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INTRODUCCIÓN  
La cromatina del espermatozoide posee características excepcionales, se presenta 
altamente compactada y muy estable debido a los numerosos enlaces disulfuro que existen 
en sus proteínas, las protaminas. Se ha descrito una alteración de estas protaminas en 
pacientes con distintos niveles de daño en el DNA (Aoki et al., 2005). Por ello, se piensa que 
una de las funciones que tendrían las protaminas sería la de proteger el DNA del 
espermatozoide que tiene que ser introducido en el oocito (Oliva y Dixon, 1999). Una 
protaminación incompleta produciría un espermatozoide más vulnerable al efecto de 
agentes como las nucleasas, radicales libres o ciertos mutágenos (Sotolongo et al., 2003). 
Hay estudios recientes en toro llevados a cabo por Ganguly et al., (2013) en los que se ha 
visto un aumento de transcritos de PRM1 en espermatozoides con mayor motilidad.  Por 
todo esto, sería interesante determinar los niveles de mRNA de genes, como los de las 
protaminas, relacionadas con la estructura de la cromatina del espermatozoide y que 
podrían estar relacionadas con una mayor susceptibilidad a la fragmentación, y así poder 
determinar con mayor exactitud el potencial fértil de una muestra seminal. 
Entre las distintas pruebas que se pueden realizar, aquellas que determinan la 
fragmentación del DNA de los espermatozoides han adquirido una notable relevancia en los 
últimos años, ya que en muchos estudios indican que los espermatozoides con DNA 
defectuoso, pueden tener morfología, motilidad y capacidad de fecundación normal, pero no 
dar origen a gestaciones viables (Aitken y Krausz, 2001). Por tanto, sería lógico pensar que 
la transferencia de la molécula de DNA intacta del espermatozoide al óvulo es clave para 
que una fecundación pueda llevarse a término, especialmente si tenemos en cuenta que, 
hoy en día, los procesos de reproducción por monta natural en animales han sido sustituidos 
en muchos casos por procesos de reproducción asistida, dadas sus ventajas para la mejora 
genética, el aumento en la eficacia reproductora, el control y la prevención de 
enfermedades, y la reducción en el número de sementales de ganadería entre otras 
(Salamón, 1990). 
En este trabajo hemos estudiado nuevos parámetros que pueden ser usados en los análisis 
de calidad seminal. Actualmente con la inseminación artificial y con las nuevas metodologías 
de reproducción asistida es necesario de disponer de parámetros que nos permitan predecir 
con mayor precisión el poder fecundante de una muestra seminal. Hemos analizado como 
varían la fragmentación de DNA y la expresión de mRNA para la protamina 1 (PRM1) en 
eyaculados extraídos en dos épocas distintas, con una variación de temperatura y de horas 
de luz entre ellas: primavera (mayo) y verano (agosto). Los resultados obtenidos muestran 
que en los eyaculados obtenidos en verano presentan niveles más bajos de fragmentación 
de DNA y niveles más altos de PRM1.

MATERIAL Y MÉTODOS 
En este estudio han sido utilizadas muestras de espermatozoides frescas de 35 sementales 
ovinos de Raza Manchega del centro ovino de Valdepeñas. Todos ellos adultos (entre 2 y 4 
años) y adiestrados para la recogida seminal con vagina artificial con hembra señuelo. Se 
hicieron 2 extracciones a los mismos sementales en fechas distintas: en primavera (“pri”), y 
en verano (“ver”). 
Extracción de DNA, mRNA y obtención del cDNA. A partir de muestras en las que se ha 
eliminado el plasma seminal mediante centrifugación. Se realizan dos lavados con una 
solución que contiene 110nM NaCl, 5mM KCl y 10mM MOPS [pH 7,4]. El DNA y RNA se 
extrae con Trizol® LS Reagent (Invitrogen).
Indice de fragmentación mediante SCDtest (Sperm Chromatin Dispersion test).Se ha usado 
el kit Sperm-Halomax (Chromacell, SL, Madrid) que permite dispersar in situ la cromatina de 
los espermatozoides, que han sido inmovilizados sobre microgeles adheridos a un 
portaobjetos. Para establecer el índice de fragmentación se cuentan 600 espermatozoides 
con ayuda de un microscopio de fluorescencia (Figura 1). Se analizó el porcentaje de 

– 381 –

AIDA (2015), XVI Jornadas sobre Producción Animal, Tomo II, 381-383



esperm
diferent
Caracte
fragmen
(acceso
secuenc
Real tim
diseñaro
estaba
SYBR G
para la 
Análisis
paquete
significa

La fragm
las 48 h
el 2-3%
a factor
similar,
obtenem
(Figura

Figura 1
en prim
(fragmen

Al comp
verano)
muestra
con el f
En prim
estudios
un aum
aument
Se cara
los que 
el alelo 
genotipo
intrónica
individu
Para lo
interacc
(genotip
tiempo
efecto d
nivel de
present

A) 

atozoides
tes tiempos 
erización de
nto de DNA
o GenBank
ciación San
me- PCR (
on a partir d
diseñado e

Green  y el 
desnaturali

s estadístico
e estadístic
ación estab

mentación
horas de inc

%) y es lo qu
res endóge
pero al est

mos mayor
1).

