994° 75,07+7,288°
MP 58,33+26,926° 69,66+7,087°
AM 11,335,339 10,452,421
MID 32,44+13,324 34,38+11,333
MPD 52,86+29,980°¢ 66,12+13,702¢
AMD 11,335,339 10,56+2,718
Vv 34,71+14,102 23,09+15,234

@b Superindices distintos en la misma fila indican diferencias significativas, Student-Newman-
Keuls * P<0,001; <9 P<0,05. Los valores son la media + SD.

!indice de fragmentacién (IF, %) volumen (VOL, ml), concentracién (CC, x10° esp/ml), movilidad
masal (MM, 0-3), movilidad individual (Mi, %), movilidad progresiva (MP, %), anomalias morfold-
gicas (AM, %), movilidad individual postdescongelacién (MID, %), movilidad progresiva postdes-
congelacién (MPD, %), anomalias morfoldgicas postdescongelacion (AMD, %) y viabilidad pos-

tdescongelacion (V, %).

2Electroeyaculacién: (N=74 en IF; N=58 en MP; N=35 en V; N=73 en VOL, CC, MM, Mi, MID, MPD, AM,
AMD). Postmértem: (N=10 en IF y en MI; N=9 en VOL, MM, MP, AM, MID, AMD; N=8 en CC; N=7 en
MPD y V).
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2.3 Edad.

Otro de los factores analizados fue la influencia de la edad en la calidad se-
minal. Se subdivide en funcién de la raza, por la particularidad que presentan
en el manejo, los toros de la raza de Lidia al alcanzar habitualmente la se-
nectud como sementales.

2.3.1 Raza de Lidia.

Con respecto a la edad de los toros de Lidia analizados, se diferenciaron 3
grupos: jovenes (< 3 anos, N=9) adultos (>3 y <8 anos, N=32) y viejos (>9
anos, N=37).

Tabla 6. Comparativa de los parametros espermdticos* en funcion de los grupos de edad en la
raza de Lidia.

PARAMETROS Joven: <3 afios Adulto: >3y <8 afios  Viejo: >9 afios
IF 4, 41+2,76° 5,27+2,212 8,04+2,97°
VOL 6,56+2,51° 8,09+3,11%° 10,34+3,64°
cc 978,89+378,04 946,97+235,80 895,15+282,04
MM 2,11+0,72 1,83+0,89 1,88+0,64
Mi 75,56+6,82 75,64+7,12 74,56+7,72
MP 72,78+9,05 69,834+,6,75 68,68+,6,89
AM 10,22+2,22 10,62+2,78 10 32+2,28
MID 40,56+11,02 36,21+12,30 31,76+9,53
MPD 72,50+8,22 65,91+13,06 66,21+13,67
AMD 10,22+2,22 10,76+2,76 10,44+2,88
\' 33,92+24 44 23,51+14,03 21,74+15,52

@bSuperindices distintos en la misma fila indican diferencias significativas (Student-Newman-
Keuls, P<0,05). Los valores son la media +SD.

!Indice de fragmentacion (IF, %) volumen (VOL, ml), concentracion (CC, x10° esp/ml), movilidad
masal (MM, 0-3), movilidad individual (Ml, %), movilidad progresiva (MP, %), anomalias morfolé-
gicas (AM, %), movilidad individual postdescongelacién (MID, %), movilidad progresiva postdes-
congelacién (MPD, %), anomalias morfoldgicas postdescongelacion (AMD, %) y viabilidad pos-
tdescongelacion (V, %).
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Tras el analisis estadistico se observaron diferencias estadisticamente sig-
nificativas (P<0,001) para el IF y (P<0,003) para el volumen seminal. Los re-
sultados indicaron que los toros jovenes y adultos presentaron un IF inferior
a los toros viejos (4,41% y 5,27% vs. 8,04%). El volumen seminal también
presenté diferencias pero en este caso, entre los toros jovenes y viejos (6,56
ml vs. 10,34 ml) sin diferencias entre jovenes y adultos (Tabla 6). Con el resto
de pardmetros seminales analizados no hubo significacion estadistica
(P>0,05).

Estos resultados indicarian que a partir de los 9 afnos de edad se produciria
un aumento del IF y el volumen seminal.

2.3.2 Raza Blanca Cacerena.

Los toros de la raza Blanca Cacereia se subdividieron en dos grupos de
edad:jovenes (<3 anos; N=32) y adultos (>3 y <8 afios; N=8), no observandose
diferencias estadisticamente significativas (P>0,05) en ningln parametro
espermatico analizado (Tabla 7).

Tabla 7. Comparativa de los pardmetros espermdticos® en funcion de los grupos de edad en la

raza Blanca Cacerefia.

PARAMETROS Jovens<3 anos Adulto>3 y <8 anos
IF 14,80+9,78 10,62+3,80
voL 8,80+3,95 9,25+3,56

Ccc 946,95+381,19 921,96+324,34
CcLM 3,77+0,37 3,63+0,48

MI 76,46+5,61 77,50+13,23
MID 37,97+7,92 33,75+4,43

!indice de fragmentacion (IF, %) volumen (VOL, ml), concentracién (CC, x10° esp/ml, calidad del
movimiento espermdtico (CLM, 0-5) movilidad individual (Ml, %), movilidad individual postdes-
congelacion (MID, %). Los valores son la media + SD.

Los resultados descritos muestran que hasta los 8 anos de edad no existe

influencia en los pardmetros espermaticos analizados en los toros de esta
raza.
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3.Dinamica de la fragmentacion del ADN
espermatico bovino

El estudio del indice de fragmentacion del ADN espermatico de un eyaculado
es un parametro importante para ver los niveles de fragmentacion de una
muestra seminal. Pero también lo es conocer la integridad de la cromatina
espermatica con el paso del tiempo.

Para ello se analizé la dindmica de fragmentacion del ADN espermatico de muestras
seminales de ganado bovino durante su incubacion a diferentes temperaturas (a
22 °C considerado como T2 ambiente y a 38,6 °C como T2 corporal de la hembra).

Para analizar el efecto temporal en el IF, se definieron doce intervalos de tiempo:
desde el momento de la descongelacién o 0 h, hasta las 240 h. (0 h, 4 h, 24 h, 48 h,
72h,96 h,120 h, 144 h,168 h, 192 h, 216 hy 240 h). Desde el punto de vista repro-
ductivo no tiene mucho interés alcanzar las 240 h de incubacién pues segln
Thomas, y col., (1998) los espermatozoides no sobreviven mas de 72 h en el tracto
reproductor de la hembra, sin embargo, conocer el nimero de horas que el esper-
matozoide de bovino necesita para alcanzar un indice de fragmentacion del 100%
es de suma importancia a la hora de comparar los diferentes eyaculados.

Para el analisis estadistico de la funcion de supervivencia del ADN espermatico
se utilizé la informacion extraida hasta las 96 h de incubacion.

3.1 Efecto de la temperatura de incubacion.

Se incubaron in vitro 92 dosis de la raza de Lidia desde el momento de la
descongelacion hasta las 240 h de incubacién a dos temperaturas diferentes
(22 °Cy 38,6 °C) para conocer el limite temporal del eyaculado con una frag-
mentacion del ADN completa o cercana al 100% (Tabla 8).

Tabla 8. Dindmica de fragmentacion del ADN espermatico de la raza de Lidia a 38,6 °Cy a 22 °C
durante 240 h de incubacion.

T? 0h 4h 24h 48 h 72h 96 h
IF 38,6 °C 6,05£3,10 15,31+18,98 24,30+26,54 38,26+31,16 55,81+34,10 72,85+31,13
IF 22 °C 6,05£3,10 10,11+11,19 15,39+17,27 21,90+22,60 40,71+30,17 60,92+30,15
T° 120 h 144 h 168 h 192 h 216 h 240 h
IF38,6°C 79,47+29,66 84,06+28,83 87,64+26,97 92,46+21,68 96,28+1540 9731+13,90
IF22°C  71,10£28,74 7757+27,07 81,92+26,75 88,02+23,07 90,59+20,81 93,52+17,39

Los valores son la media + SD.
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Al realizar las medias de los porcentajes de fragmentacién del ADN esper-
matico se observo, que el IF se increment6 desde el inicio de la incubacién
in vitro a las dos temperaturas. El IF inicial fue del 6,05%*3,10% (mediatdes-
viacién estandar) y tras 240 h de incubacion, practicamente se habian de-
gradado en su totalidad con un IF del 97,31%+13,90% a 38,6 °C y del
93,52%+17,39% a 22 °C. También se observé que tras 48 h de incubacion a
las dos temperaturas los espermatozoides habian alcanzado una fragmen-
tacion del ADN superior al 20% (T2 38,6 °C: 38,26+31,16%; T2 22 °C:
21,90+22,60%).

Conocidas las dinamicas en funcién de la temperatura de incubacion, se
calcul6 la velocidad de degradacién del ADN de los espermatozoides in vitro.
El progreso de la fragmentacion del ADN fue mas rapido entre las 0 h-48 h
de incubacion a 38,6 °C mientras que a 22 °C la velocidad se increment6 su-
bitamente a partir de las 48 h-72 h. En ambos casos a partir de las 96 h de
incubacion la velocidad se ralentiz6 y, practicamente, los resultados fueron
similares, en las dos temperaturas, hasta el final del estudio. Una vez deter-
minada la velocidad de degradacién del ADN, de las dosis incubadas, los re-
sultados fueron analizados teniendo en cuenta la clasificacion realizada por
Rybary col., (2004) que establecié que las dosis con un IF>20% podrian pre-
sentar problemas de infertilidad (Figura 13).

A la temperatura del tracto genital de la hembra (38,6 °C) se observé que
hasta las 48 h de incubacién el 53,26% (N=49) de las dosis ya habrian alcan-
zado el valor de IF>20%.

35
B IF =20% a 38,6°C

B IF Z20% a 22°C
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Figura 13. Nimero de dosis que alcanzan un IF>20% en funcion del tiempo
y la temperatura de incubacion.
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Sin embargo, a temperatura ambiente (22 °C) la degradacién mayoritaria del
ADN espermatico se produjo desde el inicio hasta las 72 h, con el 59,78%
(N=55) de las dosis incubadas con un valor de IF>20%. Por tanto, podriamos
considerar que las 48 ha 38,6 °Cy las 72 h a 22 °C es el limite temporal de es-
tabilidad del nGcleo espermatico en los toros de la raza de Lidia (Figura 13).

Se utiliz6 la funcion de supervivencia de Kaplan Meier para estudiar las dife-
rencias en la velocidad de degradacién espermatica del ADN en funcién de
la temperatura de incubacion in vitro (Figura 14). Los resultados obtenidos
indicaron la existencia de diferencias estadisticamente significativas
(P<0,001), siendo la velocidad de degradacion del ADN espermatico mas ele-
vada a temperatura corporal de la hembra (38,6 °C).
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Figura 14. Dindmicas de fragmentacion del ADN espermdtico del toro de Lidia
hasta las 96 h e incubacion a 38,6 °Cy a 22 °C.

3.1.1 Efecto de la extraccion seminal postmdrtem en la raza de Lidia.

Se realizé la dindmica de fragmentacion del ADN espermatico in vitro en 10
dosis seminales obtenidas tras realizar la extraccién postmértem por flujo
retrégado de la cola del epididimo, de este modo, podemos conocer la
posible influencia de este método de obtencién en el ADN de los esperma-
tozoides. Los resultados de los porcentajes medios de los espermatozoides
fragmentados una vez incubados a 22°Cy a 38,6 °C,a las 0, & h, 24 h, 48 h,
72 h, 96 h, se indican en la Tabla 9.

Se observo que desde el momento de la descongelacién de las dosis
(2,90%+1,50%), la fragmentacion del ADN espermatico aumenté progresiva-
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mente a las dos temperaturas, hasta degradarse practicamente por completo
a 38,6 °C (93,47%+6,54%) y presentando una estabilidad cromatinica mayor
a 22 °C(55,04%+22,46%).

Tabla 9. Dindmica de fragmentacion postmértem a 38,6 °Cy 22 °C hasta 96 h de incubacion.
T2 oh kh 24 h 48h 72h 96 h
IF 38,6 °C 2,9+1,50  20,43+18,30 50,97+26,75 69,73+26,09 81,33+24,27 93,47+6,54

IF 22 °C 2,9+1,50 10,23+8,07 22,23+12,82 31,93+21,25 38,00+21,88 55,04+22,46

Los valores son la media+SD

A continuacién, se utiliz6 la funcién de supervivencia de Kaplan Meier, para
comparar las dinamicas de fragmentacion del ADN espermatico tras la ex-
traccion postmértem, en funcion de la temperatura (Figura 15). El resultado
indicé la existencia de diferencias significativas (P<0,001), con una degrada-
cién mas rapida a 38,6 °C.
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Figura 15. Dindmicas de fragmentacién del ADN espermdtico de la raza de Lidia por extraccién

postmortem en funcién de la temperatura de incubacién a 38,6 °C y a 22 °C.

