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La congelacién de semen de asno permite almacenar material genético por un periodo
ilimitado de tiempo, por lo que puede ser empleado para generar bancos de germoplasma o
para la cria de mulares y asnos. Esta investigacion tuvo como obijetivo evaluar alternativas de
suplementacién de un diluyente para la congelacién de semen de asno. Se colecté el semen
de cinco asnos criollos colombianos, dos eyaculados por animal (n= 10) y luego se congelé en
diluyente Equiplus® suplementado con 3% de glicerol (GLY) 6 5% de dimetilformamida (DMF),
2% 6 5% de yema de huevo centrifugada (YHC) y 10% 6 20% de plasma seminal (PS). Se
realizé la evaluacién postdescongelacion de la calidad seminal y de la peroxidacién lipidica
(PL). Para el andlisis estadistico se ajustaron modelos mixtos, se realizé un andlisis de regresion
y comparaciones de medias por la prueba de Tukey. El semen congelado con 5% de DMF, 5%
de YHC y 10% de PS present valores superiores de movilidad, vitalidad e integridad de mem-
brana (p<0,05). La PL fue menor en diluyentes con 5% de YHC (p<0,05). La suplementacién
del diluyente de congelacién con una combinacién de 5% de DMF, 5% de YHC y 10% de PS
permite mejorar la calidad postdescongelacién del semen de asno.

Effect of extender supplementation on the post-thaw semen quality of donkey

SUMMARY

Freezing of donkey semen allows storing genetic material for an unlimited period of time,
which can be used to generate germoplasm banks or for breeding of mules or asses. This
research aimed to evaluate supplementation alternatives for freezing donkey semen. Semen
from five Colombian creole donkeys (n= 10) was collected and then frozen in Equiplus®
extender supplemented with 3% of glycerol (GLY) or 5% of dimethylformamide (DMF), 2%
or 5% of centrifuged egg yolk (CEY) and 10% or 20% of seminal plasma (SP). Postthaw
evaluation of semen quality and lipid peroxidation (LP) was conducted. For statistical analysis
mixed models were adjusted, regression analysis and comparison of means by the Tukey test
were performed. Frozen semen with DMF, 5% CEY and 10% SP presented superior results
of motility and membrane integrity (p<0.05). The LP was lower in extenders with 5% CEY
(p<0.05). Supplementation of freezing extender with the combination of 5% DMF, 5% CEY
and 10% SP allows to improve the postthaw quality of asinine semen.
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INTRODUCCION

Son escasos los documentos de ingreso y difusién
de la especie asnal en Colombia y se ignora cudndo se
introdujo al pais con fines de propagacién, pero apa-
rentemente esto ocurri6 desde las primeras avanzadas
de los espanoles al igual que ocurrié con los caballos
(Ramirez-Chaves et al., 2011). El semen de asno es uti-

lizado en yeguas para la produccién mular, dado que
estos ejemplares son deseados en el medio rural (Ca-
nisso et al., 2008; Oliveira et al., 2014). Se han atribuido
algunas ventajas al uso de semen descongelado de
asno en programas de inseminacién artificial, entre
ellas evitar el rechazo de las yeguas a los garafnones
durante el cortejo y el apareamiento, asi como superar
las limitaciones fisicas por el tamafio de los animales
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durante el servicio y facilitar el movimiento de los re-
cursos genéticos (Madison et al., 2013). La congelacién
de semen de asno ha tenido un papel importante en
la creaciéon de bancos de germoplasma, que podrian
ser utilizados en un futuro para reducir la depresién
genética observada en las poblaciones de esta especie
(Vilés-Lopez, 2013).

La congelacion del semen se relaciona con dafios en
la membrana plasmaética, las mitocondrias y otras or-
ganelas de los espermatozoides (Ortiz et al, 2014; Darr
et al., 2016). Esto se ve reflejado en la reduccion de la
movilidad, la viabilidad y la capacidad fecundante de
dichas células (Najafi et al. 2014). Sin embargo, los es-
permatozoides de asno han demostrado ser resistentes
a los procesos de refrigeracion y criopreservacion, al
mantener caracteristicas adecuadas de calidad seminal
(Vilés-Lopez, 2013).

Hasta la fecha, son escasas las investigaciones
donde se aborda la congelacién de semen asnal y es
comun que se adapten procesos empleados en equi-
nos (Canisso et al., 2008; 2010). Los diluyentes para la
congelacién de semen requieren la adicién de sustan-
cias crioprotectoras, entre las cuales el glicerol (GLY)
es posiblemente el crioprotector méas empleado en la
congelacién del semen de équidos (Hoffmann et al.,
2011; Rota et al., 2012). Sin embargo, se ha sugerido
que la dosis toxica de GLY en espermatozoides de asno
parece ser casi la mitad que dicha dosis en espermato-
zoides equinos, ademds de comprometer la fertilidad
del semen congelado (Vidament ef al., 2009). Entre las
principales alternativas, la dimetilformamida (DMF)
es conocida por su efecto crioprotector en semen equi-
no, que se atribuye a su menor toxicidad y su mayor
capacidad de difusién a través de la membrana de
los espermatozoides (Alvarenga et al., 2005), debido
a su menor peso molecular. En un estudio reciente, se
describié un efecto positivo de la DMF sobre la movili-
dad y la integridad de membrana de espermatozoides
criopreservados de la raza asnal andaluza (Acha et al.,
2015).

