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RESUMEN 

El propósito de este estudio fue cuantificar la presencia de 
espermatozoides con cromatina dañada e inmadura en el 
semen criopreservado de toros Brahman. Para ello, frotis de tres 
eyaculados de cinco toros fueron teñidos con azul de toluidina 
(AT) y azul de anilina (AN) para evaluar integridad y la inmadurez 
de la cromatina, respectivamente. Los espermatozoides teñidos 
con AT fueron considerados espermatozoides con cromatina 
normal (teñidos de azul claro) o con cromatina dañada (teñidos 
de azul oscuro o violeta), mientras que los teñidos con AN fueron 
clasificados como maduros (no teñidos) o inmaduros (teñidos de 
azul). El porcentaje de espermatozoides con cromatina dañada 
fue de 7,0 ± 3,71; rango entre 3 y 17,5%. Se observaron efectos del 
toro y el eyaculado sobre el porcentaje de espermatozoides con 
cromatina dañada (P<0,05). El porcentaje de espermatozoides 
con cromatina inmadura fue de 0,9 ± 1,29% (rango de 0 a 2,5%). 
No se observaron efectos del toro o el eyaculado; no obstante, 
solo siete de los eyaculados presentaron espermatozoides con 
cromatina inmadura. No se observó una correlación entre el 
porcentaje de espermatozoides con cromatina dañada y el de 
espermatozoides con cromatina inmadura (r = -0,05; P= 0,77). En 
conclusión, el semen criopreservado de toros Brahman contiene 
bajos porcentajes de espermatozoides con cromatina dañada y 
de espermatozoides con cromatina inmadura. Adicionalmente, 
este estudio demuestra que las tinciones de azul de toluidina y 
azul de anilina evalúan diferentes características de la cromatina. 
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ABSTRACT

The purpose of this study was to quantify the presence of sperm 
with damaged and immature chromatin in cryopreserved semen 
from Brahman bulls. In order the achieve that goal, smears of three 
ejaculates from five Brahman bulls were stained with toluidine blue 
(AT) and aniline blue (AN) to evaluate integrity and immaturity of 
chromatin, respectively. Sperm stained with AT were classified 
as having normal chromatin (stained light blue) or damaged 
chromatin (stained dark blue or violet); while sperm stained with 
AN were classified as mature sperm (unstained) or immature 
sperms (stained blue). Percentage of sperm with damaged 
chromatin was 7.0 ± 3.71%, with a range from 3 to 17.5%. Bull 
and ejaculate effects were observed on the percentage of sperm 
with damaged chromatin (P<0.05). Percentage of immature 
chromatin was 0.9 ± 1.29% (from 0 to 2.5%). No effects of bull 
or ejaculate were observed, and only seven ejaculates presented 
sperm with immature chromatin. No correlation was observed 
between damaged and immature chromatin (r = -0.05, P=0.77). 
In conclusion, Brahman bull semen contains low percentages of 
sperm with damaged and immature chromatin. Additionally, this 
study demonstrates that toluidine blue and aniline blue stains 
evaluate different chromatin characteristics.

Key words:Cromatina espermática; azul de toluidina; 
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INTRODUCCIÓN

La calidad espermática (CE) es un aspecto importante para 
alcanzar una óptima eficiencia reproductiva tanto en los rebaños 
como en los sistemas de producción in vitro de embriones, ya 
que es conocido que un espermatozoide con alteración de su 
integridad morfológica y que sea capaz de fecundar un óvulo 
podría afectar el desarrollo embrionario temprano [11, 18]. 

Tradicionalmente en Venezuela, los centros de criopreservación 
de semen de toros (Bos taurus/ Bos indicus) monitorean 
la calidad seminal mediante la evaluación de parámetros 
individuales, como la concentración y la motilidad espermática, 
y los que hacen pruebas complementarias realizan, con menor 
periodicidad, la evaluación de la viabilidad espermática, las 
anormalidades morfológicas y la integridad acrosómica [27]. Sin 
embargo, varios son los parámetros que se pueden utilizar, ya 
sea de forma individual o simultánea, para estimar la CE y el 
potencial reproductivo de los toros [2, 16] 

