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INTRODUCCION

La cria en cautividad de anfibios tiene una importancia creciente, ya que las poblaciones
silvestres se encuentran en su mayor parte amenazadas o en retroceso (Tascon, 2003,
Gascon et al., 2005). Ademas, el desarrollo de técnicas de reproduccién asistida tiene un
papel fundamental para solventar los problemas de reproduccion en cautividad y para
permitir una adecuada la gestion genética, contribuyendo asi a la conservacion de estas
especies. Un factor importante para la fertilidad espermatica es la integridad de la cromatina.
En mamiferos, las causas mas comunes que afectan a la estructura de cromatina,
principalmente causando fragmentacion del ADN son: el estrés oxidativo —provocado por
especies reactivas de oxigeno (ROS) (Akiten et al., 2010)—, la exposicidon a contaminantes,
el aumento de la temperatura testicular normal y la edad (Agarwal et al., 2003). Para poder
identificar estos dafios de forma adecuada, es necesario disponer de un método preciso,
repetible y que sea rapido y asequible. En el caso de los anfibios, sélo existe una
publicaciéon que aplica el test de dispersion de la cromatina espermatica (SCD) en un anuro
modelo (Pollock et al., 2014). Sin embargo, el sperm chromatin structure assay (SCSA), que
se considera el test mas fiable y repetible hasta el momento (Evenson, 2013), nunca se ha
utilizado en una especie de este grupo. El objetivo de este trabajo fue testar y poner a punto
un protocolo de SCSA en un anuro ibérico. El estudio de la fragmentacion del ADN
espermatico y su dinamica es una herramienta importante para la conservacion de los
anfibios y en estudios sobre biologia evolutiva de estas especies.

MATERIAL Y METODOS

Los reactivos generales fueron comprados a Sigma (St. Louis, MO, EE.UU.), y el naranja de
acridina fue comprado a Polysciences (Warrington, PA, USA). Se utilizaron 14 machos de
Bufo calamita, que fueron capturados en el campo y mantenidos en cautividad hasta el fin de
los experimentos. Para la induccion de la espermiacién cada macho recibié una inyeccién
intraperitoneal con 10 IU de gonadotropina corionica humana por gramo de peso. Se
analizaron 2 recogidas de orina espermatica, separadas por 2 h, mediante estimulacién de
la miccidon o introduciendo un catéter a través de la cloaca. La concentracién de cada
muestra se estimé en un hemocitometro, y se alicuotaron aproximadamente 2 millones de
células en tubos con TNE (Tris-NaCI-EDTA). Estos tubos se congelaron y se mantuvieron a -
80 °C. El analisis se realizd segun Evenson y Jost (2000). Brevemente, 200 uL de muestra
se trataron con 400 pL de solucién acida-detergente (150 mM NaCl, 0,1% Triton X-100,
80 mM HCI, pH 1,2) durante 30 s, afiadiéndose entonces una solucion de tincion (150 mM
NaCl, 100 mM &cido citrico, 200 mM Na;HPO,4, 1 mM EDTA). A los 3 min las muestras se
analizaron en un citometro FACScalibur (Becton Dickinson, San Jose, USA), utilizando un
laser azul (488 nm) y fotodetectores para fluorescencia roja (670LP) y verde (530/30). Se
analizaron 5.000 eventos, analizando los datos con el paquete estadistico R (http://www.r-
project.org) para obtener los parametros del SCSA SD-DFI (desv. est. del DNA
Fragmentation Index), %DFI (fragmentacion del ADN) y %HDS (compactacion de la
cromatina) (Evenson y Jost, 2000; Evenson, 2013). Estos datos se analizaron mediante
modelos lineares de efectos mixtos y mediante analisis de componentes principales (para
estudiar el comportamiento de cada macho de acuerdo con los resultados en ambas
recogidas). Los resultados se indican como mediatdesviacion estandar.