1. A) Evoluci
mavera (pri),
ntado).

parar la ex
), hemos ob
as recogida
fotoperiodo,
mavera serí
s recientes 

mento de tra
o de transc

acterizó un S
disponíamo
C. Ampliam

o está en 
a, pensába
os CC en e

os resultado
ción genot
po*fecha co
(time) en q

de cada po
e fragmenta
tó un índice

con DNA 
(0 h, 1,30 h

el polimorf
A que corres
: FJ900270

nger en un s
RT-qPCR).
de la secue
entre los d
ciclo utiliza
zación, anil
os. Se utili
co SAS (S
lecido fue 0

de DNA au
cubación. A
ue llamamo
enos princip
tudiarla de f
res niveles 

ión del índice
 a diferent

presión de
bservado qu
s en verano
, con el aco
ía una épo
en toro llev

anscritos de
critos de PR
SNP (C/T) 
os de mues
mos la mue
muy baja 

amos que 
el centro de 
os de frag
ipo del S
olecta) fue 
que se mid

olimorfismo
ación del D
e de fragme

fragmentad
h, 4,30 h, 24
fismo tipo 
sponde al g
0.1). El gen
secuenciado

Los cebad
encia de PR
dos exones
ado fue: 40 
llamiento y 
zó el proce

SAS Versio
0,05. 

RESULTA
umenta con
A tiempo 0 h
os fragment
palmente. E
forma dinám

de fragme

e de fragme
es tiempos 

l gen de la
ue la tasa d
o frente a la
ortamiento d
oca más de
vados a cab

e PRM1 en 
RM1 podrían

detectado e
stras de sem
estra con 2
frecuencia.
no debería
inseminaci

gmentación 
NP detect
altamente

dió la fragm
de la prota

DNA esperm
entación sig

do a parti
4 h y 48h).
SNP en e

gen de la P
notipo de 6
or capilar A
dores espe
RM1 deposi
s, para evit
 ciclos de 3
extensión r
edimiento d

on 9.3; SA

ADOS Y DI
n el tiempo 
h, los nivele
tación basa
En ambas 
mica vemos
entación en

ntación med
con la téc

a PRM1 en 
de expresión
as de prima
de los días 
esfavorable
bo por Gan
espermatoz

n tener relac
en el gen d
men no obtu
6 animales
. Debido a

a tener un 
ión, puede 

obtenidos
tado en e
significativo

mentación (
amina en c
mático, el 
gnificativam

r de eyac

el gen de 
PRM1. El ta
61 muestras
ABI Prism 37
ecíficos para
tada en Ge
tar amplific
3 min a 95º
respectivam
de modelos

AS Inst. Inc

SCUSIÓN
transcurrid

es de fragm
al y equivald

épocas la 
s que en tod
n las mues

dio para mue
cnica SCDt

las dos fe
n del gen P

avera (FC =
que ocurre

 reproducti
nguly et al., 
zoides con 
ción con un
e la PRM1
uvimos ning

s más y obt
que esta 

efecto, pe
indicar que 

con la té
el gen PR
o (p<0,000
(p<0,0001).
ada fecha 
genotipo T

mente (p<0,

No F

B)

culados fre

la PRM1.
maño del fr
s se ha est
730 (Applie
a llevar a c

enBank. Un
ar DNA ge
ºC, 15 s a 9

mente.
s lineales m
c., Cary, N

o desde la
entación so
dría a la fra

fragmentac
dos los tiem
stras obten

estras extraíd
. B) Esperm

echas de co
PRM1 sufre 

1,4). Esto 
e desde el s
vamente q
(2013) en 
mayor mot

na mayor la 
ovina. De lo

gún individu
tuvimos 4 C
transición 
ro el hecho
tiene cierto
cnica SCD

RM1 y la 
1), al igual
En la tabl

(primavera
T del gen 
0001) supe

Fragmentado 

escos incub

Amplificac
ragmento e
tablecido m

ed Biosystem
cabo la Q-
o de los ce

enómico. S
95ºC y 30 s

mixtos (MIX
NC). El um

a eyaculació
on muy bajo
agmentación
ción basal 

mpos de inc
nidas en pr

das en veran
rmatozoide c

olecta (prim
un aument
podría relac
solsticio de

que el vera
los que se 
tilidad. Por 
calidad sem
os 35 moru

uo homocig
CC (Figura 
ocurre en 
o de no e

o efecto neg
Dt, el efect

fecha de 
l que el ef
la 1 se mu
o verano).
de la prota

erior, 9,8% 

bados a 

ción del 
es 512pb 
mediante 
ms).
-PCR se 
ebadores 
Se utilizó 
s a 60ºC 

XED) del 
mbral de 

ón hasta 
os (entre 
n debida 
es muy 

cubación
rimavera

no (ver) y 
con halo 

mavera y 
to en las 
cionarse 
 verano. 
no. Hay 
ha visto 
tanto un 
minal.
uecos de 
oto para 
2). Este 
la zona 
ncontrar

gativo.
to de la 

colecta 
fecto del 
uestra el 
 Para el 
amina 1 
más de 

– 382 –



esperm
a las co
las mue
verano.
la época
PRM1 p
resultad
utilizado

Figura
genotípic

 Aitke
Journal
Ganguly
Nucleis
cabras.

