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RESUMEN

En este trabajo se presentan el valor del contenido haploide de ADN, varias caracteristicas de la distribucion de
la cromatina y algunas determinaciones morfométricas del nicleo espermético de ciervo colorado (Cervus elap-
hus). De acuerdo con nuestro conocimiento es la primera vez que se establece el contenido haploide de ADN en la
especie. La Reaccion de Feulgen se hizo sobre extendidos de semen obtenidos por electroeyaculacion de un ma-
cho adulto. Se determinaron mediante microespectrofotometria de barrido y teniendo como patrén de referencia
eritrocitos de pollo: el contenido medio haploide de ADN (3,88+0,58 pg), la relacién absorbancia maxi-
ma/absorbancia media (3,01+0,08) y la absorbancia méxima, que se encontrd en la base del nlcleo espermatico.
Se hicieron determinaciones morfométricas sobre imagenes digitalizadas de nucleos espermaticos, también colo-
reados con la Reaccién de Feulgen. Los siguientes caracteres se midieron sobre el plano principal: area
(26,12+0,20 1 m2), perimetro (20,01+0,07 i m), diagonal maxima (7,82+0,03 i m), diagonal minima (4,25+0,03 i
m) y se establecieron las relaciones diagonal méxima/diagonal minima (1,85+0,01) y forma (0,81+0,01). Tanto las
mediciones de absorbancia como las determinaciones morfométricas mostraron coeficientes de variacion bajos (<
0,15), lo que indicaria que las caracteristicas nucleares analizadas tienen escasa variabilidad y que las técnicas
empleadas tanto de coloracion como de medicion fueron precisas.

Palabras clave: Cervus elaphus; Nucleo espermatico; Contenido de ADN; Morfometria nuclear.

INTRODUCCION

La ganaderia de ciervos colorados (Cervus elaphus) es una produccion diversificada en la que se obtiene carne,
velvet, cueros y reproductores. Ademas, permite la realizacion de actividades tales como caza y desarrollo de
safaris?.

Para obtener mayor produccién en los rodeos y mejorar el acervo genético de los reproductores es necesario opti-
mizar las técnicas reproductivas. Con este fin, distintos autores han realizado estudios en semen de la especie?%"
8,9, 10, 13, 22, 26, 30.

Dentro de las caracteristicas seminales utilizadas para evaluar los eyaculados en diferentes especies se encuen-
tra la morfologia de la cabeza y del nucleo esperméatico. Ambos parametros estan relacionados con el contenido y
la calidad de la cromatina espermatica®12-23.2.20.29

En ciervos colorados se realizaron estudios morfométricos de la cabeza espermatica que permitieron discrimi-
nar entre poblaciones que diferian en su respuesta al congelamiento”. Sin embargo, de acuerdo con nuestro cono-
cimiento, no hay estudios sobre la morfometria del nlcleo espermatico y la distribucién de la cromatina en el
ciervo colorado. Por otra parte, la consulta de la base de datos Animal Size Data, que reine publicaciones Interna-
cionales de los Ultimos 50 afios sobre determinaciones del contenido de ADN (C-DNA), permitié confirmar la
falta de datos acerca del valor del contenido de ADN en Cervus elaphus'®t. La determinacion del contenido de
ADN es un pardmetro valioso para realizar estudios evolutivos y de biodiversidad, asi como para estimar en forma
directa los costos en programas de secuenciacion de ADN.

Los objetivos del presente trabajo fueron obtener valores preliminares del contenido de ADN y de pardmetros
de la distribucién de la cromatina y de la morfometria de nicleos espermaticos normales en ciervo colorado.

MATERIALES Y METODOS

Material

La muestra de semen se obtuvo por electroeyaculacion usando un electroeyaculador PT-Electronic, de un
ejemplar de fertilidad comprobada estando el animal sedado con Xilazina (4mg/kg).