La adicién de yema de huevo (YH) a los diluyen-
tes para la congelacion de semen, se debe a su aporte
de lipoproteinas de baja densidad (LDL) compuestas
por triglicéridos, fosfolipidos y colesterol (Moussa et
al., 2002). Las LDL previenen la formacién de crista-
les de hielo y protege la integridad de la membrana
plasmatica del choque térmico durante los procesos
de congelacion y descongelacion (Hu et al., 2010; Jian-
Hong et al., 2011). Sin embargo, se ha descrito que
la suplementaciéon con YH genera riesgo microbio-
légico, alteraciones de la fosforilaciéon oxidativa y la
movilidad de los espermatozoides; asi como produce
complicaciones para realizar investigaciones bioqui-
micas, metabdlicas y microscopicas del semen (Wall y
Foote, 1999; Moussa et al., 2002). Debido a esto, se ha
recurrido a la centrifugacién de la YH con la finalidad
de eliminar algunos de sus componentes y conservar
principalmente las LDL, mediante la produccién de
yema de huevo centrifugada (YHC) y plasma de yema
de huevo, las cuales han permitido mejorar la conge-
labilidad del semen equino (Pillet et al., 2011; Nouri et
al., 2013).
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Se conoce que el plasma seminal (PS) de los equi-
nos contiene una gran diversidad de componentes
involucrados en eventos como la activacién de la
movilidad espermatica, la accién antimicrobiana, la
neutralizacién de metabolitos, la capacitacién esper-
matica y la respuesta inflamatoria uterina postcoital
(Kareskoski y Katila, 2008; Rodriguez-Martinez ef al.,
2011). Adicionalmente, en el PS se han identificado
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos, los cuales
tendrian la funcién de proteger los espermatozoides
de los efectos nocivos del estrés oxidativo y se han
asociado con la calidad seminal, la fertilidad y la res-
puesta a la congelacién y descongelacién del semen
equino (Guasti et al., 2012; Waheed et al., 2013; Bucci et
al., 2016). A pesar de lo anterior, poco se conoce de la
composicién, propiedades y efecto del plasma seminal
en la congelacién de semen de asnos (Rota et al., 2012).

Diferentes estudios demuestran que el semen
congelado de asno presenta tasas de fertilidad bajas,
cuando se utiliza para la inseminacién de asnas en
comparacién con la inseminacién de yeguas (Vida-
ment et al., 2009; Oliveira et al., 2016). Lo cual podria
deberse a una alta respuesta inflamatoria en el titero
de las asnas por su interaccién con el semen descon-
gelado, provocando tasas de prefiez muy bajas (Mir6
et al., 2013). La btisqueda de una combinacién adecua-
da de suplementos para el diluyente de congelacién,
podria contribuir al mejoramiento de las condiciones
de criopreservacién del semen de asno; asi como al
aumento de su fertilidad en procesos de biotecnologia
reproductiva. El objetivo de este trabajo fue evaluar la
suplementacién de un diluyente para la congelacién
de semen, con diferentes crioprotectores (DMF y GLY)
y proporciones de YHC (2% y 5%) y PS (10% y 20%),
con la finalidad de mejorar la calidad del semen de
asno a la descongelacion.

MATERIALES Y METODOS

ANIMALES Y COLECTA DE SEMEN

Para la realizacion de este estudio se emplearon 5
asnos criollos colombianos (Equus asinus), localizados
en el Valle del Aburra, Antioquia (Colombia), de eda-
des comprendidas entre 4 y 8 afios, condicién corporal
entre 7 y 8 (escala 1-9) (Warren, 2009) y con fertilidad
comprobada. Bajo un régimen de una colecta semanal,
se colectaron dos eyaculados por animal mediante va-
gina artificial (modelo Missouri, Minitube, Alemania),
empleando una yegua como soporte. Los garafiones se
mantuvieron estabulados bajo condiciones similares
de confinamiento, ejercicio y alimentacion.

Una vez obtenido cada eyaculado, la fracciéon de
gel se retir6 por filtracién usando un filtro de malla
de nylon. Una alicuota de entre 5 y 10 ml de semen
se utiliz6 para la extraccion de plasma seminal por
centrifugacién (850 x g durante 15 minutos). El resto
del eyaculado se diluy6 en proporcién 1:1 (v:v) en
EquiPlus® (Ref. 13570/0202, Minitube, Alemania) a
37°C y se transport6 en condiciones de refrigeracién
(Equitainer®, Hamilton Research Inc, USA) al laborato-
rio de biotecnologia animal del Politécnico Jaime Isaza
Cadavid (Medellin, Colombia). Para cada muestra de
semen fresco se evalu6 el volumen mediante un tubo
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graduado y la concentracién espermatica mediante
espectrofotometria (Spermacue®, Minitube, Alema-
nia). La movilidad espermaética, la morfologia anormal
(MA), la vitalidad espermatica (VE) y la integridad
funcional de la membrana (HOS), se evaluaron me-
diante los métodos descritos mas adelante. Solo se
utilizaron para el estudio muestras con minimo 60%
de movilidad progresiva (MP) y una concentracién
minima de 100 x 10° espermatozoides/mL.

CRIOPRESERVACION DEL SEMEN

La criopreservacion del semen se realiz6 mediante
un protocolo modificado de congelacién (Bustamante
et al., 2009). El semen se dividié en 8 alicuotas de 10
mL de semen diluido cada una, las cuales se centri-
fugaron durante 12 minutos a 850 x g, se descart6
el sobrenadante y se diluyeron aleatoriamente en el
diluyente EquiPlus® (Ref. 13570/0202, Minitube, Ale-
mania) suplementado con glicerol (GLY) al 3% (Sigma-
Aldrich, USA) o N,N-dimetilformamida (DMF) al 5%
(Sigma-Aldrich, USA), yema de huevo centrifugada
(YHC) al 2% 6 5% y plasma seminal (PS) al 10% 6 20%,
de la siguiente forma segtn el tratamiento:

Tratamiento Crioprotector % PS % YHC
1 GLY 3% 10 2
2 GLY 3% 20 2
3 GLY 3% 10 5
4 GLY 3% 20 5
5 DMF 5% 10 2
6 DMF 5% 20 2
7 DMF 5% 10 5
8 DMF 5% 20 5

La concentracién de los crioprotectores se definié
a partir de un ensayo previo de congelacién de semen
de asno (datos no publicados). La YHC se preparo de
acuerdo a un protocolo modificado del descrito por
Nouri et al. (2013). La YH se diluy6 en proporcién
3:1 (v:v) en agua ultra pura y se centrifugé a 1600 x
g durante 100 minutos. El semen se mantuvo a 5°C
durante 60 minutos y se envasé en pajuelas de 0,5 mL
(IMV Technologies, Francia) a una concentracion final
de 100 x 10° espermatozoides/mL, en un equipo MRS1
Dual V2 (IMV Technologies, Francia). Las pajuelas se
sometieron a vapores de nitrégeno liquido a una dis-
tancia de 4 cm de la superficie, durante 15 minutos y se
almacenaron en un tanque con nitrégeno liquido. Tras
un mes de almacenamiento, las pajuelas se desconge-
laron en agua a 37°C durante 1 minuto.