Actualmente, la integridad de la cromatina espermática 
(ICE) ha cobrado relevancia ya que en un eyaculado es posible 
encontrar espermatozoides vivos, motiles y con morfología 
normal que transportan cromatina dañada [1, 12, 26, 27], los 
cuales no pierden la capacidad fecundante, pero si comprometen 
el desarrollo embrionario subsiguiente [1, 15]. La ICE ha sido 
asociada con el potencial reproductivo y varios estudios han 
reportado una correlación negativa entre el daño a la cromatina 
y otros parámetros de calidad como la viabilidad y la motilidad, 
así como con la fertilidad [14, 23, 25, 27, 32]. Varios son los 
factores asociados con daño en la cromatina; entre éstos se 
ha reportado que la criopreservación aumenta el porcentaje de 
espermatozoides con daño en la cromatina [22, 25, 32]. Durante la 
espermatogénesis, el ADN espermático se encuentra inicialmente 
dispuesto en forma de nucleosomas, al estar unido al igual que 
el ADN de las células somáticas a unas proteínas llamadas 
histonas, las cuales serán posteriormente reemplazadas casi en 
su totalidad por las protaminas que son las encargadas de dar la 
compactación característica al núcleo espermático [28]. Cuando 
esta sustitución de histonas por protaminas falla, se genera una 
persistencia excesiva de histonas, lo que resulta en inmadurez 
de la cromatina espermática [28]. Las histonas han sido poco 
estudiadas en los espermatozoides de animales de interés 
zootécnico. Sin embargo, algunos estudios han demostrado 
una relación entre la inmadurez de la cromatina y el potencial 
reproductivo de toros [9, 22, 31], aunque estos hallazgos no son 
concluyentes debido al bajo porcentaje de espermatozoides 
inmaduros observado en los eyaculados estudiados [25]. 

La ICE puede ser evaluada mediante técnicas reconocidas 
[7], muchas de las cuales resultan laboriosas y costosas, lo que 
limita la adopción de forma rutinaria de esta evaluación en los 
laboratorios. Una alternativa la representa la tinción con azul 
de toluidina (AT), un colorante nuclear básico utilizado para 
la coloración metacromática de la cromatina al unirse a los 
grupos fosfatos libres del ADN, y esta propiedad es útil para 

evaluar anormalidades en la ICE [24]. En espermatozoides con 
cromatina normal, la mayoría de los fosfatos están bloqueados 
por las protaminas y por tanto, pocas moléculas del colorante 
se unen al ADN, lo que resulta en una coloración que varía de 
azul a verde claro, mientras que en los espermatozoides con 
cromatina dañada y en consecuencia mayor número de sitios de 
unión para el colorante, el color resultante de la tinción varía de 
azul oscuro a morado [4, 5, 24]. Adicionalmente se ha reportado 
que los espermatozoides teñidos de azul oscuro por la AT, 
corresponden con los espermatozoides con ADN fragmentado, 
identificados a través del Ensayo de la Estructura de la Cromatina 
Espermática (SCSA) o por el test de TUNEL (Terminal dUTP Nick 
End-Labeling) y que adicionalmente la AT es una técnica eficaz 
en la identificación de espermatozoides con alteraciones en la 
cromatina [13].

En el caso de la inmadurez de la cromatina espermática, el 
uso de la tinción de azul de anilina (AN) permite la identificación 
de los espermatozoides con histonas persistentes, dado que 
estas proteínas son ricas en lisina, aminoácido que tiene una alta 
afinidad por el colorante; así, los espermatozoides inmaduros se 
teñirán de azul, mientras que los espermatozoides con cromatina 
madura, es decir, en los que las histonas han sido correctamente 
sustituidas por protaminas, permanecerán incoloros [19].

Pocos son los estudios reportando información acerca de la 
calidad de la cromatina (integridad y madurez a la vez) en toros 
Bos indicus y menos aún en toros de la raza Brahman, grupo 
genético que se ha venido utilizando con gran frecuencia para la 
mejora genética de los rebaños venezolanos, tanto de carne como 
doble propósito, por lo que es aún necesaria mucha investigación 
en esta área. Por lo tanto, el propósito del presente trabajo fue 
determinar conjuntamente los porcentajes de espermatozoides 
con cromatina dañada y de espermatozoides con cromatina 
inmadura en semen criopreservado de toros Brahman (Bos 
indicus), así como también determinar la relación entre estos dos 
parámetros de calidad espermática.