RESULTADOS Y DISCUSION
La técnica SCSA pudo ser utilizada para analizar los espermatozoides de B. calamita,
obteniéndose los parametros correspondientes. Los resultados mostraron una gran
heterogeneidad entre machos y orden de recogida de muestra (figuras 1a y 1b). En la
primera recogida, observamos valores de fragmentacion e inmadurez bajos a moderados,
de acuerdo con los datos disponibles en mamiferos (Evenson, 2014), que sugieren que
valores de %DFI>30% y %HDS>15% estan asociados a infertilidad. No obstante, tanto las
estrategias reproductivas como la estructura de la cromatina espermatica son muy
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diferentes entre anfibios y mamiferos (Ausié et al., 2007), por lo que cualquier extrapolacion
seria, por ahora, aventurada. Los datos de %DFI (Figura 1a) fueron los més heterogéneos.
La mayor parte de las muestras proporcionaron valores muy por debajo del 10% (2,6%%2,0)
en la primera recogida, excepto un grupo que presentd valores algo mas elevados
(14,3%+3,4). En la segunda recogida, la mayor parte de los machos produjeron muestras
con %DFI menor (2,6%+2,3; P=0,005). En cambio, los valores de %HDS (Figura 1b) fueron
en general similares tanto entre machos como entre recogidas (6,2%%1,7). Estos datos
indican que podemos conseguir espermatozoides maduros de B. calamita incluso en
recogidas sucesivas, y que esta caracteristica es comun a distintos machos. En cuanto a los
datos de fragmentacién, éstos podrian reflejar una heterogeneidad de la poblacion
espermatica en algunos machos. Es posible que en la primera recogida haya una mayor
proporcién de espermatozoides senescentes, los cuales se eliminarian principalmente en
esa recogida, presentandose en menor proporcion en las siguientes recogidas. No podemos
descartar que los machos con bajo %DFI| hubiesen eliminado esos espermatozoides
espontaneamente antes de realizar las recogidas.

El analisis de componentes principales (PCA, Figura 1c) permitié caracterizar a los machos
segun los resultados obtenidos en ambas recogidas. Comprobamos que %HDS vy las
variables relacionadas con la fragmentacion SD-DFI y %DFI eran casi ortogonales,
indicando que la compactacion y la fragmentacién espermatica son caracteristicas
independientes, como ha sido indicado anteriormente (Evenson, 2013; Mata-Campuzano et
al., 2014). El PCA permitié agrupar a los machos en tres conjuntos segun su cercania en el
espacio multidimensional definido por las tres variables en los dos tiempos de recogida. Asi,
el conjunto 1 agrupd a los machos con bajo %DFI en ambas recogidas. El conjunto 2 agrupé
2 machos con el %HDS mas bajo en la segunda recogida. En el conjunto 3 se agruparon
machos con %DF| moderado en la primera recogida. Dos machos quedaron excluidos al
presentar los valores mas elevados de %DFI (G) o %HDS (K). La evaluacion de la cromatina
espermatica mediante SCSA, nos indicé que los espermatozoides de los machos de B.
calamita utilizados en el estudio tenian en general unos niveles de fragmentacién del ADN y
de compactacion aceptables, mejorando en una segunda recogida. Ademas, los datos
obtenidos en esta técnica nos permitieron clasificar a los machos de acuerdo con el estado
de la cromatina espermatica en las recogidas sucesivas. Este tipo de analisis podrian ser
utilizados para evaluar el impacto de distintos factores (manejo, contaminantes, etc.), asi
como en posibles técnicas de manejo reproductivo en anfibios.
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Figura 1. Proporcién de espermatozoides con fragmentacion del ADN espermatico (%DFI,
a) o compactacion-inmadurez de la cromatina (%HDS, b) en muestras de 14 machos (A-J)
procedentes de dos recogidas separadas por 2 h. En cuanto a la fragmentacién del ADN, se
observa una gran heterogeneidad entre machos y entre ambas recogidas. La subfigura ¢
muestra el resultado de un analisis de componentes principales utilizando las variables SD-
DFI, %DFl y %HDS en las dos recogidas (1, 2). Destaca la distinta distribucion de los
machos y la independencia (ortogonalidad) entre las variables relacionadas con la
fragmentacion (SD-DFI y %DFI) y %HDS.

ANALYSIS OF THE CHROMATIN OF BuFo cALAMITA SPERMATOZOA

ABSTRACT: The application of reproductive techniques is important for the conservation and
farming of amphibians. Studies on the status of sperm chromatin are lacking on this group.
Therefore, we have tested the sperm chromatin structure assay (SCSA) on 14 males of Bufo
calamita spermatozoa. Spermiation was induced by hCG, and spermatozoa were analyzed in
two successive collections separated by 2 h. DNA fragmentation (%DFI) was low or
moderate, below cut-off values for mammals (30%), with males showing a great
heterogeneity. Moderate values decreased in the second collection. Chromatin compaction
(%HDS) was more homogeneous between males and mostly below 10%. A principal
components analysis with SD-DFI, %DFI and %HDS at both collection times allowed to
classify the males according their sperm chromatin characteristics and changes between
recovery times. Moreover, fragmentation (SD-DFI and %DFI) and compaction (%HDS) were
largely independent variables. SCSA could be useful for studying amphibian sperm
chromatin for different purposes and regarding the application of reproductive techniques.
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