3.2 Variabilidad individual en la dinamica de fragmentacion del ADN es-
permatico de la raza de Lidia.

Realizar las dinamicas de fragmentacién el ADN espermatico en diferentes
muestras seminales pertenecientes al mismo y a diferentes individuos, nos
permite dar a conocer la posible variabilidad intra e inter-individual de la
raza de Lidia a nivel de este parametro.

Se ha observado que existe variabilidad inter-individual en los resultados de
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las dinamicas del IF. Algunas dosis mostraron un incremento mas rapido de
la inestabilidad del ADN espermatico alcanzando niveles muy elevados de
fragmentacion del ADN en tan sé6lo 4 h de incubacion (N=7) y otras, por el
contrario, fueron mas estables en el tiempo al degradarse con posterioridad
en diferentes momentos durante la incubacién hasta las 240 h.

Una vez observado que hay variabilidad inter-individual en la dindmica de
fragmentacion del ADN espermatico, se analizé la posible existencia de va-
riabilidad intra-individual. Para ello, se compararon las dinamicas de dosis
seminales obtenidas a partir de varios eyaculados de un mismo individuo
(extraidos en épocas diferentes) y por otra parte, se analizaron dos dosis
pertenecientes al mismo eyaculado de un semental.

3.2.1 Estudio comparativo de dosis seminales procedentes del mismo
eyaculado.

Se han analizado las dinamicas de fragmentacion del ADN espermatico du-
rante 96 h de incubacién in vitro a 38,6 °C de 2 dosis criopreservadas, obte-
nidas del mismo eyaculado de sementales (N=5) de la raza de Lidia.

Tras el analisis se observé que, (P>0,05) no hubo diferencias significativas
(Figura 16) a excepcién de las dosis pertenecientes al eyaculado del toro
identificado como n° 5 (P<0,001). Para verificar este resultado, se realizo la
dindmica de fragmentacion de las dos dosis, a temperatura ambiente (22
°C) no encontrandose diferencias (P>0,05) lo que indica que, pudo deberse
a un fallo en el procesado de las muestras. (Figura 17).

De los resultados se desprende que no hay varibilidad intra-individual en la di-
namica del IF, en las dosis seminales que se obtienen a partir de un eyaculado.
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Figura 16. Dindmicas de fragmentacion del ADN espermdtico de
2 dosis seminales del mismo eyaculado del toro n° 1).
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Figura 17. Dindmica de fragmentacién del ADN espermdtico de 2 dosis seminales

criopreservadas del mismo eyaculado del toro n° 4:a) a 38,6 °Cy b) a 22 °C..

3.2.2 Estudio comparativo de dosis seminales procedentes de eyaculados
diferentes del mismo semental.

Tras los resultados del apartado anterior, se han analizado las dinamicas del
IF durante 96 h de incubacién in vitro a 38,6 °C de dosis criopreservadas per-
tenecientes a eyaculados extraidos en épocas diferentes (minimo 3 meses
entre cada extraccién) de 7 toros de la raza de Lidia: 10 dosis del toro L1 (Fi-
gura 18); 8 dosis del toro L2; 5 dosis del toro L3; 2 dosis del toro L4; 2 dosis
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del toro L5; 5 dosis del toro L6 y 3 dosis del toro L7. El analisis estadistico
mostro diferencias significativas (P<0,001) en todos los casos.

Estos resultados indican que, existe variabilidad intra-individual sobre la di-
namica del IF entre eyaculados diferentes de un mismo semental (extraidos
en épocas diferentes).
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Figura 18. Dindmicas de fragmentacion del ADN espermdtico del toro L1 (10 dosis).

3.3 Estudio comparativo en dosis seminales extraidas por vagina artificial
y por electroeyaculacion.

Tras los resultados del apartado 2.2.1, se analizé la influencia del método de
extraccion utilizado, en la dindmica de fragmentacion del ADN espermatico
a partir de dosis seminales de eyaculados extraidos por vagina artificial (VA)
y electroeyaculacién (EE) al mismo toro (N=6) de la raza Blanca Cacerefa,
con un intervalo de tiempo entre cada extracciéon de 7 dias (Tabla 10).

Se realiz6 la incubacion in vitro a 38,6 °C desde el momento de la desconge-
lacién hasta las 96 h de incubacién y se observd que para las 6 dosis obteni-
das por vagina artificial el IF inicial de 9,39%+5,39% aumentd hasta el
31,83%+12,13% (mediatdesviacion estandar) y para las 6 dosis extraidas
por electroeyaculacion se obtuvo un IF inicial del 8,50%+3,23% que aumento
hasta 34,83%+16,21% (mediatdesviacion estandar).
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Tabla 10. Dindmica de fragmentacion del ADN espermdtico de dosis pertenecientes a 6 toros de
la raza Blanca Cacerena por vagina artificial (N=6) y por electroeyaculacion (N=6) a 38,6 °C.

T 0h Lh 24h 48 h 72h 96 h
VA 9,394539  14,22+517 1817+6,64 20,61+8,19 2539+10,04 31,83+12,13
EE 8,50+3,23 9,67+2,60  11,50+2,32 16,11+3,71 24,28+9,86 34,83+16,21

Los valores son la media#SD.

Se realiz6 la funcién de supervivencia Kaplan Meier para determinar el efecto
del método de extraccion, no encontrandose diferencias significativas (P>0,05)
en la dinamica de fragmentacion entre las dosis de cada toro (Figura 19).

Los resultados muestran que el método de extraccion seminal (vagina artifial
vs. electroeyaculacion) no influye en la dindmica de fragmentacién del ADN
espermatico.
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Figura 19. Dindmicas de fragmentacion del ADN espermdtico de 2 dosis seminales
criopreservadas de eyaculados extraidos por VA (N=1) y EE (N=1) de los toros BC n° 1.
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Discusion

1. Caracteristicas del ADN espermatico bovino.

1.1 Verificacion del Test SCD en bovino.

En este trabajo, se comprobd la eficacia de dos técnicas diferentes: el Test SCD
(Fernandezy col., 2007) y el ensayo Cometa neutro (Singh, y col., 1988; Slowinska
y col.,, 2008; Speit y col., 2009; Enciso y col., 2009) para analizar la fragmentacion
del ADN espermatico de ganado bovino. Ambas técnicas detectan la presencia
o no, de roturas en el ADN nuclear a través de los residuos cromatinicos que
surgen de la extraccion de las proteinas, tras completarse el proceso de lisis
(Fernandezy col., 2007; Gosalvez y col., 2013). Las dos técnicas revelan esta al-
teracion, ya sea variando la morfologia de los cometas o el tamano de los
halos en funcién del niGmero de roturas existentes en el ADN.

Los resultados indican la existencia de una asociacién directa entre los es-
permatozoides con el ADN fragmentado y la presencia de halos grandes de
dispersion de cromatina alrededor del nlcleo (Test SCD) como de cometas
de longitud variable (ensayo Cometa neutro).

La interpretacion de los resultados tras realizar el Test SCD fue sencilla, se
observaron imagenes donde los nlcleos y distribucion del ADN de cada
célula, presentaron un aspecto similar a las obtenidas en otras especies
como el verraco, el ratén o la oveja (Rodriguez y col., 2005; Enciso y col.,
2006b; Lopez-Fernandez y col., 2007). Los morfotipos nucleares con frag-
mentacion del ADN fueron muy evidentes en aquellos donde la cromatina
estaba muy degradada y por tanto, muy dispersa. El morfotipo de esta dis-
persion fue similar a la diversidad de morfologias en forma de cola de
cometa, que presento la muestra tras realizar el ensayo Cometa neutro.
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El 85% y 87% de los espermatozoides presentaron nucleos con el ADN muy
disperso alrededor de la cabeza del espermatozoide tras realizar, el Test SCD
y el ensayo Cometa neutro, respectivamente, relaciondndose ambos resul-
tados con la fragmentacién del ADN espermatico presente en la muestra
analizada. Estos mismos resultados ya se han encontrado en otras especies
de mamiferos (Cortés-Gutiérrez y col., 2008; Zee, y col., 2009; Pérez Llano y
col., 2010; Gosalvez y col., 2011a).

Ademas, se comprobd que el Test SCD identifica una clase de espermatozoi-
des caracterizados por roturas simples y/o dobles en la cadena de ADN de
dosis seminales de toro de Lidia en concordancia con otros autores (Gosalvez
y col., 2007; Martinez-Pastor y col., 2009). Se revel6 como una técnica rapida,
econdmicay de sencilla interpretacion, que sin un equipamiento laboratorial
especial y aplicando la metodologia especificada en este trabajo, es una he-
rramienta muy Gtil para complementar la evaluacién rutinaria de la calidad
seminal en bovino (Gosalvez y col., 2011¢).

1.2 indice de fragmentacion basal del ADN espermatico bovino.

El objetivo fundamental de esta tesis, es conocer mejor la calidad espermatica
del semen de ganado vacuno de Lidia. El seminograma clasico de la especie
bovina debe recoger, al menos, los siguientes pardmetros: volumen, con-
centracién, movilidad masal y progresiva, morfologia y viabilidad (Christensen
y col,, 1999). Sin embargo, en los Gltimos afos, un nuevo parametro, la frag-
mentacion del ADN espermatico, se esta teniendo en cuenta cuando habla-
mos de calidad seminal. Por ello, en primer lugar, se determiné el nivel basal
de IF medio del eyaculado de los toros muestreados.

Se utilizaron muestras criopreservadas de toros de la raza de Lidia, Blanca
Cacerefna y de razas especializadas (Charolais, Limousin, Holstein) y los re-
sultados mostraron un IF del 8,08% coincidente con Januskauskas y col.,
(2001) que utilizando la técnica SCSAy Addad y col., (2009) usando el TUNEL,
sefalaron un IF del 8,00% y 8,80%, respectivamente; y Dobrinskiy col., (1994)
y Malama'y col., (2012) que estimaron como satisfactoria una media del 7%
con SCSA.

Trabajos anteriores demostraron que existe una fuerte asociacion negativa
entre el nivel de IF y la fertilidad del toro (Ballachey y col., 1987; Bochenek y
col., 2001; Januskauskas y col., 2003; Fraser, 2004; Fatehiy col., 2005; Water-
house y col., 2006; Rybar y col., 2010; Karoui y col., 2012), y que valores ele-
vados de IF en el eyaculado del toro provocan un descenso en la fecundacion,
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la calidad embrionaria (Waterhouse y col., 2006; Rybar y col., 2010) y la ca-
pacidad de desarrollo de embriones bovinos in vitro (Evenson y Wixon, 2006;
Kasimanickam y col., 2006; D'Occhio y col., 2007; Khalifa y col., 2008). Esta
correlacion también ha sido establecida en condiciones experimentales. Fer-
nandez-Gonzalez y col., (2008) tras inducir dafio en el ADN del genoma pa-
terno de raton, demostraron una fuerte relacion entre la fragmentacién del
ADN espermatico y el desarrollo embrionario y la existencia de malforma-
ciones en los recién nacidos e incluso en las generaciones siguientes.

Dado que en nuestro estudio no se pudo relacionar el nivel de IF de las dosis
analizadas con datos de fertilidad de hembras inseminadas, fue imposible
determinar el umbral a partir del cual la fragmentacién del ADN espermatico
podria llegar a jugar un papel importante en la infertilidad bovina. Rybary
col.,, (2004) han propuesto un valor aproximado del 4% para toros fértiles
(N=31) y un 14,20% para toros subfértiles (N= 6), defendiendo que valores
de IF inferiores al 15-20% no supondrian retrocesos apreciables en la fertili-
dad, pero si los superiores al 20% que causarian un impacto negativo del
10% sobre la tasa de prefiez. Asimismo, Rybar y col., (2004) estim6 que una
dosis tendria comprometida su fertilidad con un IF>20%, mientras que Do-
brinskiy col., (1994) bajan ese valor al 13% y Bocheneky col., (2001) lo elevan
hasta un 25% de anomalias en la cromatina bovina.

En nuestro caso, aplicando las consideraciones de Rybary col., (200%4) de las
150 dosis seminales analizadas, un 95,34% % (N=143) presentaron valores
aceptables de IF (<20%) y un 4,70% (N=7) superaron ese umbral, siendo con-
sideradas como dosis con una integridad del ADN espermatico pobre. Des-
tacar el hecho de que este Gltimo grupo de dosis, pertenecen a sementales
de la raza Blanca Cacerefa, lo que indica que del total de dosis analizadas
de esta raza (N=40) un 17,50% son susceptibles de poseer un bajo potencial
de fertilidad, lo que podria explicarse por la escasez de sementales disponi-
bles y los altos niveles de consanguinidad de la raza (Bartolomé y Garcia,
1998; Caleroy col., 2007) que obliga a aceptar como reproductores animales
de calidad seminal dudosa (Apartado Introduccion 2.4).