MATERIALES Y MÉTODOS

Colección y procesamiento del semen

El semen criopreservado se obtuvo de un centro especializado 
en la producción de semen de toro (VIATECA®), ubicado en la 
población de la Villa del Rosario, municipio Rosario de Perijá, 
estado Zulia, Venezuela. Mientras que las evaluaciones a la 
descongelación se realizaron en el laboratorio de Andrología de 
la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad del Zulia, 
Maracaibo, estado Zulia. Para la realización del experimento se 
utilizó semen congelado de tres eyaculados de cinco toros de 
raza Brahman (Bos indicus), con edades comprendidas entre 
5 y 8 años. El diluyente de congelación estaba constituido por 
leche descremada (83%), yema de huevo (8%), glicerol (8%), 
fructosa (1%), lincospectina (4 mL), penicilina (1.000.000 UI) y 
estreptomicina (1 g). El semen se almacenó en pajuelas de 0,5 
mL con una concentración de 30 x106 espermatozoides motiles.
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Determinación de la integridad de la cromatina

El porcentaje de espermatozoides con cromatina dañada 
se determinó mediante la coloración con AT [6]. Las pajuelas 
de semen se descongelaron en baño María (Gemmy® modelo 
YCW-03S, Taipei, Taiwán) a 37°C por 30 segundos, una vez 
descongeladas se procedió a realizar tres frotis por pajuela, los 
cuales se fijaron en una solución de etanol-ácido acético (3:1 v/v) 
por 1 minuto (min) y etanol al 70% por 3 min. Luego, cada frotis 
se hidrolizó por 25 min en una solución de ácido clorhídrico a 
una concentración de 4 N, se lavó en agua destilada y se secó 
al aire. Para realizar la tinción se agregó sobre el frotis una gota 
de 30 µL del colorante (AT a 0,025% en buffer McIlvaine a pH 
4) y se colocó un cubreobjetos. Los  f rotis se observaron con 
un microscopio de campo claro (Olympus BX41TF, Tokio, Japón) 
con un aumento de 400X y se evaluaron al menos 200 células 
por frotis, las cuales se clasificaron como espermatozoides con 
cromatina normal, aquellos teñidos de color azul claro; mientras 
que los teñidos de color azul oscuro o violeta, se consideraron 
como células con cromatina dañada [6]; además, las células con 
cromatina dañada generalmente tienen una apariencia granular 
fina, lo que facilita su identificación [3]. Se evaluaron dos frotis 
por eyaculado. 

Determinación de la inmadurez de la cromatina 

Para la determinación del porcentaje de espermatozoides 
inmaduros se utilizó la tinción de AN [8]. Los frotis se fijaban por 
10 min en metanol absoluto y luego eran sumergidos por 3 min 

en una solución de AN al 5% disuelta en ácido acético al 4%. 
Los frotis se observaron con un microscopio de campo claro a un 
aumento de 400X y se evaluaron al menos 200 células por frotis. 
Los espermatozoides no teñidos se clasificaron como maduros, 
mientras que los teñidos de color azul oscuro se consideraron 
inmaduros [8]. Se evaluaron dos frotis por eyaculado.

Análisis Estadístico 

Todos los análisis estadísticos se realizaron utilizando el 
paquete estadístico SAS [30]. Los porcentajes de espermatozoides 
con cromatina dañada e inmaduros, así como los efectos 
del toro y del eyaculado sobre éstos, se analizaron con el 
modelo lineal general de análisis de varianza (procedimiento 
GLM), luego de la transformación de los datos a través del 
método del arcoseno cuadrado. Todos los valores se presentan 
como medias corregidas ± desviación estándar. La relación entre 
el daño a la cromatina y la inmadurez espermática se estableció 
con la prueba de Spearman, calculado a través del PROC CORR, 
también con el uso del paquete estadístico SAS.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

El porcentaje de espermatozoides con cromatina dañada fue 
de 7,00 ± 3,71% y estuvo afectado por el toro (P=0,0004), el 
eyaculado (P=0,0004) y la interacción entre estas dos variables 
(P=0,0003). El porcentaje más bajo observado fue para el 
eyaculado 2 del toro 2 con un 3% y el valor más alto fue para el 
eyaculado 1 igualmente del toro 2 con un 17,5% (TABLA I).

