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Evaluacion de la cromatina espermatica de llama preservada
mediante diferentes métodos de conservacion
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Evaluation of llama sperm chromatin preserved using different
methods of conservation

ABSTRACT.South American camelids are internationally valued for their high quality fibre and their low
cholesterol content meat. Thus, applying biotechnology in genetically superior animals would allow populations
to be improved. Alternative methods of semen preservation such as desiccation and dehydration, which are
easy to prepare and store and have a low cost, have been used in other species. These techniques have been
used in our laboratory to preserve llama semen and two methods that evaluate sperm chromatin alterations
have been developed: the Toluidin Blue stain and the Sperm Chromatin Dispersion technique. Additionally
we have studied the effect different preservation processes have on llama sperm chromatin. We have observed
an increase in chromatin decondensation in cooled semen when compared to the raw semen sample. When
deep freezing semen, we have assayed two different cryoprotectors: glycerol (G) and dimethylformamide
(DMEF), both in a concentration of 7 %; and two different stabilization temperatures: room temperature and 5°C.
We observed that semen that was stabilized at 5°C and all freezing protocols showed a significantly higher
number of sperm with chromatin condensation alterations, except semen frozen in Lactose-Egg yolk-Glicerol
(LY-G) and stabilized at room temperature, which was not significantly different from raw semen. The processes
of desiccation and dehydration do not alter chromatin condensation in semen preserved for a short time (up to
21 days). Nevertheless, increases in decondensation and a high level of sperm chromatin fragmentation were
observed in desiccated and dehydrated samples when they were preserved for 2 and 4 months. The work
carried out allowed evaluation of the effect different conservation methods have on the DNA of llama
spermatozoa.
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RESUMEN. Los camélidos sudamericanos son valorados internacionalmente debido a la alta calidad de
su fibra y a su carne con bajo contenido de colesterol. Asi, la aplicacién de biotecnologias en animales
genéticamente superiores permitiria mejorar las poblaciones. En otras especies, se han utilizado métodos
alternativos de preservacién de semen de facil preparacién, almacenamiento y de bajo costo, como la deseca-
ciony la deshidratacién. En nuestro laboratorio, se han utilizado estas técnicas para preservar semen de llama
y se han puesto a punto dos técnicas que evaltian alteraciones de la cromatina espermatica: la tincién con Azul
de Toluidina y la técnica de Dispersién de la Cromatina Espermética. Ademas, hemos estudiado el efecto que
tienen diferentes procesos de preservacion sobre la cromatina espermatica de llama. En el semen refrigerado se
observé un aumento de la descondensacién de la cromatina con respecto al semen fresco. En el proceso de
congelamiento profundo se probaron dos crioprotectores diferentes: glicerol (G) y dimetilformamida (DMF)
ambos al 7% y dos curvas de estabilizacion: temperatura ambiente (TA) y 5°C. Se observé que el semen estabi-
lizado a 5°C y todos los protocolos de congelamiento presentaron un ntmero significativamente mayor de
espermatozoides con alteracién en la condensacién de la cromatina, excepto el semen congelado con lactosa-
yema de huevoy glicerol (LY-G) y estabilizado a TA, que no fue significativamente diferente al semen fresco.
Los procesos de desecacion y deshidrataciéon no alteraron la condensacién de la cromatina en el semen preser-
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vado a corto plazo (hasta 21 dias). No obstante, se observé un aumento de la descondensacién y un alto nivel
de fragmentacion de la cromatina espermatica en el semen desecado y en el semen deshidratado cuando éstos
fueron preservados durante 2 y 4 meses. Los trabajos realizados permitieron evaluar el efecto que producen
distintos métodos de conservacion sobre el ADN de espermatozoides de llama.