Comparando los niveles de fragmentacion basal obtenidos en ganado bovino,
con otras especies ganaderas, podemos comprobar la existencia de diferen-
cias inter-especificas. Asi, con respecto al morueco, otra especie rumiante,
se observé que éste presenta un IF basal similar al obtenido en este estudio.
Los resultados de Gosalvez y col., (2008) mostraron una media de IF del
6,40+7,90% (N=113); Enciso y col., (2009) obtuvo un IF de 5,94+0,77% (N=70),
similar a Lopez-Fernandez y col., (2008a) que indicaron un IF inferior al 5%
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en la mayoria de los individuos analizados (N=25) y Enciso (2010) utilizando
dos técnicas diferentes en 20 individuos obtuvieron un 7,26%+2,19% con el
Test SCD y un 8,06%+2,01% con el ensayo ISNT (N=20). Sin embargo, Garcia-
Macias y col., (2006) encontraron un IF basal mas bajo para el morueco
(1,80%+0,40%; N=17).

Por otro lado, los valores basales descritos de IF en el verraco son inferiores
al toro, del 5% (Martinez, 2005; Boe-Hansen y col., 2005; Pérez-Llano y col.,
2006; Lopez-Fernandez y col., 2008b) o del 6%, como maximo (Didion y col.,
2009). Otros autores incluso han bajado esa cifra al 2,1% (Enciso y col,,
2006b, 2009), situando el umbral de riesgo para la fertilidad del verraco en
un IF maximo del 8% (Rybar y col., 2004; Lépez-Fernandez y col., 2008a; L6-
pez-Fernandez y col., 2008b), bastante inferior al del toro.

En la bibliografia existente sobre sementales equinos, se observé que poseen
una tasa basal de IF mas alta que el resto. Morrel y col., (2008) establecieron
un rango del 4,80%-19,00% (N=37) y Enciso (2010), utilizando las técnicas
SCDy el ISNT, obtuvo un 10,35%+1,95% y un 11,11%+2,27%, respectivamente,
sobre una muestra de 19 ejemplares. Estos valores son similares a los obte-
nidos por Lopez-Fernandez y col., (2007), que obtuvieron un IF del
14,20%+8,80% (N=23) y Cortés-Gutiérrez y col. (2007) que obtuvieron un
13,00%+6,05% (N=4) en caballo y un 12,25%+7,41% (N=4) en burros de raza
Zamorano-Leonesa. Al ano siguiente, estos mismos autores encontraron re-
sultados mas elevados en 20 burros de la misma raza: un IF del
18,20%+14,77% aplicando la técnica SCDy un 22,00%+19,34% con el Ensayo
Cometa (Cortés-Gutiérrez y col., 2008). Con respecto al umbral fértil en esta
especie, Love y Kennedy (2005) asociaron un 25% de anomalias en la cro-
matina espermatica con una baja fertilidad.

Desde el punto de vista de la fragmentacion del ADN nuclear, las diferencias
inter-especie podrian asociarse a las variaciones especificas existentes en
las condiciones de desproteinizacion del ADN espermatico, ya que cada es-
pecie posee diferentes tipos y proporciones de protaminas en su cromatina
espermatica (Ausié y col., 2007). Ademas, en cada especie, el proceso de
maduracion de los espermatozoides a través del epididimo tiene unas ca-
racteristicas propias que incluye, el lugar del epididimo donde sucede la
condensacién principal de la cromatina (Golany col., 1996).

Por otro lado, desde un punto de vista zootécnico, la seleccién de los se-
mentales es diferente en cada especie. En el verraco se viene realizando sis-
tematicamente tanto por calidad seminal como fertilidad. Asi, antes de ser
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aprobado como futuro reproductor, debe cumplir con unos requerimientos
sanitarios y ademas tener una buena aptitud para la extraccién de semen,
una buena calidad seminal y presentar valores 6ptimos de los indices de
fertilidad. En el caso del morueco, debe ser mejorante del rebano que se
desea inseminar, por lo que es necesario conocer el nivel genético del indi-
viduo y su proporcion en los descendientes. Frente a estos procedimientos,
la seleccion de semental en los equinos se realiza por aptitud y conformacién,
nunca por fertilidad, situacién similar a lo que ocurre en las razas bovinas
de extensivo analizadas en este estudio, donde las caracteristicas morfol6-
gicas y genéticas se anteponen al potencial fértil del animal.

A pesar de ello, la eficiencia reproductiva o fertilidad del toro es uno de los
principales factores a tener en cuenta en las ganaderias de extensivo, pues
la reproduccion es un factor clave que condiciona sobremanera la produccién
final del rebano y la rentabilidad econ6mica de toda la explotacion. La tasa
de prefiez por monta natural en estos rebafos oscila entre un 50%-65% y
depende, casi exclusivamente, de la calidad y capacidad funcional del es-
perma del macho. Teniendo en cuenta esta influencia y que el 4,70% de las
dosis analizadas en este trabajo presentaron un IF mas elevado de lo normal
(IF>20%), se recomienda la incorporacion del IF como un parametro com-
plementario a incorporar al panel de pruebas rutinarias de calidad seminal
que se analizan en toros con un proposito reproductivo.

1.2.1 Correlacion entre el IF y otros parametros de calidad seminal.

Segln lo descrito en el apartado anterior, no cabe duda de que la fragmen-
tacion del ADN espermatico guarda relacion con la capacidad de fertilizacion
de los machos. Sin embargo, un aspecto interesante es comprobar si este
parametro presenta algun tipo de correlacién con los analizados en el es-
permiograma clasico.

Algunos estudios previos consideran la fragmentacion del ADN como un
marcador independiente de los valores estandar incluidos en un espermio-
grama (Ziniy col., 2001; Evenson y col., 2002; Pérez-Llano y col., 2006). Otros,
sin embargo, establecen distintos niveles de correlacién entre algunos para-
metros de calidad seminal (volumen, movilidad, velocidad, morfologia, via-
bilidad) y el IF (Ballachey y col., 1988; Giwercman y col., 2003; Januskauskas
y col,, 2003; Kasimanickam y col., 2006; Khalifa y col., 2008; Addad, 2009;
Nava-Trujillo y col., 2011; Nagy y col., 2013).

No debe sorprender esta variabilidad, pues existen muchos factores que in-
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fluyen sobre los resultados. Por ejemplo, el alto grado de variacion biolégica
existente en el anlisis seminal, tanto inter como intra laboratorial (Alvarez y
col., 2003), por la aplicacién de diferentes técnicas de analisis, sobre pobla-
ciones de individuos no homogéneos y porque a nivel individual el dano en el
ADN puede originarse tanto por factores testiculares como extratesticulares.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican correlaciones entre el IF
(P<0,05) y tres parametros espermaticos: movilidad masal, anomalias mor-
folégicas y viabilidad espermatica postdescongelacion.

De todos los parametros de movilidad analizados, Gnicamente se encontré
correlacién positiva muy baja (Rho, P<0,05) entre el IF y la movilidad masal,
coincidiendo con Addad (2009) y difiriendo de otros autores que si la en-
contraron (Ballachey y col., 1988; Peris y col., 2004; Nava-trujillo y col., 2011,
Nagy y col., 2013). Algunos, incluso, describen una correlacién Unica entre el
dano del ADN espermatico y la movilidad (Gandini y col., 2000, Giwerman y
col., 2003).

Entre las anomalias morfolégicas de los espermatozoides y el IF existe
una correlacién baja de signo negativo (Rho, P<0,05), y, como en el caso
anterior, existen estudios que revelan una fuerte asociacién entre la mor-
fologia y la integridad de la cromatina espermatica en el toro (Ballachey y
col., 1987; Dobrinski y col., 1994; Karabinus y col., 1997; Ostermaier 2001,
Rybar y col.,, 2010; Enciso y col., 2011a; Nagy y col., 2013). En concreto,
fueron asociadas las formas dobles, cabezas de base estrecha, cabezas
pequenas, cola corta y gota citoplasmatica proximal, a espermatozoides
con el ADN fragmentado (Enciso y col., 2011a). Otros opinan lo contrario,
sugiriendo que dicha relacién no es consistente y atribuyendo sus resulta-
dos al hecho de que las alteraciones en la cromatina no tienen que ir ne-
cesariamente asociadas a las alteraciones morfologicas (Giwercman y col.,
2003; Beletti y col., 2005; Addad, 2009).

Tanto las anomalias morfol6gicas como el dano en el ADN pueden desenca-
denarse en la espermatogénesis, cuando se produce el cambio de histonas
por protaminas mediante enzimas que cortan y ligan el ADN para que se
produzca su torsion. Fallos en la reparacion de esas roturas pueden causar
una maduracién incompleta de la cromatina dando lugar a anomalias mor-
fologicas (Marcon y Boissonneault, 2004). El exceso de ROS generado por
unainfeccién, una respuesta inflamatoria o la presencia de espermatozoides
inmaduros con una excesiva retencion citoplasmatica provocan anomalias
morfolégicas (Agarwall y col., 2003). Y con respecto a la apoptosis celular, se
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ha comprobado que, las cadenas rotas presentes en los espermatozoides
con anomalias morfologicas fueron analogas a las existentes en las células
somaticas con este fenémeno (Gorcyca y col., 1993).

El IF también se correlaciona de forma moderada y negativa (Rho, P<0,05)
con los espermatozoides viables postdescongelacion. Esta relacion ha sido
descrita con frecuencia en la bibliografia (Ballachey y col., 1988; Januskauskas
y col., 2003; Beletti y Mello, 2004; Peris y col., 2004; Nava-Trujillo y col., 2011).
En contraposicion, otros autores no encontraron esa correlacion (Karabinus
y col., 1991; Addad, 2009; Enciso, 2010), sugiriendo como posible explicacion
que ni todos los espermatozoides inviables contenian ADN fragmentado ni
todos los espermatozoides viables estarian libres de dano en el ADN. Esta
hipotesis fue corroborada en un estudio realizado con esperma sexado de
toro (Gosalvez y col., 2011c), concluyendo, por tanto, que ambos parametros
tendrian comportamientos independientes (Gosalvez y col., 2009).

Independientemente de las relaciones fisioldgicas, esta diversidad de resul-
tados podria guardar relacién con, la inexistencia de un sistema de clasifica-
cién homogéneo (Barth y Oko, 1989; Saacke, 1990), el tipo de valoracion re-
alizada por los técnicos (Garcia-Macias y col., 2007) e incluso por el propio
analisis de las anomalias morfolégicas y del IF, que, como indicaron Enciso
y col., (2011a), se realiza en la misma muestra de semen pero no en la misma
célula espermatica (al no encontrarse esta relacion en el eyaculado del toro,
pero si, en el subgrupo de espermatozoides que contenian un elevado por-
centaje de IF).

Se sugiere que, la movilidad masal, anomalias morfolégicas y viabilidad pos-
tdescongelacién podrian estar relacionadas con el IF, pero no ser concomi-
tantes, esto es, se consideraria al IF como un pardmetro independiente de la
evaluacién espermaticay, por tanto, un espermatozoide aparentemente nor-
mal podria tener el ADN fragmentado y presentar problemas en la fertilizacion.
Queda claro que, a excepcion de la viabilidad espermatica postdescongela-
cién, nuestros resultados indican una baja correlacién con los parametros
estudiados en el seminograma clasico, de ahi que sea de suma importancia
incluir el estudio de los niveles de fragmentacion espermaticos como infor-
maciéon complementaria a la obtenida en el resto de parametros. El analisis
de semeny la evaluacion de la fragmentacion del ADN miden aspectos dife-
rentes pero complementarios de la capacidad fertilizante de los espermato-
zoides, con lo cual no deberia obviarse su evaluaciéon pues concede mayor
fiabilidad a la decision final sobre la utilidad o no de los eyaculados.

77



2. Factores que pueden influir en la calidad seminal
de las razas de Lidia y Blanca Cacerena.

2.1 Raza bovina.

Al analizar los resultados de los espermiogramas en funcién de la raza de
procedencia -raza de Lidia (RL), Blanca Cacerefia (RB) y razas especializadas
(RE)-, encontramos diferencias significativas entre los 3 grupos de razas para
el volumen, IF y anomalias morfolégicas post descongelacion.

Con respecto al IF, la RB (13,97%+9,03%) se diferenci6 significativamente
(P<0,001) de la RL (6,05%+*3,10%) y RE (5,42%+4,20%). Sin embargo, Rybar y
col., (2010) estudiaron los niveles de IF entre las razas lecheras Czech Spotted
y Holstein, no encontrando diferencias significativas (5,30%+3,70%). Este re-
sultado puede explicarse porque el método de seleccion de los sementales
suministradores de dosis seminales de alto valor comercial de las razas le-
cheras citadas, es totalmente diferente al de las razas vacunas extensivas de
este estudio, que, ademas, presentan singularidades de seleccion del se-
mental muy concretas en el caso de la RLy la RB (Introduccién:1.4 y 2.4). De
hecho, a la RB pertenecen los ejemplares con los valores de IF mas elevados
de todo el estudio.