TABLA I
PORCENTAJE DE ESPERMATOZOIDES CON CROMATINA DAÑADA EN SEMEN CRIOPRESERVADO

DE TOROS BRAHMAN

Eyaculado Toro 1 Toro 2 Toro 3 Toro 4 Toro 5

1 4,00 ± 0,00a 17,50 ± 0,70ª 8,50 ± 2,12a 7,00 ± 1,41a 8,50 ± 2,12a

2 4,50 ± 0,70a 3,00 ± 0,00b 10,00 ± 2,82a 4,50 ± 0,70a 4,50 ± 2,12a,b

3 5,50 ± 0,70a 9,50 ± 0,70c 6,50 ± 3,53b 6,00 ± 1,41a 5,50 ± 0,70b

Promedio 4,66A 10,00B 8,33B 5,83A 6,16A

Valores con letras diferentes, difieren. P<0,05. Letras minúsculas implican comparación dentro del mismo toro; letras mayúsculas
implican comparación entre toros.

El porcentaje de espermatozoides con cromatina inmadura 
promedió un 0,9 ± 1,29%, este parámetro no estuvo afectado ni 
por el toro ni por el eyaculado (P>0,05); tres de los cinco toros 
evaluados tuvieron un valor por debajo del 1%, seis de los quince 
eyaculados evaluados no presentaron espermatozoides con 

cromatina inmadura y el valor más alto encontrado fue de 2,50% 
para el eyaculado 1 del toro 5 (TABLA II). No se observó una 
correlación significativa entre el porcentaje de espermatozoides 
con cromatina dañada y el porcentaje de espermatozoides con 
cromatina inmadura (r = -0,05; P = 0,7757). 
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El porcentaje de espermatozoides con cromatina dañada 
observado en el presente estudio (7,00 ± 3,71%)  fue superior 
al reportado previamente también para toros Brahman utilizando 
igualmente la tinción con AT [27]. Estos trabajos son de los pocos 
que reportan para semen criopreservado de toros Brahman, 
el porcentaje de espermatozoides con daño en la cromatina 
utilizando la tinción con AT, la cual si ha sido empleada para el 
estudio de la cromatina espermática en semen criopreservado de 
toros de otras razas [4, 6, 24, 33]. En semen de toros Nelore, se 
ha reportado un 3,15 ± 1,74% de espermatozoides con cromatina 
dañada [33]. Varios estudios han reportado correlaciones 
negativas entre el porcentaje de espermatozoides con cromatina 
dañada y otros parámetros de calidad espermática como 
motilidad e integridad de la membrana plasmática, así como 
también con el potencial reproductivo de toros [20, 21, 25, 27, 
32], lo cual sugiere que el estudio de la ICE podría incorporarse 
en la evaluación rutinaria de la calidad seminal. 

El porcentaje de espermatozoides con cromatina dañada 
reportado en el presente estudio fue menor al observado en 
otros estudios para toros con una calidad seminal cuestionable 
[10, 25]. En animales utilizados para la producción comercial de 
semen se observan bajos porcentajes de daño a la cromatina 
espermática, debido a que son animales seleccionados, 
relativamente jóvenes y mantenidos bajo condiciones libres de 
estrés [17]. En el caso del semen congelado de toro, este bajo 
porcentaje de espermatozoides con daño en la cromatina parece 
reflejar una crio-resistencia de la cromatina espermática propia 
de la especie [29]. Sin embargo, algunos estudios han reportado 
un efecto negativo de la criopreservación sobre la ICE [22, 25, 
32]. 