Palabras claves: Semen preservado, ADN espermatico, llama (Lama glama)

Introduccién

Los camélidos sudamericanos son valorados
internacionalmente debido a la alta calidad de su
fibra y a su carne con bajo contenido de colesterol. En
la llama, las caracteristicas que determinan el precio
de la fibra estdn sujetas a modificaciones por selec-
cion genética (Frank, 2004). Asi, la aplicacion de
biotecnologias en animales genéticamente superio-
res permitirfa mejorar las poblaciones.

Se han utilizado la refrigeracién (Vaughan et al.,

2003; Giuliano et al., 2006) y el congelamiento pro-
fundo (Bravo et al., 2000, Alleret al., 2003, Vaughan et
al., 2003) de semen para preservar espermatozoides
de alpaca y llama, sin embargo, los porcentajes de
prefiez han sido menores a los obtenidos en otras
especies, aun cuando los espermatozoides conser-
van la movilidad y funcionalidad de sus membranas
(Giuliano et al., 2006).

Métodos alternativos de preservacion de semen

En otras especies se han utilizado métodos alter-
nativos de preservacion de semen, de facil prepara-
cion, almacenamiento y de bajo costo. Imoedemeet al.
(2003) utilizando espermatozoides de una muestra
de semen desecada al aire, lograron la fertilizacién
de ovocitos humanos mediante la inyeccién
intracitoplasmatica de un espermatozoide (ICSI:
Intracytoplasmic Sperm Injection). Las muestras
desecadas pueden ser transportadas en portaobjetos
a 5°C sin necesidad de crioprotectores ni conserva-
cién en nitrégeno liquido. Otro método de preserva-
cién, probado en ratones, es la deshidratacién de
espermatozoides en una solucién hiperosmolar (Van
Thuan et al., 2005) que tiene las mismas ventajas que
la desecacién. Anteriormente se creia que el esper-
matozoide "moria" cuando permanecia desecado
porque no presentaba movilidad y por consiguiente
era incapaz de penetrar el ovocito. Con la técnica ICSI,
la pérdida de movilidad no necesariamente significa
una pérdida de habilidad para fertilizar el ovocito.

Con todo, el éxito de esta técnica es muy dependiente
del material genético empaquetado en la cabeza del
espermatozoide porque el dafno del ADN influye de
algtin modo en los resultados de las técnicas de re-
produccién asistida (TRA). En nuestro laboratorio,
Alonsoy col. (2007) lograron un 73,68 % y un 43,66 %
de clivaje embrionario mediante la técnica de ICSI
utilizando semen equino desecado y deshidratado y
conservado 2 a 3 dias a 5°C respectivamente. Sin
embargo, estas técnicas hacen posible que
espermatozoides con ADN dafiado sean capaces de
fertilizar y transmitir material genético defectuoso,
con consecuencias adversas para el desarrollo em-
brionario (Aitken y Krausz, 2001). Otro punto a tener
en cuenta es que las caracteristicas seminales de ruti-
na (movilidad, integridad y funcionalidad de mem-
branas y morfologia espermaticas) han sido utiliza-
das para evaluar la calidad seminal. Sin embargo,
estas caracteristicas no determinan la calidad del
ADN espermatico.

Técnicas de evaluacién de la cromatina espermatica de llama

En nuestro laboratorio, se han puesto a punto en
llama dos técnicas que evaltan alteraciones de la
cromatina espermatica: la tincién con Azul de
Toluidina (AT) y la técnica de Dispersion de la
Cromatina Espermatica (SCD: Sperm Chromatin
Dispersion assay). El colorante AT se une al ADN y
permite diferenciar espermatozoides de acuerdo al
grado de condensaciéon/descondensacién de la
cromatina, al detectar la ausencia o ruptura de puen-
tes disulfuro. En semen de llama, guanaco y alpaca