Sin embargo, los resultados obtenidos para la RB no difirieron demasiado de
los obtenidos por Enciso y col., (2011a) en dosis congeladas de la raza Hols-
tein-Friesian (N=17) usando dos técnicas de analisis diferentes: 11,35%+2,81%
(SCD)y 12,18%%*2,90% (ISNT); ni del indicado por Fernandez-Santos (2009) que
estimo un IF basal del 11,70%+0,50% (N=3) en la misma raza.

Esta similitud en el IF entre los resultados obtenidos por otros autores en
Hosltein y la RB podrian estar relacionados con problemas derivados de la
endogamia, que provoca un impacto negativo en la fertilidad y mayor inci-
dencia de fallos reproductivos, descritos ambos tanto en la RB como en
Holstein (Bartolomé y Garcia, 1992; Calera y col., 2007; Parland y col., 2007).

Otros autores, han descrito valores similares a la RLy RE como Rybar y col.,
(2004, 2010), que obtuvieron un IF del 5,70+4,40% (1,50%-20,80%) en la raza
Simmental (N=37) y 5 afios después en dos razas lecheras (Czech Spotted y
Holstein) un 5,30%%+3,70% (1,60%-20,8%) (N=47).

También Waterhouse y col., (2010) obtuvieron en las razas Holstein (N=20) y
Norwegian Red (N=20) una media de IF del 5,10%+2,30% y 5,70%+4,00%,
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respectivamente. Similares a los descritos por Nava-Trujillo y col., (2011) en
toros de la raza Brahman que encontraron un 4,17%+2,96% (N=6); mientras
que, Addad (2009) en toros de la raza Nelore hallé valores algo mas elevados:
8,80+3,80% (N=46), al igual que Januskauskas y col., (2001), con un 8,00+1,60%
(N=20) en la raza Swedish Red and White. Sin embargo, dos afios mas tarde,
estos Ultimos autores obtuvieron en la misma raza un IF inferior: 2,60%+1,55%
(1,17%-7,50%, N=18), sin ofrecer una explicacién concluyente de la diferencia
de resultados.

Para la RL también se han publicado valores medios del IF inferiores al 2%
(Martinez-Pastor y col., 2009), posiblemente debidos al bajo niUmero de
muestras analizadas (N=3), ya que en nuestros resultados, un porcentaje de
las dosis de esta raza también mostraron esos niveles.

Otros autores encontraron también bajos niveles basales de IF en otras razas
bovinas como la Swedish Red and White con un rango de IF del 0,50%-3,60%
(N=6), la Estonian-Holstein con un 0,40%-1,80% (N=6) (Hallap y col., 2004);
la Nelore con un 1,60%+1,70%, (Silva y col,, 2002) y la “Swamp buffalo” o
bufalo del pantano con un IF<3% en un rango del 0,19%-7,92% (N=18) (Ko-
onjaenaky col., 2007).

De todo lo anterior se infiere que la influencia del factor raza sobre el IF es
indudable, presentando ademas una alta variabilidad que oscila entre el
1,06% de la raza Nelore (Silva y col., 2002) y el 13,97% de la RB de este
estudio. Esta variabilidad puede guardar relacién con la gran amplitud por-
centual de gametos con cromatina fragmentada que presentan los individuos
incluso dentro de una misma raza, hipétesis ya planteada por otros autores
(Gillany col., 2008; Khalifa y col., 2008; Waterhouse y col., 2010).

En nuestro estudio la RB presenté el rango mas amplio (2,00%-36,33%), si-
milar al descrito en 8 toros de razas diferentes (1,20%-23,80%) por Bochenek
y col.,, (2001) y en la raza Simmental (1,60%-20,80%) por Rybary col., (2010).

Respecto al resto de parametros seminales, sefialar que se encontraron di-
ferencias significativas (P<0,001) tanto en el volumen seminal como en la
presencia de anomalias morfolégicas postdescongelacion entre las tres razas
estudiadas, estableciéndose paralelismos y diferencias con otras razas au-
toctonas espaiolas criadas en condiciones extensivas similares.

Al valorar el volumen seminal, se observaron diferencias entre los toros de
la RE (17 ml) y el resto, ya que practicamente duplicaron el volumen obtenido
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de los toros RL (8,37 ml) y RB (8,89 ml). Este resultado podria deberse a las
diferencias raciales morfolégicas existentes entre ellos, ya que los toros RE,
debido a la fuerte presién de seleccién a la que son sometidos son de mayor
envergadura, poseen una circunferencia y un volumen escrotal mucho mayor
y ello conlleva una mayor secrecién de fluidos del epididimo, glandulas ac-
cesorias y parénquima testicular.

Nuestros resultados fueron ligeramente inferiores a los obtenidos en otras
razas autéctonas (Alistana-Sanabresa, Vianesa, Cachena, Caldelana, Sayaguesa
y Marismena) en las que se han descrito volimenes comprendidos entre
9,37 mly 11,26 ml (Sanchez-Garcia y col., 1992; Vallecillo, 2011) pero, fueron
superiores a los indicados para las razas Asturiana de los Valles (5,00 ml) y
Rubia Gallega, con un rango de 5,69-6,29 ml (Muifo y col., 2006 y 2009).

La concentracion espermatica obtenida en la RL, RB y RE (0,98x10°, 0,94x10°
y 0,62x10° respectivamente) fue inferior a |a de otras razas autéctonas: Via-
nesa: 1,15-1,37x10° Sayaguesa: 1,37x10° Caldelana: 1,41x10° Cachena:
1,44x10°(Sanchez-Garcia y col., 1992), Marismena: 1,23x10° (Vallecillo, 2011),
Asturiana de los Valles: 1,17x10° y Rubia Gallega: 1,30x10° (Muifio y col,
2006, 2009).

Los resultados de movilidad masal en la RLy RE fueron practicamente idén-
ticos (1,68 y 1,75, respectivamente) pero no se pudieron realizar compara-
ciones porque la medicién se realizé de forma diferente (escala 0-3) a la uti-
lizada en otros estudios. Sin embargo, la valoracion realizada en la RB (3,74)
fue con escala de 0-5, obteniéndose resultados similares a la raza Marismefa
(3,64) y un mejor comportamiento que en otras razas (Vianesa: 2,52; Saya-
guesa: 2,59; Caldelana: 2,45; Cachena: 2,25).

Para el resto de parametros que implican movimiento (Ml y MP), tanto la RL
como la RB estuvieron por debajo de los sefalados por Muifio y col., (2009)
para la Asturiana de los Valles (MP =94,70%) pero de forma subjetiva, pre-
sentaron una densidad seminal similar a la Frisona (78%) y Rubia Gallega
(83%) (Muino y col., 2006). Sin embargo, los resultados de MP tras la descon-
gelacién de las dosis, fueron inferiores, del 57,28% en Frisona y del 58,35%
en Rubia Gallega (Muifio y col., 2006), comportandose del mismo modo que
en la RE pero inferiores a la RL.

Si hubo diferencias (P<0,001) para las anomalias morfolégicas postdescon-
gelacion encontradas en los tres grupos de razas estudiadas, en concreto, el
valor para la RB (23,39%) fue muy superior al de RL (10,55%) y RE (9%),
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cercano al limite maximo del 30% de anomalias en un eyaculado normal
con buena capacidad fertilizante. Sin embargo, la RL y RE tuvieron valores
similares a los indicados para las razas Asturiana de los Valles con un 9,7%
(Muino y col., 2009) y Marismefa con el 9% (Vallecillo, 2011), ambas razas
autoctonas explotadas también en régimen extensivo.

Si observamos con detalle el patrén de viabilidad obtenida tras la desconge-
lacion, en las dosis de RL, apreciamos que los resultados fueron aceptables,
corroborando de nuevo, la criorresistencia de las dosis seminales de toro
sefalada por Slowinska y col. (2008), ya que, se obtuvo una viabilidad del
15,88%-23,77% (rango: 2,33%-61%), con una amplitud mayor pero similar a
la descrita por Addad (2009) con un rango del 25%-50%.

De acuerdo con nuestros resultados, se podria afirmar que las caracteristicas
seminales, |a calidad y la produccion espermatica de los toros RL, RB y RE se
encuentran dentro de los rangos publicados por otros autores, para el resto
de razas autdctonas espafolas citadas. Tan sé6lo se aprecian diferencias al
alza, en algunos parametros cuantitativos para las RE como el volumen de
eyaculado, y para la RB en los pardmetros de calidad seminal, IF y anomalias
morfolégicas postdescongelacion, que podrian explicarse por los escasos
efectivos con los que cuenta esta raza y, consecuentemente, por el alto nivel
de consanguinidad que soporta (Bartolomé y Garcia, 1998).

A pesar de la escasa bibliografia disponible al respecto, algunos autores opi-
nan que la consanguinidad esta altamente correlacionada con algunos de-
fectos genéticos espermaticos, como la movilidad, la morfologia y la des-
condensacién de la cromatina (Baccetti y col., 2001; Latini y col., 2004; Van
Eldik y col., 2006). En el caso concreto de la RB, podria asociarse con un
componente genético (Salisbury y Baker, 1966; Barth y Oko, 1989; Chandlery
Adkiston 1990; Chenoweth, 2005) o por la asociacion establecida entre la
presencia de anomalias morfolégicas en el eyaculado del toro y diferentes
grados de consanguinidad (Baccettiy col., 2001; Van Eldik y col., 2006). Esto
podria explicar el elevado porcentaje de IF y anomalias morfolégicas tras la
descongelacién que se ha detectado en los sementales de esta raza, y que
sobradamente justificaria la necesidad de practicar un espermiograma com-
pleto a todas las muestras seminales almacenadas en el banco de germo-
plasma de la RB y conservar solamente aquellas pertenecientes a toros con
caracteristicas espermaticas aceptables.

En definitiva, la identificacion y seleccion de toros sanos, con unas caracte-
risticas reproductivas 6ptimas, incluido el mantenimiento de la integridad
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de su ADN espermatico, se considera un factor clave para el desarrollo futuro
de la ganaderia bovina extensiva y de vital importancia para el mantenimiento
y conservacion de la diversidad ganadera. Para lograr este objetivo, incorporar
el analisis del IF a las pruebas tradicionales de calidad seminal supondria
crear un instrumento muy valioso para ejecutar con éxito el plan de IA que
poco a poco se va instaurando en las explotaciones, ya que se perfeccionaria
la seleccion de reproductores, descartando aquellas dosis seminales con
altos niveles de defectos en el esperma, y se conseguiria una mayor eficacia
en la aplicacién de esta técnica de reproduccion asistida, a la vez que se po-
tencian todas sus ventajas en la explotacion (mejora genética rapida, incre-
mento rentabilidad, etc.).

2.2 Método de extraccion utilizado.

2.2.1 Extraccion seminal por vagina artificial frente a la electroeyacula-
cion en la raza Blanca Cacereia.

No se encontraron diferencias en el analisis de calidad seminal en fresco y
postdescongelacién, tras realizar dos colectas seminales, una por vagina ar-
tificial (VA), y otra por electroeyaculacion (EE) a los mismos toros de la raza
Blanca Cacerefa.

No hubo diferencias significativas (P>0,05) en el IF, el volumen, la concen-
tracién y en los parametros de movilidad espermatica, dato que concuerda
con Palmer (2005), que no hall6 diferencias ni en el volumen (VA: 11,42 ml
vs. EE: 12,75 ml), ni en la concentracion espermatica (VA: 561,67x10°esp/ml
vs. EE: 692,75%x10° esp/ml) y Jiménez-Rabadan (2013) en la raza ovina Man-
chega, tampoco hall6 diferencias en el volumen, en funcién del método.

Sin embargo este mismo autor, (Jiménez Rabadan, 2013) en otra especie, la
cabra Blanca Celtibérica, si encontr6 diferencias en el volumen y concentra-
cién espermatica (VOL: VA 1,10 ml vs. EE 2,00 mly CC: VA 2487,20x10° esp/ml
vs. EE 1163,00%x10° esp/ml). En concordancia, con otros autores que en bo-
vino, también las hallaron, tales como Austin y col., (1961) (VOL: VA 2,80 ml
vs EE 6,30 ml y CC: 625%x10° esp/ml vs. 299x10° esp/ml), Parpanov (2000)
(VOL: VA: 3,10 ml vs EE: 6,40 ml y una CC de VA: 121x10° esp/ml vs. EE:
71,60x10° esp/ml), Brogliatti y col., (2004) (CC: VA 1067,10x10° esp/ml vs.
789,20x10°esp/ml).

Las diferencias descritas, podrian explicarse porque la estimulacién eléctrica
provocada por la EE incrementa la secrecion de plasma seminal por las glan-
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dulas sexuales accesorias, aumentando el volumen y por ende, disminuyendo
la concentracion espermatica. Estos fluidos no deben recogerse al realizar
esta practica. Es también importante recordar que muchos factores pueden
afectar la concentracion y el volumen de las muestras seminales haciendo
poco fiables estas caracteristicas para la evaluacién de calidad seminal
(Barth, 2000).