En animales de interés zootécnico, la inmadurez de la cromatina 
ha sido poco estudiada y los porcentajes de espermatozoides con 
cromatina inmadura observados son bajos [25]. En el presente 
estudio, el porcentaje de espermatozoides teñidos con AN fue de 

0,9 ± 1,29%. Khalifa y col. [22] reportaron un promedio de 11,22% 
y al igual que en el presente estudio, no se observó un efecto 
del toro o el eyaculado sobre este parámetro. Al parecer, un 
incremento en el porcentaje de espermatozoides con cromatina 
inmadura podría estar relacionado con un defecto genético, con 
un incremento de la frecuencia de recolección del semen o con 
algunas patologías como criptorquidismo o varicocele [12, 25]. 

La retención excesiva de histonas podría estar relacionada 
con una menor CE, incluyendo una mayor susceptibilidad 
de la cromatina al daño por la criopreservación y el estrés 
oxidativo [25]. El porcentaje de espermatozoides teñidos con 
AN se ha correlacionado negativamente con el porcentaje de 
espermatozoides vivos y positivamente con el porcentaje de 
anomalías de la cabeza y con la presencia de gota citoplasmática 
[22]. Además, se han reportado casos de toros con un alto 
porcentaje de espermatozoides con cromatina inmadura y baja 
fertilidad [31]. Altos porcentajes de espermatozoides teñidos 
positivamente con AN podrían afectar la eficiencia reproductiva. 
De esta manera, se ha observado que toros con baja fertilidad 
presentaron mayores porcentajes de espermatozoides con 
cromatina inmadura (1,73 ± 0,55%) que toros de alta fertilidad 
(0,67 ± 0,17%, P<0,0001) y el porcentaje de espermatozoides 
teñidos positivamente con AN se correlacionó negativamente 
(r= -0,90, P<0,001) con la fertilidad de los toros [8]. Estos 
hallazgos sugieren la necesidad de incorporar la evaluación de la 
madurez de la cromatina en la evaluación rutinaria de la calidad 
espermática y en la determinación de los factores que afectan el 
potencial reproductivo de los toros.

En la actualidad se cuentan con diferentes técnicas para 
evaluar la ICE; sin embargo, es difícil establecer relaciones entre 
ellas, dado que estas técnicas aplican principios diferentes y 
evalúan diferentes aspectos de la cromatina espermática. Khalifa 
y col. [22] observaron una correlación positiva entre el porcentaje 
de espermatozoides con cromatina inmadura y el porcentaje de 

TABLA II

PORCENTAJE DE ESPERMATOZOIDES CON CROMATINA INMADURA EN SEMEN CRIOPRESERVADO
DE TOROS BRAHMAN

Eyaculado Toro 1 Toro 2 Toro 3 Toro 4 Toro 5

1 2,00 ± 1,41 0 2,00 ± 2,82 0 2,50 ± 2,12

2 0 1,00 ± 0,00 2,00 ± 1,41 0 0,50 ± 0,70

3 0 0 1,50 ± 2,12 1,00 ± 1,41 1,00 ± 1,41

Promedio 0,66 0,33 1,83 0,33 1,33
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espermatozoides con cromatina dañada evaluada con la tinción 
de naranja de acridina. Resultados similares fueron observados 
por Mukhopadhyay y col. [25] pero utilizando la técnica “Ensayo 
cometa” para evaluar la integridad de la cromatina. En el presente 
estudio los espermatozoides fueron teñidos con AT y AN y no 
se observó una correlación significativa entre los porcentajes de 
espermatozoides respondiendo positivamente para cada una 
de estas tinciones, lo que sugiere que estas técnicas evalúan 
diferentes características de la cromatina. 

CONCLUSIONES

El semen criopreservado de los toros Brahman evaluados en 
este experimento contiene bajo porcentaje de espermatozoides 
con cromatina dañada, simultáneamente con bajo porcentaje de 
cromatina inmadura; sin embargo, estos dos parámetros de calidad 
espermática no se relacionaron estadísticamente, sugiriendo que 
la tinción de AT y de AN valoran de manera independientemente 
estas características de la ICE. Adicionalmente, dada la fácil 
realización de estas técnicas de tinción, el estudio tanto de la 
ICE como de la inmadurez de la cromatina espermática podrían 
incorporarse a la evaluación rutinaria del semen a fin de mejorar 
la estimación de la calidad espermática y el potencial reproductivo 
de los toros.
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