Agrade

la CAM

STUD

ABSTR
develop
to sperm
degree
on ejac
Chroma
PRM1 
relation
express
express
higher i
could be
quality d

Keywor

atozoides c
olectadas en
estras de p
 Los individ
a de colect
podría esta
dos se con
o para la se

2. Cromatog
cas y alélica

Tabl
ES: e

Técn
SCD

n R.J. & K
of Androlo

y I. et al. 2
Acid Res M
Ed. Acribia

ecimientos:

: CCG10-U

Y OF PROT

RACT: DNA
ping embryo
m quality. T
and type of

culates obta
atin Dispers
by Q-PCR.

to fragme
sion within t
sion decrea
in TT geno
e due to the
during the s

rds: Protam

con DNA fra
n verano (ve
rimavera fu

duos TT pre
a del seme

ar relaciona
nfirman con
elección de 

grama del p
s en 61 mac

la 1. Contra
rror estándar, D

Estima
nica Contra

Dt CTver
TTver
CTver
CTpri-

R
Krausz C. 
gy, 6(6): 74

2013. Res V
Mol Biol, 40
a. España, 1

: Este proye
AM/SAL-54

TAMINE1 L
OB

A damage 
o. It has bee
The evolutio
f protamine

ained in spr
sion techniq
. An SNP 
entation an
the same ge
ses regardl
type males
e action of 
summer, se

mine 1, DNA

agmentado
er). Tambié
ue significat
esentan may
n que los h
do con una

n un mayor
sementales

polimorfismo
chos de raza 

stes genotip
DF: grados de lib
adores contr
aste Est
r-CTpri -4,7
r-TTpri -9,8
r-TTver 1,9
-TTpri -3,

REFERENC
2001. Rep
41-748. F
Vet. Sci, 94

0: 25-94. S
1-171.  So

ecto se ha l
486 ( PROT

LEVELS AN
BTAINED IN

is a prov
en suggeste
on in time o

e forming sp
ring and su
que to mea
C215T gen
d expressio
enotype in 
less of geno

s and lower
photoperiod
lecting the 

A fragmenta

, en las mu
én para el g
tivamente (
yores difere

heterocigoto
a mayor o 
r número d
s con una m

o detectado 
manchega.

po*fecha co
bertad
rastes 
timador ES
7720 1,7
8674 1,6

9374 2,1
1579 2,1

CIAS BIBLIO
roduction,

Fernández J
4(2): 256-26
Salamón S.
otolongo B. 

llevado a ca
TAGEN)

ND DNA FR
N SPRING A
ven infertilit
ed that DNA
of this dam
perm chrom
ummer in 3
asure DNA
ne was de
on through
spring (pri) 
otype. DNA
r in CT gen
d, This stud
best rams f

ation, Fertili

uestras tom
enotipo CT
(p<0,01) su
encias en fr
os CT. Así p
menor frag
de muestra

mejor calida

en el gen 

olecta (prim

S DF 
7164 291
6459 291
1955 291
1886 291

OGRÁFICA
122:497–50
J.L. et al. 20
62.  Oliva
. 1990. Inse
et al. 2003.

abo gracias

RAGMENTA
AND SUMM
ty cause a
A integrity m

mage could 
matin. These
35 Mancheg
A fragmenta
tected in th

hout the ye
and summ

A fragmenta
notype ones
dy could ser
for using in 

ty.

adas en pr
el índice d
perior, 4,7%

ragmentació
pues el gen
gmentación
as, este ma
d espermát

de la PRM

mavera-veran

Valor t Pr
-2,78 0,0
-6,00 <,0
0,88 0,3
-1,44 0,

AS
06.  Aoki 
005. Fertil S

a R. & Dixo
eminación A
 Biol Repro

 a un proye

ATION IN S
MER
and causes
may be a m
be different

e two param
ga rams. W
ation and le
he PRM1 t
ear. There 
er (ver). In 
tion increas

s. This varia
rve to obtai
AI.

rimavera (pr
e fragmenta
% que la d
ón dependie
notipo del g

del DNA. 
arcador po
tica. 

M1 y las fre

no)

r > |t| 
0058 
0001 
3783 
1501 

V.W. et a
Steril, 84(4)

on G.H. 199
Artificial de 
od, 69: 2029

ecto financia

SPERM OF 

s problems
marker more
t depending

meters were
We used the
evels of m
to see its 
are differe
spring PRM

ses in sprin
ation in ex
n samples 

ri) frente 
ación en 
e las de 
entes de 
en de la 
Si estos 

odría ser 

ecuencias 

al. 2005. 
): 860. 
91. Prog 
ovejas y 

9-2035.

ado por 

RAMS

s in the 
e related 
g on the 
e studied 
e Sperm 
RNA for 
possible

ences of 
M1 gene 
ng, being 
pression
of better 

– 383 –