Tampoco hubo diferencias significativas en el porcentaje de espermatozoides
moviles (VA: 76,67% vs. EE: 73,00%) en concordancia con lo descrito por
Austin y col., (1961) (VA: 64,00% vs. EE: 67,00%), Jiménez Rabadan (2013) en
la raza caprina Celtibérica (VA: 88,20% vs. EE 89,60%) y Parpanov (2000) que
no encontré diferencias significativas, pero si describié que los eyaculados
extraidos por VA presentaron un 2,10% mas de movilidad. Respecto a los
parametros cinéticos de movilidad analizados por el sistema CASA (estaticos,
medios, lentos y rapidos) tampoco hubo diferencias (P>0,05), en concordancia
con Brogliatti y col., (2004) y Jiménez Rabadan (2013).

Una vez descongeladas las muestras, tampoco se encontraron diferencias
en la movilidad (P>0,05), de acuerdo con Jiménez-Rabadan (2013) en la raza
ovina Manchega. Sin embargo, Parpanov (2000) obtuvo mas movilidad en
los eyaculados extraidos por VA, en concreto un 5,10% mas, tal y como indi-
caron Jiménez Rabadan (2013) en la cabra Blanca Celtibérica, que si encon-
traron diferencias significativas (VA: 43,40% vs. EE: 24,50%) achacandolo a
que la EE podria influir en la cantidad secretada por las glandulas sexuales
accesorias y la composicién quimica del plasma seminal, pudiendo modificar
la tolerancia del espermatozoide al proceso de criopreservacion.

Con respecto al IF del esperma obtenido por ambos métodos de extraccion
seminal no se encontraron diferencias significativas (P>0,05) (VA: 9,39 vs.
EE: 8,50) en concordancia con lo descrito por Dobrinski y col., (1994), Janus-
kauskas y col., (2001), Addad, (2009), Malama y col., (2012) que al utilizar la
vagina artificial en toro sefalaron valores para el IF del 7,00%, 8,00%, 8,80%
y 7,08%, respectivamente.

De acuerdo con nuestro resultado, pero en ganado ovino, Jiménez-Rabadan
(2013) tampoco encontr6 diferencias en la raza Manchega. Sin embargo,
este mismo autor, si las hall6 diferencias, en la raza caprina Blanca Celtibérica
(N=7) debidas al método de extraccién (VA: 3,20+0,50 vs. EE: 6,10+0,60), des-
cribiendo un IF inferior en los eyaculados obtenidos por VA que lo atribuye a
que la EE modificaria la composicién proteica y enzimatica del plasma se-
minal encargado de proteger al espermatozoide del estrés oxidativo, aunque
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también plantea que la congelabilidad podria afectar mas al esperma de la
raza caprina Blanca Celtibérica que a otras razas y especies de pequenos ru-
miantes. De hecho, Marco-Jiménez y col., (2008) describieron diferencias en
la composicion proteica y en la concentracion de iones del plasma seminal
en muestras obtenidas por VAy EE en la raza ovina Guirra, en contraposicion
con Jiménez-Rabadan (2013) que no las encontré para el IF en la misma es-
pecie, pero en otra raza, la Manchega.

La razon por la cual nuestros resultados no muestran diferencias significativas
atribuibles al método de extraccién seminal, podria estar relacionada con el
hecho de que el ensayo se realizé en unas condiciones muy 6ptimas, compa-
radas con las extracciones habitualmente realizadas en campo, manteniendo
siempre la temperatura interior en el tubo colector durante el proceso de ex-
traccion y realizando con rapidez el analisis posterior. Por otra parte, también
podria deberse a que ambos métodos comparten la misma velocidad de flujo
de salida del semen por los conductos seminalesy que éste se expone durante
el mismo periodo de tiempo a las condiciones ambientales. Por tanto, en lo
sustancial ambos métodos no son tan diferentes como parece.

2.2.2 Extraccion seminal postmértem en la raza de Lidia.

Sobre muestras seminales obtenidas tras la refrigeracion postmértem a 5 °C
de los testiculos sin flujo sanguineo de toros de la raza de Lidia, durante un
maximo de 12 h hasta la recoleccién por flujo retrégrado de los espermato-
zoides de las colas epididimarias, se analiz6 el IF junto al resto de parametros
seminales. Posteriormente, se compararon esos resultados con los obtenidos
por electroeyaculaciéon antemdrtem encontrandose diferencias significativas
para los parametros IF, volumen concentracion, movilidad masal, individual,
progresiva y progresiva postdescongelacion.

La cola del epididimo proporciona un medio éptimo para la supervivencia
espermatica durante un periodo de tiempo, si éste se alarga sin realizar la
extraccion, la refrigeracion se considera necesaria para minimizar el dafo a
la integridad del espermatozoide en el toro y otras especies (Yu y Leibo,
2002 en perro; Martinez-Pastor y col., 2005 y Fernandez-Santos y col., 2006
en ciervo; Martins y col., 2009 y Malcotti y col., 2012 en toro). Se ha demos-
trado que el descenso progresivo de la temperatura de conservacion de los
testiculos hasta los 5 °C, inmediatamente después de la muerte del toro,
disminuye el metabolismo espermatico, la pérdida de energia y aumenta la
viabilidad de los espermatozoides (Martins y col., 2009). Algunos autores
han almacenado los testiculos de toro para saber cémo afecta a los para-
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metros espermaticos el paso del tiempo. En concreto, Malcotti y col., (2012)
comprobaron que el almacenamiento durante 78 h a una temperatura de 5
°C, no afect6 al IF ni a la viabilidad espermatica, pero si a la movilidad total
y Martins y col., (2009) describieron que tras 48 h a 5 °C la variable mas afec-
tada fue la movilidad progresiva de los espermatozoides en bovino. Mientras
que Stout (2012), concluyd que los espermatozoides de toro epididimarios
fueron mas resistentes a la criopreservacion que los eyaculados y presentaron
mejores caracteristicas seminales tales como, concentracién espermatica y
parametros de movilidad antes y después de la criopreservacion.

Encontramos diferencias significativas entre el IF de los espermatozoides
epididimarios (EP) y los procedentes de eyaculados (EY), siendo mas elevado
en estos Ultimos (2,90% vs. 6,46%) en concordancia con Malcottiy col. (2012)
que tras mantener 30 h, las colas epididimarias sin flujo sanguineo a 5 °C
obtuvieron un IF del 4%, indicando que los EY podrian haber acusado mas
este problema. Del mismo modo, Fernandez-Santos y col., (2006) observaron
en ciervo, que el nivel de fragmentacion mas elevado en EY, podria derivarse
de una produccién elevada ROS por los propios espermatozoides junto con
una reduccién de la capacidad antioxidante del plasma seminal. Sin embargo,
otros autores opinan que en los humanos, los EP fueron mas vulnerables a
la tensién oxidativa al no haber estado expuestos al plasma seminal (Cheny
col.,, 2003; Wat-Sum vy col., 2006; Aitken y de Lullis, 2010). Esta diferencias
entre especies, podrian estar relacionadas con la propia estructura de la cro-
matina espermatica, en concreto con el contenido de protaminas en el
nlcleo espermatico, siendo el bovino una de las especies con el ADN esper-
matico mas resistente (Fortes y col., 2012).

El epididimo secreta un conjunto de factores protectores y enzimas extrace-
lulares antioxidantes (Wat-sum y col., 2006) y por su parte los espermato-
zoides poseen su propia capacidad antioxidante (Tremellen, 2008). Sin em-
bargo, en el eyaculado, se generan ROS, que, provocarian una bajada en su
nivel de protecciéon, y ademas si le sumamos que la concentracién proteica
del plasma seminal, pueda estar alterada, podria ser otra causa adicional
del incremento del IF (Aitken y Koppers, 2011; Jiménez Rabadan, 2013).

Frente al resto de parametros seminales se observaron diferencias signifi-
cativas, excepto con las anomalias morfolégicas.

El volumen obtenido del epididimo fue significativamente inferior (P<0,001)
(EP: & ml vs. EY: 14 ml) en concordancia con los 3,9 ml que Amann y Almquist,
(1961) obtuvieron del epididimo, en 8 toros Hosltein, y con Hafez (1989) que
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describi6é un volumen de 10-15 ml de esperma eyaculado, en toro adulto. Esta
diferencia era esperable dado que al eyaculado se le afiade el plasma seminal.

Si nos fijamos en la concentracién espermatica, su resultado fue significati-
vamente superior (P<0,001) en el epididimo (EP: 1385,88x10° esp/ml vs. EY:
923,97x10° esp/ml) estando los resultados dentro del rango establecido de
acuerdo con Amann y Almquist (1961) (1360x10° esp/ml) y Stout (2012) (EP:
1240x10° esp/ml vs. EY: 760x10° esp/ml, N=6) que realizaron sus estudios
en los mismos toros. La concentracion epididimaria obtenida fue mas elevada
que la senalada por Martins y col., (2009) y por Albers y Barrios (2011)
(532x10° esp/ml) por el mismo método de obtencion. Sin embargo, los re-
sultados obtenidos en este estudio por electroeyaculaciéon, fueron inferiores
al descrito por Hafez (1989) para toro adulto (1,800x10° esp/ml). Esta dife-
rencia podria explicarse porque son necesarias varias eyaculaciones para
vaciar las reservas espermaticas del epididimo y por otra parte, podria haber
influido que el toro haya eyaculado 72 h antes de la extraccion del epididimo
(Amanny Almquist, 1961, 1976), ademas de otras caracteristicas morfolégicas
como el tamano y la circunferencia escrotal que a su vez, varian con la edad.

Los parametros de movilidad también presentaron diferencias significativas
(P<0,001) postmdrtem vs. antemértem en la movilidad masal (EP: 0 vs. EY:
1,89), movilidad individual (EP: 60,50%, vs. EY: 75,05%) y movilidad progresiva
(EP: 58.33% vs. EY: 69,66%). Concuerdan con los obtenidos en toro y otras es-
pecies (Yu y Leibo 2002 en perro; Kaabi y col., 2003 en ovino; Silva y col., 2003
en toro; Martinez-Pastor y col., 2005 en ciervo; Malcoltti y col., 2012 en toro).

Los espermatozoides de este estudio recién extraidos de las colas no tienen
movilidad masal debido a que los EP se producen en el testiculo y posterior-
mente se mezclan con los fluidos epididimarios. En esta situacion perma-
necen inmoviles, con un metabolismo muy bajo que preserva sus reservas
energéticas y disminuye los efectos perjudiciales de los agentes oxidantes
endobgenos derivados de la actividad mitocondrial sobre la membranayy las
estructuras internas (Robaire y Viger, 1995). Pero una vez que se diluyen du-
rante 5-10 min a 37 °C se producen los cambios necesarios para que los es-
permatozoides alcancen su maximo movimiento (Johnson y Everitt, 1984,
Martinez-Pastory col., 2005).

Al comparar la movilidad individual en fresco, si se observaron diferencias
estadisticamente significativas (P<0,001), siendo inferior en el esperma de
epididimo (EP: 60,50% vs. EY: 75,07%), resultado de acuerdo con Martins y
col., (2007) en los mismos toros (EP: 71% vs. EY 65%) pero no con Graham
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(1994) que no encontré diferencias significativas (EP: 82% vs EE: 79%). El
valor obtenido para los EP esta dentro de la normalidad, pues otros autores
(Amann y Almquist, 1961; Way y col., 2000; Reyes-Moreno y col., 2000) utili-
zando la misma técnica de obtencién, reportaron valores de 70%, 67-75% y
96%, respectivamente.

Con respecto a la movilidad progresiva, también existieron diferencias sig-
nificativas (P<0,001) en fresco (EP: 58,33% vs. EE: 69,66%), siendo inferior la
movilidad de los EP. Los resultados estuvieron dentro de la normalidad de
acuerdo con Hafez (1989) (MP promedio en fresco: 67%). Sin embargo, otros
estudios realizados en los mismos toros, no las hallaron, como Stout, (2012)
en 4 toros de la raza Holstein (EP: 70,60% vs. EY; 64,40%) y Amann y Griel
(1974) en 7 toros de la raza Holstein (EP: 65% vs. EE: 68%).

Tras la criopreservacion, la movilidad individual también present6 diferencias
significativas (P<0,05) (EP: 32% vs. EY: 34%) y se observé un descenso del
28% y 41% en ambos eyaculados, afectando mas a los EY. De modo coinci-
dente, Martins y col., (2007) describieron un descenso del 10% en los EY de
un toro, con respecto a la movilidad de los EP de 3 toros de matadero.

Al analizar la movilidad progresiva postdescongelacion, los EY presentaron un
valor superior (P<0,001) (EP: 52,86% vs. EY: 66,12%) de acuerdo con Stout
(2012) que también obtuvo diferencias significativas (EP: 58,80% vs. EE: 50,90%)
pero describié una movilidad mayor en los EP. Por otra parte, los resultados
postdescongelacién estuvieron dentro de la normalidad, coincidiendo con
Cupps y Briggs (1998), para los EY (MPD: 50%-80%), y segun lo reportado por
Igboeli y Foote (1968), para los EP con un 41% en 5 toros. En cambio, fue su-
perior al dato descrito por Amann y Almquist (1961) que obtuvieron un 26%
(N=35). Se observé que la criopreservacion afecté porigual y en baja medida a
la movilidad progresiva de ambos tipos de espermatozoides.