EVALUACION SEMINAL POST-DESCONGELACION

Se evalu6 la movilidad y la cinética espermatica
mediante el sistema Sperm Class Analizer (SCA®, Mi-
croptic S.L., Espana) de acuerdo a lo descrito por Res-
trepo et al. (2013). Se ajusto6 la configuracion del sistema
para la especie asnal, en base al tamafo de particula,
la concentracion de la muestra y el nimero de esper-
matozoides evaluados. Se utilizé un microscopio de
contraste de fase (Eclipse E200, Nikon, Inc., Japén) con
una camara digital (Scout SCA780, Basler, USA). Se
evalué la movilidad total (MT), movilidad progresiva
(MP); las velocidades rectilinea (VSL), curvilinea (VCL)
y media (VAP); los indices de linealidad (LIN), rectitud

(STR) y oscilacion (I0): el desplazamiento lateral de la
cabeza (ALH) y la frecuencia de batido (BCF).

Se avalu6 la morfologia anormal (MA) mediante la
tincion con eosina-nigrosina (Barth y Oko, 1989). Sobre
un portaobjetos se deposité una gota de muestra y una
gota de eosina-nigrosina (Sigma-Aldrich, USA). Ambas
gotas se mezclaron y se realizé un extendido, el cual
se fij6 sobre una platina térmica a 37°C. Se realiz6 la
evaluacién de la morfologia de 200 espermatozoides
en un microscopio de contraste de fase (Eclipse E200,
Nikon Inc., Japon).

Se determino la vitalidad espermatica (VE) utili-
zando el procedimiento descrito por Gamboa et al.
(2010), con el kit Live/Dead (Molecular Probes Inc.,
USA). Se suspendieron 200 pL de semen, en solucién
Hanks Heppes (HH) con 1% de albtiimina sérica bovina
(BSA, Sigma Aldrich, USA), para una concentracion
de 20 x 10° espermatozoides / mL. Luego la mezcla se
incub6 a 37°C durante 8 minutos, con 6 mM de SYBR-
14. Seguidamente se incub6 de la misma manera, con
0,48 mM de yoduro de propidio (IP). A continuacion, a
partir de una muestra de 5 puL, se realiz6 la evaluaciéon
de 200 espermatozoides, mediante un filtro UV-2A de
un microscopio E200 con fluorescencia HBO (Nikon
Inc., Japén).

Se avalu6 la integridad funcional de la membrana
plasmatica (HOS) mediante la prueba hipoosmética
descrita por Neild et al. (1999). Se tomaron 100 pl de
semen y se adicionaron a un tubo con 500 ul de una so-
lucién hipoosmética de sacarosa 5,4% (100 mOsmol /
L). Esta mezcla se incub6 a 38,5°C durante 30 minutos
y seguidamente se evalud la reaccion de 200 esperma-
tozoides por microscopia de contraste de fase (Eclipse
E200, Nikon, Inc).

Se midi6 el nivel de peroxidacién lipidica (PL) de
la membrana plasmatica de los espermatozoides de
acuerdo al protocolo descrito por Ball y Vo (2002). Se
emplearon 1000 uL de semen descongelado, los cuales
se centrifugaron a 600 x g durante 10 minutos. El pellet
con aproximadamente 100 x 10° espermatozoides, se
suspendid en 1 mL de buffer fosfato de sodio (PBS, 75
mM, pH 7,4) con 10 uM de C,,-BODIPY*'/*! (Molecu-
lar Probes Inc., USA). Las muestras se dividieron en
alicuotas de 300 uL, se sirvieron por triplicado en una
microplaca de 96 pozos y se realiz¢6 la lectura cada 15
minutos (8 lecturas), de la fluorescencia roja y verde a
longitudes de excitacién y emision (Ex / Em) de 590
nm / 635 nm y 485 nm / 535 nm, respectivamente, en
un espectrofluorimetro (LS-55%, Perkin Elmer, USA).
Los resultados se generaron como unidades relativas
de fluorescencia (URF). El grado de peroxidacioén li-
pidica de las células espermaticas se expres6 como la
relacion entre la fluorescencia roja y verde (BODIPY™°
/ BODIPY"*), donde BODIPY™" correspondi6 a la
presencia de lipidos no peroxidados y la BODIPYverde
correspondi6 a lipidos peroxidados.

DISENO Y EVALUACION ESTADISTICA

Se realiz6 un disefio completamente al azar. Los
resultados de calidad seminal se analizaron mediante
el ajuste de modelos mixtos para cada variable depen-
diente. Para la evaluacién de la peroxidacion lipidica
se realiz6 en modelo mixto de medidas repetidas en el
tiempo y un analisis de regresion. En cada modelo se
incluyeron los efectos fijos del asno (5), el eyaculado
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(10) y el tratamiento (8). Para asegurar la normali-
dad de los datos se utilizé prueba de Shapiro-Wilk y
se realizaron transformaciones logaritmicas. La com-
paracién de medias entre los tratamientos se realiz6
mediante la prueba de Tukey y se estableci6é un valor
de p<0,05. Todas las evaluaciones se realizaron con el
programa SAS 9.2. (SAS Inst. Inc., USA).

RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente estudio, se encontraron para el se-
men fresco valores medios de volumen 45,7 + 18,2 mL,
concentracion 249 + 67 x 10°espermatozoides/mL, MT
92,2 +7,1%, MP 68,2 + 12,1%, VCL 117,8 + 19,5 pm/
seg, VSL 49,9 + 8,8 um/seg, VAP 84.5 + 17.7 pm/seg,
MA 16.3 + 3.0 %, VE 88.2 + 6.5% y HOS 63.9 + 6.0%,
los cuales permiten catalogar las muestras seminales
obtenidas como de buena calidad, de acuerdo a re-
sultados reportados por otros autores en otras razas
asnales (Canisso et al., 2010; Rota et al., 2012; Dorado
etal.,2013).