hemos identificado 3 patrones de ntcleos
espermaticos tenidos con AT: coloracion celeste (ne-
gativos, sin alteracion en la condensaciéon de la
cromatina), violeta claro (intermedios, algin grado
de descondensacion), violeta-azul oscuro (positivos,
alto grado de descondensacién) (Carretero y col. 2009;
2010a; 2010b). Por otro lado, la técnica de SCD se
basa en que cuando espermatozoides con ADN in-
tacto son inmersos en una matriz de agarosa y ex-
puestos a soluciones de lisis, la resultante
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desproteinizacion del ntcleo muestra halos de dis-
persion de la cromatina (los halos corresponden a
"loops" de ADN unidos a la estructura nuclear resi-
dual 6 "core") mientras que aquellos que tienen su
cromatina fragmentada fallan en producir halos de
dispersion. Los patrones de espermatozoides de lla-
ma observados con la técnica de SCD fueron: i) nt-
cleos con halos grandes de dispersiéon de la

cromatina, ii) nticleos con halos intermedios, iii) na-
cleos con halos muy pequefios, iv) nicleos sin halos.
Se considera que las categorias (i) y (ii) presentan su
ADN intacto y las categorias (iii) y (iv) tienen su ADN
fragmentado (Carretero no publicado). Ambas técni-
cas de evaluacién de ADN (AT y SCD) resultan ser
econdmicas, sencillas, precisas y rdpidas de realizar.

Efecto de distintos métodos de preservacion de semen sobre la cromatina
espermatica de llama

A partir de estas técnicas de evaluaciéon de
ADN, nuestro laboratorio ha estudiado el efecto que
tienen diferentes procesos de preservacion (refrige-
racién, congelamiento profundo, desecacién y des-
hidratacién) sobre la cromatina espermaética de lla-
ma. Para todos los experimentos la colecta de semen
se realiz6 mediante electroeyaculaciéon bajo aneste-
sia general mediante la técnica de Director et al.
(2007). La refrigeracion de semen se realiz6 segtin
Giuliano et al. (2006) observando un aumento de la
descondensacion de la cromatina en el semen refri-
gerado con respecto al semen fresco (Carretero et al.,
2011). El proceso de congelamiento profundo se de-
sarroll6 segtin la técnica de Giuliano et al. (2010a). Se
probaron dos crioprotectores diferentes: glicerol (G)
y dimetilformamida (DMF) ambos al 7% y dos curvas
de estabilizacién: temperatura ambiente (TA) y 5°C.
Se observo que el semen estabilizado a 5°C y todos
los protocolos de congelamiento presentaron un nu-
mero significativamente mayor de espermatozoides
con alteraciéon en la condensacion de la cromatina,

excepto el semen congelado con lactosa-yema de hue-
vo-glicerol (LY-G) y estabilizado a TA, que no fue
significativamente diferente al semen fresco (Carre-
tero et al., 2010c).

Para los procesos de desecacién y deshidrata-
cion se proceso el semen con colagenasa al 0,1% para
disminuir la filancia de los eyaculados y facilitar su
manipulacién (Giuliano et al., 2010b). Procesado el
semen, una parte se colocé sobre portaobjetos estéri-
les que se secaron bajo flujo laminar (desecacion) y el
resto se coloc6é en las diferentes soluciones
hiperosmolares (deshidratacién). Las muestras se
conservaron en heladera a 4°C. Los procesos de de-
secacién y deshidratacion no alteraron la condensa-
cién de la cromatina en el semen preservado a corto
plazo (hasta 21 dias). No obstante, se observé un
aumento de la descondensacién y un alto nivel de
fragmentacion de la cromatina espermaética en el se-
men desecado y en el semen deshidratado cuando
éstos fueron preservados durante 2 y 4 meses (Carre-
tero, no publicado).

Conclusiones

Los trabajos realizados permitieron evaluar el
efecto que producen distintos métodos de conserva-
cion sobre el ADN de espermatozoides de llama. La
incorporacion de estas técnicas de evaluacion de

ADN a las evaluaciones de rutina, contribuiran a
desarrollar protocolos de preservacion de semen que
sean efectivos, confiables y repetibles.
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