En las anomalias morfolégicas no hubo diferencias significativas (P>0,05)
probablemente porque la extraccion por electroeyaculacién conlleva mas
formas inmaduras, del mismo modo que algunos EP podrian no haber fina-
lizado su maduracién (Briz, 1996). Los porcentajes obtenidos en fresco (EP:
11,33%vs. EY: 10,45%) y postdescongelacion (EP: 11,33% vs. EY; 10,56%) ape-
nas variaron, y en ambos casos estuvieron dentro de la normalidad, al no
superar el 30% de anomalias morfolégicas sefalado por Cupps y Brigg (1998)
y Barth (2000), ni el 20% descrito por Henaulty col., (1995) en esperma de la
cola del epididimo por la posible influencia en la fertilizacion. Estos datos
contrastan con los obtenidos por Silva y col., (2003) y Martins y col., (2009)
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que encontraron diferencias significativas en el porcentaje de gota citoplas-
matica distal. Esta discrepancia podria explicarse porque la maduracion es-
permatica se produce en el epididimo y podria no haber finalizado todavia,
obteniéndose mas formas inmaduras.

Con respecto a la viabilidad espermatica, teniendo en cuenta que tras la
descongelacion sufre una disminucién aproximada del 50% por desestabili-
zacion de la membrana espermatica (Thomas y col., 1998, Watson, 2000),
los resultados obtenidos se encontraron dentro de la normalidad y no hubo
diferencias significativas (P>0,05), aunque si se aprecié una tendencia positiva
en el esperma epididimario (EP: 34,71% vs. EY: 23,00%) como Scout (2012),
que tampoco encontré diferencias significativas (EP: 74,20% vs. EY: 63,10%)
en los mismos 4 toros Holstein.

Ha quedado demostrado en este trabajo que el esperma epididimario re-
presenta una fuente viable de esperma que se puede criopreservar, conser-
vandose la genética de toros élite y siendo factible su diseminacion. Por otra
parte, representa la Gltima posibilidad para conservar material genético si
no ha podido recogerse in vivo, adquiriendo gran importancia en el caso
particular de la raza de Lidia, ya que puede ser la Unica forma de conservar
células fecundantes de aquellos individuos que han mostrado unas cualida-
des etologicas superiores durante la lidia.

2.3 Edad.

El objetivo de este apartado fue determinar a partir de qué edad del animal se
comienzan a ver los efectos del envejecimiento en la integridad del ADN es-
permatico y en el resto de parametros seminales. Todos los toros analizados
de la raza de Lidia y de Blanca Cacerefa superaron los 2 anos de edad y se
agruparon en 3 grupos: jovenes (< 3 anos), adultos (>3 y <8 anos) y viejos (>9
anos). Para realizar esta clasificacidon se tuvo en cuenta que segin Almquist
(1982) los toros alcanzan la madurez sexual a partir de los 3-4 afios de edad y
que Valecillo (2011) concluy6 que la mejor edad para determinar la calidad
espermatica de los toros, es a partir de los 3 afos. Lépez y col. (2007) descri-
bieron que la calidad y cantidad espermatica se incrementa desde la pubertad
hasta los 3 6 4 anos, momento en que alcanzan sus maximos valores, mante-
niéndose hasta los 7 u 8 afos y luego decaer. Segln otros autores (Almquist y
Amann, 1976; Fuerst-Waltl y col., 2006; Lépez y col., 2007; Mandal y col., 2010)
la edad ejerceria un efecto significativo sobre las caracteristicas seminales.

En concordancia con estos autores, encontramos diferencias que reafirman
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que la edad del toro afectaria significativamente a la calidad seminal, aunque,
en nuestro caso, tan solo sucedi6 con dos parametros: el IF (P<0,001) y el
volumen seminal (P<0,003) en toros de la RL a partir de los 9 afios de edad.
Sin embargo, el valor medio del resto de parametros seminales subjetivos
(CC, MM, MI, MP AM, MID, MPD, AMD, V) fue similar en los 3 grupos de edad
considerados.

Asimismo, en los analisis efectuados en toros BC no hubo diferencias signi-
ficativas (P>0,05) en ninguno de los parametros seminales (IF, VOL, CC, CLM,
MI, MID) de dos grupos de edad (jévenes <3 anos; adultos 3-8 afios).

En primer lugar, no hubo diferencias entre los toros jovenes y adultos de la
RLy BC respecto al IF, pero si hubo un incremento significativo (P<0,001) en
los toros viejos de la RL, con respecto jovenes y adultos (J: 4,41% y A: 5,27%
vs. V: 8,04%), en concordancia con otros autores (Karabinus y col., 1990;
Spano y col.,, 2000; Wyrobek y col., 2006; Moskovtsev y col., 2009; Karoui y
col., 2012). El mismo resultado se ha observado también en otras especies
ganaderas como la cabra (Loépez-Fernandez y col., 2011) y el verraco (Tsak-
makidis y col., 2012). En contraposicion, Addad (2009) no encontré relacién
entre la edad y la fragmentacion de la cromatina nuclear en semen fresco
de toros de la raza Nelore (2,5 afios vs. 10 afios).

Esta relacion podria deberse a que los genes implicados en la funcién apop-
totica, disminuyen su eficacia en la reparacion del ADN (Moskovtsev y col.,
2009), lo que indicaria que la edad deteriora el proceso de seleccion de las
células espermaticas sanas. También podria ser debido a que con el enveje-
cimiento se produzcan mas defectos en el control de la espermatogénesis,
tal como sucede en los espermatozoides humanos (Vagini y col., 2007
Schmid y col., 2007).

Por tanto, esta relacion indicaria que los toros viejos podrian incrementar el
riesgo de fallo reproductivo y prefieces anormales, como consecuencia de la
fertilizaciéon con espermatozoides con el ADN dafado.

En segundo lugar, en la RL y en la BC también se encontraron diferencias
significativas (P<0,001) entre los toros joévenes (<3 afos) y viejos (>9 afnos)
(6,56 ml vs. 10,34 ml) pero no con los adultos (<8 afios) (8,09 ml) para el vo-
lumen seminal. En la BC s6lo se analizaron jovenes y adultos (8,80 ml vs,
9,25 ml). Las diferencias en el volumen debidas a la edad han sido confir-
madas por varios autores en distintas razas (Soderquist y col, 1996, en raza
Swedish; Brito y col., 2002ab, en varias razas bovinas; Mandal y col., 2010, en
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los toros de semen congelable de la raza Frieswall). De acuerdo con nuestros
resultados pero analizando diferentes intervalos de edad, encontramos a
Fuerts-Walt y col., (2006) que también obtuvieron en la raza Simmental un
volumen mayor en toros de >9 afos y tampoco encontraron diferencias en
los toros de entre 5y 9 anos; a Karoui (2009) que observé un aumento loga-
ritmico hasta los 9 anos de edad en la raza Holstein, y a Taylor y col., (1985)
que en esa misma raza observaron un aumento del volumen hasta los 7,5
anos para luego permanecer constante hasta los 9-10 afios. De forma similar,
Vallecillo (2011) encontré diferencias superiores en los adultos (6-8 m vs. 3-
4 anos) de la raza Marismena, y Muifio y col., (2006) describieron en Holstein
volimenes mas elevados en toros de >3 aios pero no encontraron diferencias
en la raza Rubia Gallega (+3 afios). Unicamente Mathevon y col., (1998) ob-
servaron un incremento hasta los 4-5 anos y luego una disminucién conforme
aumenta la edad en la raza Holstein.

Es l6gico pensar que a mayor edad, mas volumen seminal, ya que la circunfe-
rencia escrotal estd altamente correlacionada con el volumen testicular (Latif
y col., 2009) y los toros con la circunferencia escrotal mas grande suelen ser
los mas viejos y, por tanto, los que mayor volumen seminal podrian tener.

Por otro lado, la concentracidén espermatica no presenté variaciones debidas
a la edad (P>0,05) en ninguna de las dos razas. Esto concuerda con lo sefa-
lado por Brito y col., (2002a) en varias razas bovinas (2,5 afios vs. 6 afos vs.
15 afos), Muifio y col., (2006) en la raza Rubia Gallega y Holstein (<3 afios vs.
>3 afos) y Mandal y col., (2010) en semen congelable de la raza Frieswall
(<30 mvs. 30-77 m.). No hay acuerdo en la bibliografia, algunos autores han
descrito un incremento y otros una disminucién de la concentracién esper-
matica con el envejecimiento.

Entre los autores que hallaron concentraciones mas elevadas con la edad
destacan Vallecillo (2011) en la raza Marismena, (6-8 m. vs. 18-23 m), Soder-
quist y col., (1996) en la raza Swedish a partir de los 1-3 afios de edad v, fi-
nalmente, varios autores observaron ese aumento hasta los 2 afnos de edad
en la raza Holstein (Taylor y col., 1995; Mathevon y col., 1998, Karoui 2009).

Sin embargo, se describié una disminucion a partir de los 6,3 afos (Taylor y
col,, 1995) o un efecto plateau hasta los 8 afos de edad (Karoui, 2009).
Fuerst-Waltl y col., (2006) obtuvieron resultados diferentes en dos Centros
de Inseminacién Artificial (CIA) para la raza Simmental. Mientras que en el
CIA 1 la concentracién del esperma disminuy6 con la edad, con un nivel 6p-
timo a los 1,5-1,7 anos; en el CIA 2, [a concentracion mas alta fue a los 4-6
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anos y mas baja a los 1,8 anos de edad, considerando este Gltimo resultado
como incoherente.

Estas diferencias son esperables por el intervalo de edad analizado, dado
que aquellos toros que no han completado su crecimiento corporal ni al-
canzado la madurez sexual, no presentan maduracién de sus 6rganos geni-
tales.Y el tamaino y peso del parénquima testicular estan altamente correla-
cionados con el nimero total de células de Sertoli (Berndtson y col., 1987) y
con la produccion espermatica (Coulter y col., 1976; Madrid y col., 1988).

Con respecto a la movilidad espermatica no hubo diferencias (P>0,05) en
semen fresco ni postdescongelacion, con el envejecimiento en las dos razas.
Resultado de acuerdo con otros autores que, indicaron que el efecto de la
edad sobre la movilidad no fue significativa (Mathevon y col., 1998; Brito y
col., 2002b; Fuerts-Walt y col., 2006; Mandal y col., 2010). Muifo y col., (2006)
tampoco encontraron significacion en la movilidad progresiva postdescon-
gelacion en las razas Rubia Gallega y Holstein-Friesian, pero si encontraron
una mejoria en la movilidad individual en fresco en toros con >3 afos de
Rubia Gallega. Asi mismo, Hallap y col., (2004) obtuvieron ese resultado pos-
tdescongelacion en los mismos toros (11-13 m vs. 4 afos). Vallecillo (2011)
también describi6 que la movilidad masal mejora con la edad (6-8 m vs. 18-
23 m) pero otros autores observaron el efecto contrario (Taylor y col., 1985;
Brito y col., 2002a).

Tampoco se apreciaron diferencias (P>0,05) en las anomalias espermaticas
en fresco y postdescongelacion en las dos razas descritas, de acuerdo con
otros autores como, Chandler y col., (1984), tras la descongelacion de dosis
de toros Holstein (15 m vs. 26 m), Muifio y col,(2006), en esperma fresco (<3
anos vs.>3 anos); Mandal y col., (2010) en fresco y postdescongelacion (<30
m vs. 30-77 m) y Mena y col., (2011) en material seminal fresco, de razas bo-
vinas de aptitud carnica -Angus, Simmental, Charolais, Limousin, Gelbvieh y
Hereford- en 4 grupos de edad (11-13 m vs. 13,5-18 m vs. 19-26 m vs. >26
m). Tampoco, Soderquist y col., (1996) en dosis postdescongelacion de toros
de entre 14 mvs. 78 my Brito (2002b) a la edad de 2,5 anos vs. 6 anos vs. 15
anos.

Hay que puntualizar que tanto Brito y col., (2002b) como Soéderquist y col.,
(1996), no encontraron diferencias en los defectos mayores, pero si en los
menores con respecto al incremento de la edad (no se han analizado en
esta investigacion). Al contrario, Hallap y col., (2004, 2006) no encontraron
cambios morfolégicos postdescongelacion a los 11-13 my 4 afos, pero si a
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los 7 afios. Otros autores (Taylor y col., 1985; Vilakazi y Webb, 2004; Mandal y
col., 2010) encontraron diferencias entre las anomalias, siendo mas elevadas
en toros jovenes que en adultos.