En diferentes estudios con semen fresco de asnos,
se ha encontrado una proporciéon de espermatozoides
viables superior a la proporcién de espermatozoides
moviles (Mir6 et al., 2009; Mir6 et al., 2013), lo cual
podria considerarse como congruente con lo esperado,
toda vez que, la vitalidad como medida de la integri-
dad de la membrana plasmaética, estd altamente rela-
cionada con la funcionalidad de los espermatozoides.
Sin embargo, en este estudio se encontré una ligera
superioridad de MT respecto a VE. Carluccio et al.
(2013), reportaron igualmente una ligera mayor pro-
porcién de espermatozoides moviles, respecto a aque-
llos con membrana integra. Esto podria ser atribuible a
la variabilidad existente en los métodos de evaluacién
o en la configuracién de los sistemas computarizados
utilizados en las diferentes investigaciones.

Hasta la fecha los resultados de calidad post-des-
congelacion del semen de asnos han sido variables
(Contri et al., 2012; Rota et al., 2012). En la presente in-
vestigacion, el semen congelado bajo los diferentes tra-

tamientos, presenté mayor variabilidad para MT, MP,
VE y HOS, con coeficientes de variacién mayores al
40%. Lo cual puede atribuirse no solo a las diferencias
entre los tratamientos, sino también a la variacién in-
dividual entre los reproductores, toda vez que los efec-
tos fijos del asno, el eyaculado y el tratamiento fueron
significativos para todas las variables dependientes de
calidad seminal (p<0,01). En équidos se ha descrito la
existencia de una alta variabilidad entre machos en la
crio-supervivencia del semen (Loomis y Graham, 2008),
asi como una marcada influencia de factores como la
edad del reproductor (Dowsett y Knott, 1996), lo cual
pudo tener una influencia marcada en este trabajo,
dado el tamafio de la muestra. Todos los modelos
estadisticos ajustados para las variables de calidad se-
minal fueron significativos (p<0,01). Los resultados de
movilidad y cinética espermatica para los diferentes
tratamientos se presentan en la tabla I.

A excepcién del tratamiento 6, se observaron va-
lores post-descongelacién superiores de MT y MP
para las muestras suplementadas con DMF (15, T7,
T8), respecto a aquellas suplementadas con GLY (T1
a T4) (p<0,05). Estos resultados coinciden con lo en-
contrado por Acha et al. (2015), quienes describieron
mejores resultados con DMF respecto al GLY (ambos
suplementados al 2,5%), para la movilidad y la integri-
dad de membrana del semen criopreservado de asno
andaluz. Gibb et al. (2013) atribuyeron los mejores
resultados post-descongelacion de la DME a la posible
reduccion del estrés osmoético ejercido en los esper-
matozoides, toda vez que su menor peso molecular
favorece su paso mas libre a través de la membrana.
Adicionalmente, se conoce de la toxicidad que tiene
el GLY en el semen de equinos y burros (Squires et al.,
2004; Vidament et al., 2009).

Por otra parte, en las diferencias encontradas para
los demas parametros cinéticos del semen desconge-
lado (p<0,05), no se observaron tendencias claras que
pudiesen ser atribuibles a alguno de los suplementos
empleados en el estudio (tabla I). Sin embargo, el
T7 presenté6 menores valores de STR, LIN e IO, lo
cual indicaria una interaccién entre la combinacién

Tabla I. Movilidad espermatica post-descongelacion de semen de asno (Post-thaw sperm motility of donkey semen).

Parametro T1 T2 T3 T5 T6 T7 T8

MT (%) 22,8413,9¢  18,1420,2¢ 28,9+17,1° 22,5451«  43,6+18,5° 23,7%16,7  64,3+16,7° 49,4+18,9°
MP (%) 14,5¢11,5%  11,7#17,1°  19,5¢13,5° 13,5%10,5% 28,3+15,7° 14,5417,2% 41,8+17,2° 32,5+16,5°
VCL (um/seg) 79,9+16,4>  78,6%25,7° 87,7+21,5%° 80,0+21,2° 89,7+16,2® 91,3+22,22 94,0+£22,22 89,4+16,9%
VSL (um/seg) 60,2+15,9%  57,1+21,6° 68+20,22  59,7+19,9% 63,7+15,2® 64,8£19,9®®  61,5£19,9% 61,8114 ,4%
VAP (um/seg) 69,7+16,9®  67,9+25,8> 77,8421,6°° 69,9+21,8® 77,3%16,9° 78,1+22,92 79,0+£22,92 76,117,112
LIN (%) 74,5+5,8° 71,1£11,7°¢  76,247,92  73,3%7,6%c  70,546,5  70,2+7,4 64+7,49 68,8+5,7¢
STR (%) 85,9+3,6®  83,5+£9,0°%  86,6452°  84,9+4,8%  82,1+4,4< 82,7450 77,3%5,0° 81,1+4,1¢
10 (%) 86,6+4,0®° 84,56+7,8>  87,7+4,9° 86,2154  85,7+4,2%¢ 84,7453 83,145,3¢ 84,7+3,9%
ALH (um) 2,2 £0,2¢ 2,340,5% 2,2+ 0,3¢ 2,340,3« 2,5+0,3% 2,8+0,32 2,7+0,3% 2,6£0,2°
BCF (Hz) 8,8+0,9% 8,1+1,7¢ 8,9+1,6° 8,8+0,9% 8,2+0,6%° 8,5+ 0,5%° 7,9+0,5° 8,240,7%°

MT: movilidad total. MP: movilidad progresiva. VSL: velocidad rectilinea. VCL: velocidad curvilinea. VAP: velocidad media. LIN: indice de
linealidad. STR: indice de rectitud. 10: indice de oscilacion. ALH: desplazamiento lateral de la cabeza. BCF: frecuencia de batido.

T1: GLY, PS 10%, YHC 2%; T2: GLY, PS 20%, YHC 2%; T3: GLY, PS 10%, YHC 5%; T4: GLY, PS 20%, YHC 5%; T5: DMF, PS 10%,
YHC 2%; T6: DMF, PS 20%, YHC 2%; T7: DMF, PS 10%, YHC 5% y T8: DMF, PS 20%, YHC 5%. Los resultados se expresan como
media + desviacion estandar. Letras diferentes denotan diferencia estadistica significativa (p<0,05).
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de suplementos de dicho tratamiento y la cinética es-
permatica post-descongelacion. Madison et al. (2013)
hallaron para la mayoria de parametros cinéticos va-
lorados a la descongelacion valores superiores en las
muestras seminales de asnos suplementadas con una
baja proporcién de YH (5% vs. 20%). Mientras Nouri
et al. (2013) encontraron que la suplementacién del di-
luyente con lecitina de soya en combinacién con YHC
al 2%, tiene un efecto favorable sobre MT y MP, y con
YHC al 4% sobre VSL y LIN. Las LDL presentes en la
YHC se adhieren a la membrana plasmaética, dotando
al espermatozoide de una mayor proteccién contra
los cambios de temperatura durante la congelaciéon
(Morillo et al., 2012).