1de6


http://www.scielo.org.ar/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1668-34982008000200002&lng=pt&nrm=iso&tlng=es#1#1
http://www.scielo.org.ar/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1668-34982008000200002&lng=pt&nrm=iso&tlng=es#1#1
http://www.scielo.org.ar/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1668-34982008000200002&lng=pt&nrm=iso&tlng=es#1#1
http://www.scielo.org.ar/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1668-34982008000200002&lng=pt&nrm=iso&tlng=es#1#1
http://www.scielo.org.ar/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1668-34982008000200002&lng=pt&nrm=iso&tlng=es#2#2
http://www.scielo.org.ar/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1668-34982008000200002&lng=pt&nrm=iso&tlng=es#1#1
mailto:mferrari@fvet.uba.ar
http://www.producci%C3%B3n-animal.com.ar/
http://www.scielo.org.ar/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1668-34982008000200002&lng=pt&nrm=iso&tlng=es#ref#ref
http://www.scielo.org.ar/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1668-34982008000200002&lng=pt&nrm=iso&tlng=es#ref#ref
http://www.scielo.org.ar/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1668-34982008000200002&lng=pt&nrm=iso&tlng=es#ref#ref
http://www.scielo.org.ar/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1668-34982008000200002&lng=pt&nrm=iso&tlng=es#ref#ref
http://www.scielo.org.ar/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1668-34982008000200002&lng=pt&nrm=iso&tlng=es#ref#ref
http://www.scielo.org.ar/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1668-34982008000200002&lng=pt&nrm=iso&tlng=es#ref#ref
http://www.scielo.org.ar/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1668-34982008000200002&lng=pt&nrm=iso&tlng=es#ref#ref

Sitio Argentino de Produccién Animal

Reaccién de Feulgen

Esta reaccion se realiz6 sobre 2 extendidos de semen fresco procesados simultaneamente en caja de Coplin®.
La fijacion se hizo en etanol-&cido acético glacial (3:1, v/v) durante 30 minutos y luego se realizaron tres lavados
de 10 minutos cada uno en agua destilada. Posteriormente los preparados se hidrolizaron durante 40 minutos en
HCI 5N a 22° C, se hicieron tres lavados durante 10 minutos cada uno en agua destilada y se colorearon con el
reactivo de Schiff’s (pH 2,2) durante 60 minutos (5° C y oscuridad). EI material coloreado se lavo tres veces du-
rante 10 minutos cada vez en agua sulfurosa (180 ml de agua destilada, 10 ml bisulfito de sodio al 10 % y 10 ml
HCI 1N). Los lavados se hicieron a 5° C y en oscuridad.

Preparacion del Colorante: 0,7 gr. de Fucsina Basica (Merck®), 3,8 gr de metasulfito de sodio, 200 ml de &ci-
do clorhidrico 0,15 Normal, 1 gr de carbon activado (o mas). Se disuelve el metabisulfito de sodio en &cido
clorhidrico, se agregar Fucsina Béasica y se agita durante 2 horas en agitador magnético y en oscuridad. Se agrega
carbdn activado y se filtra. Si no esté claro se agrega méas carbdn activado y se vuelve a filtrar. Guardar en helade-
ra, en oscuridad, y en frasco color caramelo.

Citometria del complejo Feulgen-ADN

Los portaobjetos tenian dos extendidos, uno que correspondia a la muestra de semen y el otro a la de eritrocitos
de pollo. Los ntcleos diploides de estos Gltimos no se dividen y tienen un contenido de ADN estable (Gallus do-
mesticus, contenido haploide, CDNA= 1,25 pg)* y se utilizaron como control para la medicion del contenido de
ADN en los espermatozoides haploides de ciervo colorado.

La mediciéon del complejo Feulgen-ADN se hizo en un microespectrofotometro de barrido Cytoscan Zeiss
Universal (UMSP 30) bajo un objetivo 100x y luz de longitud de onda correspondiente a 560 nm. El equipo reali-
za, sobre cada nucleo espermatico, un barrido xy (con paso de 0,25 um) obteniendo valores de absorbancia. La
absorbancia (log [intensidad de la luz incidente/intensidad de la luz transmitida]) es directamente proporcional a la
cantidad de complejo Feulgen-ADN presente. Como la reaccion de Feulgen es especifica y estequiométrica del
ADN, la absorbancia es directamente proporcional al contenido de ADN. Se tomé como blanco (absorbancia=0)
puntos externos a los espermatozoides.