Para la viabilidad espermatica postdescongelacion, tampoco se observaron di-
ferencias significativas (P>0,05) en los toros de la RL (no se analizé este para-
metro en la BC), al igual que Vallecillo (2011). Al contrario, Fuerts-Walt y col.,
(2004) en el CIA 1 encontraron menos espermatozoides viables con la edad,
presentando los toros mas viejos valores medios, mientras que en el CIA 2, las
diferencias entre los grupos de edad fueron pequefas correspondiendo los va-
lores mas bajos a los toros mas viejos. En contraposicion, otros autores repor-
taron que la edad afecté de una forma significativa y positiva a la viabilidad es-
permatica (Soderquist y col., 1991; Brito y col., 2002b, Mandal y col., 2010).

A pesar de la variabilidad de resultados encontrada en la bibliografia sobre
el efecto de la edad en las caracteristicas seminales, hay que resaltar que las
peculiaridades que presentan la RLy BC, darian mas validez a los resultados
obtenidos. Se emplearon toros no aprobados ni testados para la comercia-
lizacién de sus dosis seminales, mientras que los toros de CIA considerados
no aptos o aquellos que fueron aprobados, pero poco solicitados, nunca ha-
bran formado parte de los grupos de toros de edad mas avanzada. También
el factor raza, podria haber influido en las diferencias espermaticas al existir,
diferencias genéticas en la calidad del semen (Hoflack y col., 2007) y los
rangos de edad analizados, debido a la poca variabilidad en el margen de
edad entre los toros de algunos estudios. También podrian afectar a los in-
dices espermaticos, diferencias individuales como, el nivel de actividad de
las gbnadas, perimetro testicular, tamano, peso del individuo, la alimentacion
eincluso las condiciones climatolégicas (Graves, 1978; Al-Hakim y col., 1986;
Sharmay col., 1991).

3.Dinamica de fragmentacion del ADN
espermatico bovino.

Los estudios sobre fragmentacion del ADN espermatico se limitan, en muchos
casos, a la fragmentacién que presenta el individuo en el momento exacto
de la eyaculacion. Sin embargo, un factor poco estudiado es la resistencia
de los espermatozoides cuando se incuban a lo largo del tiempo a una de-
terminada temperatura. Esta informacion es importante conocerla, pues,
dos individuos pueden presentar idéntico nivel de fragmentacién basal, pero
diferente comportamiento en este parametro con el paso del tiempo.
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En este apartado se analiz6 el IF del eyaculado postdescongelacion tras la
incubacién en condiciones experimentales de las dosis seminales a tempe-
ratura ambiente (22 °C) y a la temperatura fisiolégica de la hembra (38,6 °C),
tanto en toros de la raza de Lidia como Blanca Cacerefa. Los tiempos de in-
cubacion se realizaron desde el momento de la descongelacion (0 h) y tras 4
h,24 h,48 h,72h,96 h,120 h, 144 h, 168 h, 192 h, 216 h, hasta las 240 h de
incubacién.

3.1 Efecto de la temperatura de incubacion.

Se observaron diferencias significativas (P<0,001) para el IF debidas a la
temperatura de incubacién. Los resultados indicaron que la resistencia del
ADN espermatico postdescongelacién en condiciones in vitro, fue mayor a
una temperatura de 22 °C. En concreto, el grupo mayoritario de dosis, alcan-
zaron niveles criticos de IF a 38,6 °C, entre las 48 h-72 h (N=41), mientras
que a 22 °C sucedié mas tarde, a las 72 h-96 h (N=45). Estos resultados
estan en concordancia con Gosalvez y col., (2008) que indicaron, una frag-
mentacion baja del ADN en toro, durante las primeras 4 h de incubacion a
37 °Cy con estos mismos autores que en dosis de toro de Lidia (N=4), obser-
varon que el IF se disparaba transcurridas 48 h a 37 °C (Gosalvez y col.,
2011c). También Karoui y col., (2012) en vacuno Holstein, describieron que
tras 6h de incubacién a 37 °C no hubo diferencias en el IF. Sin embargo, Wa-
terhouse y col., (2010), en las razas Holstein y Norwegian Red, encontraron
unincremento rapido del IF durante las primeras 9 h de incubacion utilizando
dos diluyentes diferentes, sin dar explicacion al respecto. Otros autores, con-
cluyeron que, a temperatura ambiente, la fertilidad del esperma se conser-
varia en unas tasas aceptables durante los primeros 3-5 dias, pero tras ese
periodo la fertilidad disminuia entre un 3% y 6% por dia (Vishwanath y Shan-
non, 2000; Gosalvez y col., 2008; Gosalvez y col., 2011c), lo cual indica que
para preservar el esperma sin que este parametro se incremente, es necesario
disminuir la temperatura y ralentizar el metabolismo espermatico.

También observamos, a las dos temperaturas, un incremento progresivo de
lainestabilidad del ADN en el nGcleo espermatico desde el comienzo del ex-
perimento, hasta que se degradd por completo. Eso si, presentando una ele-
vada variabilidad inter individual. Este hecho se comprobé en algunas dosis
seminales, donde rapidamente se observaron danos en su ADN (IF>20%)
tras un periodo muy breve de incubacién (4 h), mientras que otras resistian
mejor el paso de las horas. Destacar que 2 dosis seminales pertenecientes a
dos eyaculados del mismo individuo, sin informacion sobre la fecha de ex-
traccion, no se degradaron tras 240 h de incubacién, manteniendo el mismo
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nivel de IF desde el inicio y con un comportamiento muy similar a las dos
temperaturas.

En concordancia con otros estudios, se ha observado que con el paso del
tiempo las muestras tienden a ir aumentando el IF desde el momento de su
descongelacién, tanto en toro (Karabinus y col., 1990, 1991, 1997; Boe-
Hansen y col, 2005; Gosalvez y col., 2007, 2008, 2011b), como en caballo
(Lopez-Fernandez y col., 2007), morueco (Lépez-Fernandez y col., 2008), ve-
rraco (Pérez-Llano y col., 2010), humana (Gosalvez y col., 2009; Garcia-Peiro
y col., 2011), varias especies de mamiferos (Gosalvez y col., 2011c) y especies
salvajes, como el rinoceronte (Portas y col., 2009), el koala (Zee y col., 2009)
y los ciprinidos Tinca tinca (Lopez-Fernandez y col., 2009). De hecho, no se
conocen estudios que hayan descrito lo contrario.

Al comparar los resultados de velocidad de degradacién del ADN espermatico
del toro a la temperatura de incubacién del tracto genital de la hembra, se
observa que es similar a la del verraco, que puede llegar a retrasarse hasta 5
dias (Pérez-Llanoy col., 2010). Sin embargo, en los ciprinidos, la degradacién
es casi total tras 1 h de incubacién (Lopez-Fernandez y col., 2009), seguido
del morueco, que con 4 h de incubacién sufre una fragmentacion maxima
(Gosalvez y col., 2007, 2008; Lopez-Fernandez y col., 2008a, 2010) y del
caballo y el ser humano, que llegaron a doblar el nivel basal del IF en tan
solo 5 h (Lépez Fernandez y col., 2007; Gosalvez y col., 2009).

Estas diferencias entre especies puede estar relacionado con el contenido
de protaminas en el esperma nuclear. En el toro y el verraco esta presente el
gen codificante para la P2 pero parece ser disfuncional o producir una pro-
teina aberrante (Balhorn, 2007; Gosalvez y col., 2011c) y éstas dos especies
son las que presentan espermatozoides con mas resistencia al dafio esper-
matico. Quiza la no presencia de P2 podria ser la causa responsable de una
cromatina espermatica mas estable. Concretamente en bovino, el IF fue co-
rrelacionado positivamente (P<0,05) con el porcentaje de espermatozoides
que mostraron un contenido bajo en protaminas y negativamente (P<0,05)
con el tamano de la circunferencia escrotal, de manera que cuanto mayor
fue ésta, el esperma mostré mas contenido en protaminas y menos dafo en
el ADN espermatico (Fortes y col., 2012). Por tanto, parece que la deficiencia
en protaminas en el esperma es uno de los factores que contribuyen al dafo
e inestabilidad del ADN espermatico de bovino

Desde un punto de vista biolégico, conocer la dinamica de fragmentacion
de una muestra es muy importante. En humana, una dosis seminal utilizada
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para |A o FIV, podria tener elevados niveles de IF en el momento de la fertili-
zacion, si ha transcurrido cierto tiempo desde la eyaculacién. En los progra-
mas de reproduccién asistida en humanos, en concreto con la técnica FIV,
los oocitos son expuestos al esperma un maximo de 20 h. En algunos casos,
este periodo de co-incubacion, produce problemas en el desarrollo normal
del embrién, mientras que una co-incubacion ultracorta mejora los niveles
de fertilizacion mediante FIV (Bungum y col., 2006).

Se recomendaria en un futuro estudiar mas a fondo la dinamica de frag-
mentacion del ADN de las dosis seminales para conocer mejor la resistencia
del ADN nuclear en el tiempo, sobretodo, antes de utilizarla en la practica
clinica (Gosalvez y col., 2008; 2011b; Karoui y col., 2012).

Una vez que descongelamos las dosis, es aconsejable su rapida utilizacién
dado que la degradacion del ADN se inicia en ese mismo instante y cualquier
retraso podria ejercer una influencia negativa sobre su capacidad de fertili-
zacioén (Gosalvez y col., 2008). También es importante preservar el semen a
baja temperatura para reducir el metabolismo espermatico y asi prolongar
la vida fértil de los espermatozoides, evitando fallos reproductivos en las
técnicas de reproduccidn asistida.

Conocer la velocidad de degradacién del ADN espermatico de las dosis seminales
serviria para emplear solamente las pertenecientes a donantes con mayor esta-
bilidad temporal de su ADN en la IA o FIV. No se recomienda el uso de dosis se-
minales de individuos o eyaculados que presenten altos niveles de IF antes de
las 48 h de incubacion a 38,6 °C porque ello significaria un aumento agudo del
IF en el tracto genital de la hembra en el momento de la fertilizacién, disminu-
yendo sus posibilidades de éxito para conseguir embriones viables.

3.1.1 Efecto de la extracciéon seminal postmdrtem en la raza de Lidia.

Si las cualidades etologicas del toro lidiado en la plaza han sido 6ptimas, lo
mas probable es que el ganadero recoja postmdrtem sus testiculos en el
desolladero, se refrigeren a 5 °Cy asi se trasladen hasta el laboratorio donde
se realizara la extraccién seminal para su criopreservacion. Por ello se con-
sider6 el estudio de la dinamica de fragmentacion del ADN, durante 96 h de
incubacién a 38,6 °Cy 22 °C, y asf conocer el patrén del comportamiento del
ADN espermatico en estas dosis observandose diferencias significativas
(P<0,001) en funcién de la temperatura de incubacién.

El nivel basal del IF basal en estas muestras, es bajo al inicio del experimento
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(IF=2,9%), de acuerdo con estudios realizados en otras especies (Anel- Lépez
y col.,, 2012). El epitelio epididimal de la cola del epididimo es capaz de pro-
teger al esperma del estrés oxidativo y favorecer la supervivencia y movilidad
tras la descongelacion in vitro (Reyes Moreno y col., 2002). Ademas, Martins
y col.,, (2007) demostraron el mantenimiento de la capacidad fertilizadora
de los espermatozoides epididimales de toro, criopreservados rapidamente,
tras la muerte del animal.

Sin embargo, con respecto a la dinamica del IF, en estas dosis, se dispar6
tras 4 h de incubacion (IF=20,43%) a 38,6 °C, superando el umbral critico de
fragmentacion. En cambio, a 22 °C fue posterior, al no alcanzar este umbral
hasta las 24 h (IF=22,23%).

Estas diferencias indican que las dosis seminales extraidas postmértem su-
frirfan una velocidad de degradacién del ADN espermatico mas acusada en
el tracto genital de la hembra, con lo cual, dispondrian de menos tiempo
para alcanzar el oocito. Esto revela la importancia de la temperatura y el
tiempo en el manejo de las dosis seminales postdescongelacién para con-
seguir una IA exitosa en ganado bovino.

Sin embargo, en otras especies como el ciervo comUn Cervus elaphus hispa-
nicus (N=9) Anel-Lépez y col., (2012) obtuvieron un incremento moderado
del IF, con una media del 11,70% en 6 h a 39 °C, sefialando autores de este
mismo grupo (Fernandez-Santos y col., 2009) que el ADN de estas muestras
fue resistente al almacenamiento sin antioxidantes, permaneciendo con ni-
veles bajos de IF tras la incubacion.