La adicién de PS a los diluyentes para la congela-
cién del semen, se ha evaluado como una alternativa
para el mejoramiento de su calidad post-desconge-
lacion, a través de la reduccion del estrés oxidativo
(Guasti et al., 2012; Waheed et al., 2013). Incluso re-
sultados previos en semen de caballos criollos colom-
bianos, mostraron una reduccién de la peroxidaciéon
lipidica en el semen descongelado, por la adicién de
PS al 10% y 20% al diluyente de congelacién (Pizarro
et al., 2013). En asnos se ha descrito la adiciéon de PS
para la redilucién de semen descongelado antes de la
inseminacion artificial, con resultados que permitieron
evidenciar una tendencia hacia el mejoramiento de la
fertilidad (Rota ef al., 2012). En esta investigacion se
observo que los tratamientos con 10% de PS (T1, T3, TS
y T7) presentaron en la mayoria de los casos mejores
resultados de MT y MP, que sus tratamientos equiva-
lentes con 20% de PS (T2, T4, T6 y T8) (p<0,05). Otros
investigadores han registrado un efecto deletéreo del
PS en la congelacion de semen equino, cuando se su-
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plementa en proporciones iguales o superiores al 20%
(Alghamdi et al., 2002; Moore et al., 2005). Sin embargo,
la calidad post-descongelacién del semen también
depende de la interaccién entre los suplementos em-
pleados en el diluyente, dado que con el uso de DMF
y 20% de PS se hallaron resultados superiores para MT
y MP (tabla I), asi como para MA, VE y HOS (figura
1), cuando se adicioné un 5% de YHC (T8) en lugar de
un 2% de este suplemento (T6) (p<0,05). De otro lado,
no se observo este mismo resultado cuando se utiliz6
GLY como crioprotector permeable y 20% de PS (T2 y
T4). Lo cual muestra que el efecto del PS esta de cierta
forma condicionado por otros componentes del dilu-
yente y al parecer con una particular interaccién con la
YH. Algunos estudios han descrito un efecto positivo
sobre la calidad seminal por efecto de la interaccién
entre el PS y la YH (Ferreira et al., 2014).

El uso de DMF incluso con diferentes proporciones
de PS y YHC permiti6 resultados superiores de movili-
dad espermatica (tabla I), vitalidad e integridad de la
membrana plasmatica (p<0,05) (figura 1). Para la MA
no se observo un efecto facilmente atribuible a alguno
de los suplementos o tratamientos, a pesar de que la
menor proporcion de espematozoides anormales se
present6 para el T6 (p<0,05) (figura 1). E1 T7 present6
resultados superiores de calidad seminal represen-
tados en la MT, MP (tabla I), VE y HOS (figura 1)
del semen descongelado (p<0,05). Otros autores han
obtenido resultados que podrian estar igualmente
determinados por la combinacién de diferentes su-
plementos en el diluyente de congelacioén. Nouri et al.
(2013) encontraron que la suplementacién del dilu-
yente con lecitina de soya en combinacién con YHC al
2%, mejora la integridad de membrana (HOS) y reduce

m HOS (%)

Figura 1. Morfologia, vitalidad espermatica e integridad de membrana post-descongelacion de semen de asno
(Post-thaw sperm vitality, morphology and membrane integrity of donkey semen).
MA: Morfolo%ia anormal. VE: vitalidad espermatica. HOS: Integridad funcional de membrana.

T1: GLY, PS 1

%,YHC 2%; T2: GLY, PS 20%,YHC 2%; T3: GLY, PS 10%, YHC 5%, T4: GLY, PS 20%,YHC 5%; T5:
DME, PS 10%, YHC 2%; T6: DME, PS 20%,YHC 2%; T7: DMF, PS 10%, YHC 5%

T8: DME, PS 20%,YHC 5%. Se

denota diferencia estadistica significativa g)<0,05) con letras maytsculas para VE (A, B, C), nimeros arabigos

para MA (1, 2) y letras mintsculas para H

S(a,b,c, d).
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Tabla II. Peroxidacién lipidica post-descongelacién de semen de asno (Post-thaw lipid peroxidation of donkey semen).

Peroxidacion

Analisis de regresion

Tratamiento

BODIPY™*° / BODIPY® Intercepto B, Tiempo B, Valor P
T 3,63+0,89° 3,40 0,0031 0,101
T2 4,03+1,57° 3,58 0,0064 0,566
T3 4,82+1,202 4,44 0,0054 0,031
T4 5,06+1,56° 4,57 0,0069 0,035
T5 3,48+0,88¢° 3,10 0,0053 0,002
T6 4,15+1,31° 3,66 0,0069 0,012
T7 4,911,122 4,38 0,0075 0,001
T8 4,791,192 4,24 0,0077 0,002

T1: GLY, PS 10%, YHC 2%; T2: GLY, PS 20%, YHC 2%; T3: GLY, PS 10%, YHC 5%; T4: GLY, PS 20%, YHC 5%; T5: DMF, PS 10%,
YHC 2%; T6: DMF, PS 20%, YHC 2%; T7: DMF, PS 10%, YHC 5% y T8: DMF, PS 20%, YHC 5%.

Los resultados de peroxidacion se expresan como media + desviacion estandar. Letras diferentes denotan diferencia estadistica signifi-
cativa (p<0,05). B1: Incremento de la relacién BODIPY™° / BODIPY"er¢¢ por minuto.

la MA, mientras se observo un efecto deletéreo de la
YHC al 4% para estos mismos parametros. Jepsen et
al. (2010) reportaron diferencias en los resultados de
calidad seminal y tasas de gestacion, a partir de semen
de asno congelado con diferentes combinaciones de
GLY, B-ciclodextrina y YH (5% vs. 20%).