Las mediciones se hicieron sobre 30 nucleos espermaticos individuales y normales, considerando como tales
aquellos que presentaban la morfologia méas numerosa y homogénea en la poblacion. Todas las mediciones fueron
hechas por el mismo operador.

Los pardmetros que se determinaron fueron los siguientes: el area del plano principal (A), la absorbancia me-
dia (AbMgg), que corresponde a la sumatoria de todas las absorbancias medidas sobre un nicleo espermatico divi-
didas por el nimero total de puntos medidos, la absorbancia maxima (AbMsy) que indica el punto del espermato-
zoide donde el contenido de ADN es maximo y el producto (AbMgg)x(A) que equivale al contenido de ADN ex-
presado en unidades arbitrarias. La comparacion de este Gltimo valor con el valor promedio obtenido en el control
(eritrocitos de pollo) permitio expresar el contenido haploide de ADN (C-DNA) de cada nucleo en pg. En cada
portaobjeto se midieron nimeros similares de ndcleos espermaticos de ciervo colorado y eritrocitos de pollo tota-
lizando 60 ndcleos (30 de cada especie).

Morfometria de nucleos espermaticos normales

En el plano principal de 75 nicleos espermaticos normales, coloreados con la reaccidn de Feulgen, se determi-
naron seis parametros morfoldgicos usando un analizador de imagenes (Kontron Bildanalyse, MiniMOP). Cuatro
de ellos son bésicos: area del plano principal (A), perimetro (P), diagonal méxima (DMax) y diagonal minima
(DMin) del plano principal y dos derivados de los anteriores que son estimadores de la forma: diagonal maxi-
ma/diagonal minima (DMax/DMin) y forma (4darea/perimetro2). Para una figura circular el valor de la forma es
igual a 1 y este valor disminuye a medida que la figura se elonga.

Estadistica
Los resultados obtenidos se analizaron con estadistica descriptiva.

RESULTADOS

La Figura 1 muestra la imagen microscopica de nucleos espermaticos normales del ciervo colorado estudiado,
coloreados con la Reaccion de Feulgen.
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Figura 1.- NUcleos espermaticos de Cervus elaphus con morfologia normal y coloreados
con la Reaccion de Feulgen. (Aumento ca 2000).

En la Tabla 1 se presentan los valores (AbMsy), (AbMg), (AbMsy)/(AbMeg) y (CDNA) determinados mediante
microespectrofotometria de barrido en 30 nlcleos espermaticos normales y coloreados con la Reaccion de Feul-
gen. Todas las variables tuvieron un coeficiente de variacién menor a 0,15.

Cometristen | Meatwsms | iR | B | R
AbM,, 3700 049 1%} ) 0,15
AbM,, 0,12 + 0,00 0,15 0,10 0,01

ABM,J ABM,, 3,01+ 0,08 450 2,3 015

CDNAGY 335008 434 344 00

Tabla 1.- Contenido de ADN y parametros caracteristicos de la distribucion de la cromatina en ndcleos
espermaticos normales de un ciervo colorado. Los ndcleos (n=30) fueron coloreados con la
Reaccion de Feulgen y medidos mediante microespectrofotometria de barrido (560 nm).

La Figura 2 representa las curvas que unen puntos de igual absorbancia. La maxima absorbancia se encuentra
en la base del nicleo, en la zona de insercion de la cola, y las curvas indican un decaimiento del contenido de
ADN hacia los bordes del espermatozoide, mostrando una distribucion anisétropa.
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Figura 2.- Representacion del contenido de ADN de niicleos espermaticos de Cervus elaphus. a) x e y
corresponden a los ejes de plano principal (um) y z a la absorbancia. b) x e y corresponden a los ejes de plano
principal (um) las curvas de nivel unen puntos de igual absorbancia. La flecha indica la zona de insercién de la cola.