La supervivencia del almacenaje espermatico en el epididimo del toro guarda
relacién con la secrecién de proteinas epididimales que mantienen la movi-
lidad in vitro (Reyes-Moreno y col., 2002). Poco se conoce de las secreciones
epididimales y de los mecanismos moleculares que permiten preservar la
funcionalidad y viabilidad espermatica. Hasta el momento, los mecanismos
propuestos que regularian la proteccién del esperma en la cola del epididimo
implican a los inhibidores de los factores de complemento, enzimas que ac-
tlan produciendo la lisis celular (Reyes-Moreno y col., 2002), participan en
el metabolismo y conjugacion del glutation que proporciona proteccién con-
tra el dano oxidativo (Agarwal y col., 2003; Zubkova y Robaire, 2004), y regulan
la actividad proteolitica espermatica de la serin- y cistein-proteasas, que
pueden inhibir y proteger la membrana espermatica de una degradaciéon
proteolitica inadecuada (Fouchecourt y col., 2000).
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Como estas muestras no han circulado por los conductos del epididimo no
contienen los fluidos espermaticos que alli se les anaden y que, entre otros
componentes, contienen los antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos
que hacen frente a la tensién oxidativa. Por tanto, éstos no actuarian frente
al ROS intracelular y el ADN espermatico se danaria mas facilmente. Esta
afirmacién concuerda con los autores que sefalan que los espermatozoides
epididimarios son mas vulnerables en el ambiente uterino (Cheny col., 2003;
Wai-Sum y col., 2006; Aitken y de Lullis, 2010; Dominguez-Rebolledo, 2011)
y podria ser la razén del acusado incremento de los niveles de IF durante la
dindmica realizada simulando las condiciones de temperatura del tracto ge-
nital de la hembra.

3.2 Variabilidad individual en la dinamica de fragmentacién del ADN es-
permatico de la raza de Lidia.

Se observo que las dosis seminales de toros diferentes presentan diferencias
significativas (P<0,001) en la dindmica de fragmentacion del ADN espermatico,
lo cual indica que algunas dosis seminales son mas tolerantes que otras al
dafo de su ADN espermatico y que, por tanto, la dindmica es distinta para
cada individuo inclusive dentro de su misma especie.

Este resultado concuerda con Karoui y col., (2011, 2012) que encontraron
una variabilidad individual muy elevada en el ratio de IF e indicaron que po-
dria ser una caracteristica heredable de cada individuo. Al contrario, Boe-
Hansen y col., (2005) no hallaron diferencias en 3 muestras seminales con-
geladas procedentes de toros de la raza Holstein-Frisian, tras realizar varios
analisis hasta los 25 min, pero esto podria explicarse porque los periodos
de tiempo analizados fueron muy cortos, y el semen de toro posee una ele-
vada resistencia a la fragmentacién del ADN espermatico durante las primeras
4 h de incubacién (Gosalvez y col., 2008).

Esta variabilidad en la dinamica de fragmentacién del ADN podria asociarse
a diferencias inherentes a los procesos bioquimicos y metabélicos de la
célula espermatica (Loomis y Graham, 2008), la endogamia (Baccetti y col.,
2001 en humano; Ruiz-L6pez y col., 2010 en gacela), las caracteristicas ge-
néticas y el entorno de cada individuo (Karoui y col, 2012), y la composicién
en acidos grasos poliinsaturados de la membrana plasmatica del esperma-
tozoide que se relaciona con la susceptibilidad o resistencia al estrés oxidativo
(Waterhouse y col., 2006, 2010, en bovino; Dominguez-Rebolledo, 2010, en
ciervo).
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Nuestros resultados también estan de acuerdo, con los descritos por otros
autores en otras especies (Pérez-Llano y col., 2010 en cerdo; Lopez-Fernandez
y col., 2007 en caballo; Gosalvez y col., 2007 en varias especies de mamiferos;
Lépez-Fernandez y col., 2008a en carnero; Lépez-Fernandez y col., 2009 en
tenca). También se han descrito estas diferencias en situaciones estresantes
como el sexado del semen (Gosalvez y col.,, 2011b) y en la presencia de con-
taminacion bacteriana en el esperma de toro (Gonzalez-Marin y col., 2011).

Por tanto, y de acuerdo con los resultados obtenidos, se constata que la di-
namica del IF en términos de velocidad de degradacion de ADN, difiere entre
individuos de la misma raza dentro de la especie bovina, siendo esta infor-
macién de gran importancia.

Mientras que muchas muestras podrian ser poco vulnerables a la incubacién,
como parecen confirmar los resultados de este trabajo, es posible que una
parte de las muestras de toro pudiesen ser mas vulnerables. Por lo tanto, los
protocolos estandares de las técnicas de reproduccion asistida fracasarian
en cuanto a la funcionalidad de esos espermatozoides.

3.2.1 Estudio comparativo de dosis seminales procedentes del mismo
eyaculado.

Tras analizar varias dosis seminales del mismo eyaculado del toro de Lidia
(N=5) no se hallaron diferencias significativas en la dinamica de fragmenta-
cion del ADN entre las muestras, como era esperable, pero si se observé una
repetibilidad en las medidas del IF desde el inicio hasta las 96 h de incubacion
a 38,6 °C.

Estos resultados coinciden con otros estudios realizados en toros domésticos
que demostraron la existencia de una larga repetibilidad de las medidas tras
6h de incubacion a 37°C de los mismos individuos (N=201), incluso asociado
a, la aparicion de contaminacién bacteriana en las muestras de semen (Gon-
zalez-Marin y col., 2011; Karoui y col., 2012). Esta repetibilidad de resultados
demostraria que el IF podria ser una medida constante en dosis distintas ob-
tenidas del mismo eyaculado, convirtiéndose en un valioso marcador tras com-
probar su fertilidad, para ser utilizadas con técnicas de reproduccion asistida.

Nuestros resultados estan de acuerdo con Karouiy col., (2012) que, ademas
de la baja variabilidad del IF, encontraron correlacién con el éxito en IA ad-
virtiendo su utilidad como medida predictiva para clasificar los individuos
por su alta o baja fertilidad.
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La relacién del toro con la fertilidad en IAy el hecho que las medidas de IF
sean repetibles hace de la dindmica del IF un marcador valioso de fertilidad
en el toro. Por tanto serd importante confirmar la dindmica de IF de cada
eyaculado dentro del intervalo de tiempo que el espermatozoide necesita
para alcanzar el 6vulo (Gosalvez y col., 2008) para deducir su impacto sobre
la fertilidad.

3.2.2 Estudio comparativo de dosis seminales procedentes de eyaculados
diferentes del mismo semental.

Como parece que la dinamica de fragmentacion del ADN espermatico es
una caracteristica inherente al individuo, se analizaron varios eyaculados
del mismo individuo de la raza de Lidia (N=7) extraidos en épocas diferentes
(con una diferencia minima de 2 meses entre cada eyaculacion) para evaluar
dicho efecto.

Se observaron diferencias significativas (P<0,001) en la dinamica de frag-
mentacion del ADN espermatico de cada eyaculado. Los resultados obtenidos
por Lépez-Fernandez y col., (2011) en macho cabrio, indican que existen di-
ferencias en cuanto a las dindmicas de fragmentacién del ADN espermatico
en funcion de la latitud, las condiciones de cria y la época del ano. En con-
traposicion, Karoui y col., (2012), encontraron un efecto minusculo de la
época de extraccion, que podria deberse a que las extracciones se realizaron
en un CIA con 6ptimas condiciones ambientales.

Las diferencias encontradas en este trabajo pueden ser debidas a que influ-
yesen sobre el toro factores externos que pudieran perturbar su estado fisico
y pasasen desapercibidos para los técnicos el dia de la extraccién, como in-
fecciones bacterianas o viricas, episodios febriles, aumento de la temperatura
ambiental, estrés, contaminacién microbiana de las células germinales (Ka-
rabinusy col., 1997; Sakkas y col., 1999; Ahmadiy N. Sg., 1999; Sharma y col.,
2004; Gallegos y col., 2008; Gonzalez-Marin y col., 2011), la latitud, las condi-
ciones de cria, posibles influencias estacionales (Lépez-Fernandez y col.,
2011), o la exposicién a toxinas de origen diverso (Garcia-Contreras y col.,
2011). Ademas, también podrian influir otros factores como la alimentacién,
la condicion corporal, la contaminacion, etc., que podrian alterar la capacidad
de los espermatozoides para soportar el estrés oxidativo, al inducir cambios
en la composicion de la membrana, en la disponibilidad de antioxidantes
intracelulares o en la accion de factores dependientes de la espermatogé-
nesis, ocasionando fallos en la sustitucion de las histonas-protaminas o en
la maduracién espermatica (por ejemplo, susceptibilidad a la activacién de
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vias apoptoéticas o nucleasas), finalizando en un proceso erréoneo de con-
densacion de la cromatina espermatica (Sakkas y col., 1999; Anzar y col.,
2002; Agarwal y col., 2008; Aitken y De luliis, 2010).

Todo lo apuntado anteriormente, recalca la importancia de realizar un examen
fisico exhaustivo al semental antes de la extraccién seminal, y luego realizar
ésta con las mejores condiciones de temperatura y de higiene posibles. Ade-
mas, convendria analizar la dinamica del IF de cada eyaculado individual,
pues es una caracteristica inherente al animal como ha quedado patente.

3.3 Estudio comparativo de dosis seminales extraidas por vagina artifical
y por electroeyaculacion.

No hubo diferencias en las dinamicas de fragmentacién del ADN espermatico
de las dosis obtenidas de los eyaculados extraidos por VAy EE al mismo in-
dividuo de la raza Blanca Cacerefa. No hay estudios a este respecto, Unica-
mente los resultados del IF de Jiménez-Rabadan, (2013) que no hall¢6 dife-
rencias en ovino, pero si las observo entre la VA y la EE en caprino,
atribuyéndolo a la posible variacién en la composicién del plasma seminal,
pero no realizé la dinamica de fragmentacion del ADN.

Como ya se ha comentado, en ambos métodos, el esperma es eyaculado por
los conductos seminales a la misma velocidad y se expone al plasma seminal
del mismo modo. Es conocido que tras la eyaculaciéon, los metabolitos ge-
nerados por las especies reactivas de oxigeno (ROS) durante los procesos
oxidantes influyen sobre la fusién espermatozoide-ovocito, la movilidad es-
permatica y la integridad del ADN (Aitken y col., 1998). Para contrarrestar
estos efectos, el plasma seminal contiene enzimas antioxidantes (superoxido
dismutasa, catalasay glutatiéon peroxidasa) y otros compuestos antioxidantes
como el ascorbato, urato, a-tocoferol, piruvato, glutatién, taurina e hipotau-
rina (Finguerova y col., 2007), asi como albumina, carnitina, carotenoides y
flavonoides (Tremellen, 2008). Por tanto, los eyaculados recibirian la misma
proteccién antioxidante del plasma seminal y ello explicaria porqué la dina-
mica de fragmentacion del ADN presenta la misma resistencia a la incubacion
a 38,6°C independientemente del método de extraccion utilizado.
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Conclusiones

1. El Test de Dispersién de la Cromatina Espermatica ( SCD) es una técnica
rapida, econdmica y de facil aplicacion e interpretacién que deberia in-
corporarse a la rutina laboratorial como apoyo al seminograma basico
realizado en el ganado vacuno en general, y en el vacuno extensivo, en
particular.

2. Elindice de fragmentacion medio del ADN espermatico en el ganado bo-
vino fue del 8,08% y tan solo un 4,70% del total de muestras criopreser-
vadas analizadas, presentaron niveles elevados (IF>20%) de fragmentacién
del ADN.

3. De los parametros analizados, la movilidad masal, anomalias morfolégicas
y viabilidad postdescongelacién se han correlacionado con el IF pero po-
drian no ser concomitantes, lo que indicaria que el IF es un parametro
independiente del seminograma clasico de calidad seminal.

4. Larazainfluye sobre este indice, obteniéndose para la raza de Lidia un IF
medio del 6,05% y para la Blanca Cacerena de un 13,97%. En el resto de
parametros espermaticos, se observaron diferencias debidas a la raza en
el volumen y en las anomalias morfolégicas postdescongelacion.

5. La edad del individuo influye en la calidad seminal a partir de los 9 afios
de edad. Se incrementan significativamente el volumen y el IF, mientras
que el resto de parametros no presentan diferencias.

6. No se encontraron diferencias en los parametros espermaticos, en funcion
del método de extraccion utilizado (vagina artificial y electroeyaculacion).
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La extraccién postmdrtem por flujo retr6gado de la cola del epididimo,
mostrd buenas caracteristicas de calidad seminal, diferenciandose signi-
ficativamente en el volumen seminal, el IF y pardmetros de movilidad.

La dinamica de fragmentacién del ADN espermatico de muestras semi-
nales criopreservadas, varié en funcién de la temperatura de incubacién,
siendo mas rapida a temperatura del tracto genital de la hembra con un
[imite de resistencia del ADN de 48 h, mientras que en las obtenidas
postmortem fue de 24 h. También presentd una elevada variabilidad in-
ter-individual e intra-individual si las dosis pertenecian a eyaculados dis-
tintos del mismo semental, mientras que no se encontraron diferencias
en las dinamicas si formaban parte del mismo eyaculado.

Las dosis seminales criopreservadas, obtenidas por electroeyaculacién y
vagina artificial al mismo toro de la raza Blanca Cacerefia, no mostraron
diferencias en la dinamica de fragmentacion del ADN espermatico, siendo
similares.
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