La peroxidacion lipidica es considerada como un
indicador del estrés oxidativo generado durante la
congelacién del semen. Se ha descrito que un incre-
mento en la produccién de especies reactivas de oxi-
geno (ERO) produce la peroxidacién de los acidos
grasos poliinsaturados en la membrana plasmaética de
los espermatozoides equinos (Garcia et al., 2011). Esto
genera dafos subletales en los espermatozoides que
involucran el descenso de la movilidad, pérdida de
fluidez de la membrana y reaccién acrosémica anor-
mal, lo cual termina por comprometer la fertilidad
(Ortega et al., 2009; Vasconcelos et al., 2013). El modelo
estadistico ajustado para la evaluacion de la peroxida-
cién lipidica fue significativo, asi como los efectos fijos
del asno, el eyaculado y el tratamiento (p<0,001). Se
encontr6é una media para la relaciéon de peroxidacién
(BODIPY™P° / BODIPY"*¥) de 4,36 + 1,35, con un coe-
ficiente de variacion de 17,6%. Se observé una mayor
relacién de peroxidacion lipidica (BODIPY™° / BODI-
PYverde) para los tratamientos con mayor proporcién
de YHC (T3, T4, T7 y T8) (tabla II). De igual forma, el
andlisis de regresion arroj6 para los mismos tratamien-
tos, coeficientes de regresién mayores y significativos
para el incremento en la relacién BODIPY™° / BODI-
PYverde en el tiempo (p<0,05) (tabla II). Ambos analisis
indicarian que la YHC tuvo un efecto de reduccién
de la peroxidacién lipidica cuando se suplemento en
mayor proporcion (5%), tanto en muestras congeladas
en presencia de GLY o DMF y diferentes proporciones
de PS. Lo cual, a excepcion del T5, coincidié con aque-
llos tratamientos que presentaron mejores resultados
de calidad seminal. Este efecto podria ser en parte
atribuido a las LDL y los fosfolipidos presentes en la
YHC, dado que se ha observado un efecto protector de
éstos sobre la movilidad y la integridad de membra-
na plasmatica durante la criopreservacién del semen
(Vera-Munoz et al., 2011; Pillet et al., 2012). Sin embar-
go, los mecanismos precisos por los cuales las LDL
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protegen los espermatozoides durante la congelacién
aun no estan claros; a pesar de esto, se han propuesto
como hipétesis diferentes formas de interaccion de las
LDL y sus componentes con la membrana plasmatica
(Pillet et al., 2012).

Con los resultados de este estudio, se hace evi-
dente que el uso de la combinacién de suplementos
(DMF 5%, YHC 5% y PS 10%) para la congelacién de
semen de asnos criollos colombianos, contribuye al
mejoramiento de diferentes parametros de calidad se-
minal in vitro, asi como a la reducciéon de alteraciones
espermaticas, tales como la peroxidacion lipidica. Sin
embargo, diferentes estudios han demostrado que a
pesar de contar con semen criopreservado de excelen-
te calidad, su fertilidad en la inseminacion de asnas es
reducida (Oliveira et al., 2016). Lo que ha llevado a la
busqueda de alternativas que permitan mejorar la res-
puesta uterina y las estrategias para la inseminacién
con semen criopreservado (Jepsen et al., 2010; Rossi et
al., 2012; Mir6 et al., 2013). Por lo anterior, y a partir
de los resultados de esta investigacion, se plantea la
necesidad de evaluar la contribucién de los suplemen-
tos empleados en el semen criopreservado mediante
pruebas de fertilidad in vivo.

CONCLUSIONES

La suplementacion del diluyente utilizado para la
congelacién de semen de asnos criollos colombianos
con la combinacién de DMF al 5%, YHC al 5% y PS
al 10% permite mejorar la calidad espermatica a la
descongelacién. El uso de PS y YHC como alternativas
para la congelacién de semen de asnos permiten mejo-
rar la movilidad, la vitalidad y la integridad de mem-
brana de los espermatozoides, asi como reducir los
niveles de peroxidacién lipidica post-descongelacion.

AGRADECIMIENTOS

A la Direccién de Investigacion y Posgrados del
Politécnico Colombiano Jaime Isaza Cadavid por la
financiacion de la investigacion.



DILUYENTES PARA LA CONGELACION DEL SEMEN DE ASNO

BIBLIOGRAFIA

Acha, D.;Hidalgo, M.; Ortiz, I., Galvez, M.; Carrasco, J.; Gomez-Arrones,
V. and Dorado, J. 2015. Freeze ability of Andalusian donkey (Equus
asinus) spermatozoa: effect of extenders and permeating cryoprotec-
tants. Reprod Fert Develop, 28: 1990-1998.

Alghamdi, A.; Troedsson, M.; XUE, J. and Crabo, B. 2002. Effect of
seminal plasma concentration and various extenders on post-thaw
motility and glass wool-Sephadex filtration of cryopreserved stallion
semen. Am J Vet Res, 63: 880-885.

Alvarenga, M.; Papa, F.; Landim-Alvarenga, F. and Medeiros, A. 2005.
Amides of cryoprotectants for freezing stallion semen: a review. Anim
Reprod Sci, 89: 105-113.

Ball, B. and VO, A. 2002. Detection of lipid peroxidation in equine sper-
matozoa based upon the lipophilic flourescent dye C,,-BODIPY281/59,
J Androl, 23: 259-263.

Barth, A. and Oko, R. 1989. Abnormal morphology of bovine sper-
matozoa. 1 ed. lowa State University Press. lowa, U.S.A. 285 pp.
Bucci, D.; Giaretta, E.; Spinaci, M.; Rizzato, G.; Isani, G.; Mislei, B.;
Mari, G.; Tamanini, C. and Galeati, G. 2016. Characterization of
alkaline phosphatase activity in seminal plasma and in fresh and
frozen-thawed stallion spermatozoa. Theriogenology, 15: 288-295.

Bustamante, |.; Pederzolli, C.; Sgaravatti, A.; Gregory, R.; Dutra, C.;
Jobim, M. and Mattos, R. 2009. Skim milk-egg yolk based semen
extender compensates for non-enzymatic antioxidant activity loss
during equine semen cryopreservation. Anim Reprod, 6: 392-399.