En la Tabla 2 se presentan los valores medio, maximo y minimo de seis parametros morfométricos, cuatro
basicos, (A), (P), (DMs,), (DM;,) y dos derivados de los anteriores, (DMx)/(DM;,) y (4darea/perimetro?). Las
mediciones se hicieron sobre el plano principal de 75 nucleos normales. Los parametros morfométricos presenta-
ron un coeficiente de variacion que oscil6 entre 0,03 y 0,07.
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Tabla 2.- Determinaciones morfomeétricas hechas en nlcleos espermaticos de
ciervo colorado coloreados con la Reaccion de Feulgen (n=75)

Valer Valer Coeficlents
Caraeteristion MediatES | prvire | Minimo | devVariaddn
A
G’y w02 | 310 2,90 on
FE
pau moiz00r | e 18,14 00
DM
() 7,20:+0,03 5,58 4,60 o
DM,
(ppun) 425:0,03 226 2.4 208
DM DMu
1,85:0,01 2,15 1,63 0,06
UnAiee) 0,81:0,00 087 07 0,04

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Las determinaciones presentadas en este trabajo se hicieron sobre nlcleos espermaticos normales de un ciervo
colorado, tefiidos con la Reaccion de Feulgen. Esta reaccion, que es especifica y estequiométrica con el ADN, se
aplicd bajo condiciones similares a las descriptas para bovinost y permitié realizar observaciones microscépicas
precisas de la morfologia nuclear. El valor C-DNA (3,88 + 0,05 pg) que se obtuvo es similar al medido en otras
especies de la familia Cervidae y en otros mamiferos superiores-18-1--18.20

Dado que las variaciones en el contenido de ADN son infrecuentes entre individuos de la misma especie®® y
que aun en un mismo individuo espermatozoides con morfologias nucleares normales y anormales no presentan
diferencias significativas®, el resultado obtenido en el presente trabajo podra ser (til en investigaciones futuras.
El valor de la relacion (AbMyy)/(AbMgg) es indicativo de la forma en que esta distribuida la cromatina espermati-
ca; cuanto menor es el valor de esta relacion, seria mas homogénea la distribucion de la cromatina. En el presente
trabajo la relacion (AbMay)/(AbM.g) mostraria que la cromatina espermatica del ciervo colorado estudiado tendria
una distribucién similar a la observada en bovinos, ovinos, muflones y cerdos y que se alejaria de la que presentan
equinos y llamas**-%.,

El analisis de la morfologia espermatica es un indicador importante para la estimacion de fertilidad® y las
técnicas computacionales permiten evaluaciones objetivas y repetibles de la morfologia™®%2. En el presente traba-
jo las determinaciones morfométricas permitieron estimar la forma del nicleo espermatico a través de las relacio-
nes 4darea/perimetro? y DMy /DM;,. El valor de este Gltimo parametro fue 1,85 y result6 similar al obtenido para
la cabeza espermatica por otros autores’. Esta semejanza corrobora lo que han sefialado diversos trabajos, que
tanto la morfologia del nlcleo como la de la cabeza espermatica estan condicionadas por el contenido de ADN y
la organizacion de la cromatina 212212 Por otra parte, los valores de A (26,12 i m?) y DM, (7,82 1 m) del nicleo
espermatico obtenidos en el presente trabajo son levemente menores que los medidos por otros autores en la cabe-
za espermatica (32,56 1 m ®y 8,53 i m respectivamente) . Esto puede ser una consecuencia de que la mayor parte
de la cabeza esta ocupada por el niicleo®.

La comparacion del valor del area del plano principal del nicleo espermético entre espermatozoides que tienen
un contenido de ADN similar seria un indicador de la compactacién y/o distribucion de la cromatina. Cuanto ma-
yor es el area del plano principal, menor seria la compactacion de la cromatina o su distribucion seria diferente.
Los valores obtenidos en el presente trabajo indicarian que el ciervo colorado estudiado presenta mayor similitud
en este aspecto con bovinos, ovinos, muflones y cerdos que con equinos y llamas -2,

En este trabajo se obtuvo por primera vez, de acuerdo a nuestro conocimiento, el valor del contenido de ADN
haploide en la especie Cervus elaphus. Se presentaron valores promedios de caracteristicas de la distribucion de la
cromatina y pardmetros morfométricos del nucleo espermaético. Estos resultados podrian enriquecer estudios evo-
lutivos y de biodiversidad, asi como contribuir a mejorar las técnicas de evaluacion de la calidad seminal en la
especie. Por otra parte, las metodologias utilizadas mostraron ser adecuadas para el andlisis del nicleo espermati-
co de ciervo colorado.
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