Canisso, |.; Carvalho, G.; Davies-Morel, M.; Guimardes, J. and McDon-
nell, S. 2010. Sexual behavior and ejaculate characteristics in Péga
donkeys (Equus asinus) mounting estrous horse mares (Equus caballus).
Theriogenology, 73: 56-63.

Canisso, |.; Souza, F; Escobar, J.; Ribeiro, G.; Davies-Morel, M.;
Capistrano da Silva, E., Guimardes J. and Linhares-Lima, A. 2008.
Congelamiento de semen de burro (Equus asinus). Rev Investig Vet
Perd, 19: 113-125.

Carluccio, A; Panzani, S; Contri, A; Bronzo, V; Robbe, D. and Veronesi,
M. 2013. Influence of season on testicular morphometry and semen
characteristics in Martina Franca jackasses. Theriogenology, 79:
502-507.

Contri, A.; Alessia, G.; Domenico, R.; Michele, P.; Sfirro, M. and Car-
luccio, A. 2012. Effect of sperm concentration on characteristics of
frozen-thawed semen in donkeys. Anim Reprod Sci, 136: 74-80.

Darr, C.; Cortopassi, G.; Datta, S.; Varner, D. and Meyers, S. 2016.
Mitochondrial oxygen consumption is a unique indicator of stallion
spermatozoal health and varies with cryopreservation media. Therio-
genology, 86: 1382-1392.

Dorado, J.; Acha, D.; Gdlvez, M.; Ortiz, |.; Carrasco, J.; Diaz, B.; Gé-
mez-Arrones, V.; Calero-Carretero, R. And Hidalgo, M. 2013. Sperm
motility patterns in Andalusian donkey (Equus asinus) semen: Effects of
body weight, age, and semen quality. Theriogenology, 79:1100-1109.

Dowsett, K. and Knott, L. 1996. The influence of age and breed on stal-
lion semen. Theriogenology, 46: 397-412.

Ferreira, V.; Bougr de Mello, Marco.; Moreira da Fonseca, C.; Ferreira,
A.; Cardoso, J.; Silva, R. and Martins, W. 2014. Effect of seminal
plasma and egg yolk concentration on freezability of goat semen.
Rev Bras Zootecn, 43: 513-518.

Gamboa, S.; Rodrigues, A.; Henriques, L.; Batista, C. and Ramalho-San-
tos, J. 2010. Seasonal functional relevance of sperm characteristics in
equine spermatozoa. Theriogenology, 73: 950-958.

Garcia, B.; Fernandez, L.; Ferrusola, C.; Salazar-Sandoval, C.; Rodri-
guez, A.; Martinez, H.; Tapia, J.; Morcuende, D. and Pefia, F. 2011.
Membrane lipids of the stallion spermatozoon in relation to sperm
quality and susceptibility to lipid peroxidation. Reprod Domest Anim,
46: 141-148.

Gibb, Z.; Morris, L.; Maxwell, W. and Grupen, C. 2013. Dimethyl
formamide improves the postthaw characteristics of sex-sorted and
nonsorted stallion sperm. Theriogenology, 79: 1027-1033.

Guasti, PN.; Monteiro, G.A. and Papa, FO. 2012. Componentes do
plasma seminal e sua influéncia sobre a criopreservagdo e fertilidade
de espermatozoides equinos. Vet Zootec, 19: 169-180.

Hoffmann, N.; Ondelholf, H.; Morandini, C.; Rohn, K. and Sieme, H.
2011. Optimal concentration of cryoprotectant agent for freezing
stallion that are classified “good” or “poor” for freezing. Anim Reprod
Sci, 125:112-118.

Hu, J.; Li, Q; Zan, L; Jiang, Z.; An, J.; Wang, L. and Jia, Y. 2010. The
cryoprotective effect of low-density lipoproteins in extenders on bull sper-
matozoa following freezing-thawing. Anim Reprod Sci, 117: 11-17.

Jepsen, R.; Evans, L. and Youngs, C. 2010. Use of direct thaw insemina-
tion to establish pregnancies with frozen-thawed semen from standar
Jack. J Equine Vet Sci, 30: 651-656.

Jian-Hong, H.; Zhong-Liang, J.; Rui-Kai, L.; Qing-Wang, L.; Shu-Shan,
Z.; Lin-Sen, Z.; Yao-Kun, L. and Xin, L. 2011. The advantages of
low-density lipoproteins in the cryopreservation of bull semen. Cryo-
biology, 62: 83-87.

Kareskoski, M. and Katila, T. 2008. Components of stallion seminal plas-
ma and effects of seminal plasma on sperm longevity. Anim Reprod
Sci, 107: 249-256.

Loomis, P. and Graham, J. 2008. Commercial semen freezing: Individual
male variation in cryosurvival and the response of stallion sperm to
customized freezing protocols. Anim Reprod Sci, 105: 119-128.

Madison, J.; Evans, L. and Youngs, C. 201 3. The effect of 2-hydroxypropyl-
b-cyclodextrin on post-thaw parameters of cryopreserved jack and
stallion semen. J Equine Vet Sci, 33: 272-278.

Miré, J; Taberner, E; Rivera, M; Pefia, A; Medrano, A; Rigau, T. and
Pefialba, A. 2009. Effects of dilution and centrifugation on the survival
of spermatozoa and the structure of motile sperm cell subpopulations
in refrigerated Catalonian donkey semen. Theriogenology, 72:
1017-1022.

Miré, J.,Vilés, K.;Garcia, W.; Jordana, J. and Yeste, M. 2013. Effect of
donkey seminal on sperm-polymorphonuclear neutrophils attachment
in vitro. Anim Reprod Sci, 140: 164-178.

Moore, A.; Squires, E. and Graham, J. 2005. Effect of seminal plasma
on the cryopreservation of equine spermatozoa. Theriogenology,
63: 2372-2381.

Morillo, A; Balao da Silva, C.; Macias-Garcia, B.; Gallardo, J.; Tapia, J.
and Aparicio, I. 2012. Dimethyformamide improves in vitro charac-
teristics of thawed stallion sparmatozoa reducing sublethal damage.
Reprod Domest Anim, 47: 995-1002.

Moussa, M.; Martinet, V.; Trimeche, A.; Tainturier, D. and Anton, M.
2002. Low density lipoproteins extracted from hen egg yolk by an
easy method: cryoprotective effect on frozen-thawed bull semen.
Theriogenology, 57: 1695-1706.

Naijafi, A.; Daghigh, H.; Mohammadi, H.; Najafi, H.; Zanganeh, Z.;
Sharafi, M.; Martinez, F. and Adeldust, H. 2014. Different concen-
trations of cysteamine and ergothioneine improve microscopic and
oxidative parameters in ram semen frozen with a soybean lecithin
extender. Cryobiology, 69: 68-73.

Neild, D.; Chaves, G.; Flores, M.; Mora, N.; Beconi, M.; Agiiero, A.
1999. Hypoosmotic test in equine spermatozoa. Theriogenology,
51:721-727.

Nouri, H.; Towwhidi, A.; Zhandi, M. and Sadeghi, R. 2013. The effects
of centrifuged egg yolk used with INRA plues soybean lecithin extender
on semen quality to freeze Caspian horse semen. J Equine Vet Sci,
33: 1050-1053.

Oliveira, R.; Rates, D.; Pugliesi, G.; Ker, P.; Arruda, R.; Moraes, E. and
Carvalho, G. 2014. Use of Cholesterol-loaded cyclodextrin in donkey
semen cryopreservation improves sperm viablity but results in low
fertility in mares. Reprod Domest Anim, 49: 845-850.

Oliveira, J; Oliveira, P; Melo, C; Guasti, P; Monteiro, G; Sancler da
Silva, Y; Papa, P; Alvarenga, M; Dell’ Aqua, J. and Papa F. 2016.
Strategies to improve the fertility of fresh and frozen donkey semen.
Theriogenology, 85: 1267-1273.

Ortega, C.; Gonzdlez, L.; Morrell, J.; Salazar, C.; Macias, B.; Rodriguez-
Martinez, H, Tapia, J. and Pefia, F. 2009. Lipid peroxidation, assessed

Archivos de zootecnia vol. 66, niim. 255, p. 339.



MONTOYA, ROJANO Y RESTREPO

with BODIPY-C11, increases after cryopreservation of stallion sperma-
tozoaq, is stallion-dependent and is related to apoptotic-like changes.
Reproduction, 138: 55-63.

Ortiz, |.; Dorado, J.; Ramirez, L.; Morrell, J.; Acha, D.; Urbano, M.;
Gdlvez, M.; Carrasco, J.; Gémez-Arrones, V.; Calero-Carretero,
R. and Hidalgo M. 2014. Effect of single layer centrifugation using
Androcoll-E-Large on the sperm quality parameters of cooled-stored
donkey semen doses. Animal, 8: 308-315.

Pillet, E.; Duchamp, G.; Batellier, F.; Beaumal, V.; Anton, M.; Desherces,
S.; Schmitt, E. and Magistrini, M. 2011. Egg yolk plasma can replace
egg yolk in stallion freezing extenders. Theriogenology, 75: 105-114.

Pillet, E.; Labbe, C.; Batellier, F.; Duchamp, G.; Beaumal, V.; Anton, M.;
Desherces, S.; Schmitt, E. and Magistrini, M. 2012. Liposomes as an
alternative to egg yolk in stallion freezing extender. Theriogenology,
77:268-279.

Pizarro, E.; Restrepo, G.; Echeverry, J. y Rojano, B. 2013. Efecto del
plasma seminal sobre el estado redox del semen equino criopreservado.
Rev MVZ Cérdoba, 18: 3672-3680.

Ramirez-Chaves, H.E.; Ortega-Rincén, M.; Pérez, W.y Martin, J. Historia
de mamiferos exdticos en Colombia. Boletin Cientifico Centro de
Museos, Museo de Historia Natural, 15: 139-152.

Restrepo, G.; Ocampo, D. y Veldsquez, A. 2013. Evaluacién de la movi-
lidad del semen criopreservado de caballos criollo colombiano por un
sistema analizador de clase. Rev UDCA Act & Div Cient, 16: 445-450.

Rodriguez-Martinez, H.; Kvist, U.; Ernerudh, J.; Sanz, L. and Calvete,
J. 2011. Seminal plasma proteins: what role do they play2. Ame J
Reprod Immunol, 66: 11-22.

Rossi R, Filho J, Palhares M, Ribeiro E, Resende Y, Anjos F. 2012. Efeito
do nimero de inseminagdes artificiais sobre a fertilidade de éguas
inseminadas com sémen asinino diluido e resfriado a 5°C por 12
horas de armazenamento. Arq Bras Med Vet Zootec, 64: 114-119.

Rota, A.; Panzini, D.; Sabatini, C. and Camillo, F. 2012. Donkey jack
(Equus asinus) semen cryopreservation: Studies of seminal parameters,
post breeding inflammatory response, and fertility in donkey jennies.
Theriogenology, 78: 1846-1854.

Archivos de zootecnia vol. 66, niim. 255, p. 340.

Squires, E.; Keith, S. and Graham, J. 2004. Evaludtion of alternative
cryoprotectants for preserving stallion spermatozoa. Theriogenology,
62: 1056-1065.

Vasconcelos, J.; Chaveiro, A.; Géis, A. and Moreira da Silva F. 2013.
Effects of a-tocopherol and ascorbic acid on equine semen quality
after cryopreservation. J Equine Vet Sci, 33: 787-793.

Vera-Munoz, O.; Amirat-Briand, L.; Bencharif, D.; Anton, M.; Desherces,
S.; Shmitt, E.; Thorin, C. and Tainturier, D. 2011. Effect of low-density
lipoproteins, spermatozoa concentration and glycerol on functional
and motility parameters of bull spermatozoa during storage at 4 °C.
Asian J Androl, 13: 281-286.

Vidament, M.; Vincent, P.; Martin, F.; Magistrini, M. and Blesbois, E.
2009. Differences in ability of jennies and mares to conceive with
cooled and frozen semen containing glycerol or not. Anim Reprod
Sci, 112: 22-35.

Vilés-Lépez, K. 2013. Estudio de la inflamacién endometrial post insemi-
nacién con semen congelado en la burra catalana y posibilidades de
control. Tesis doctoral. Facultad de Veterinaria. Universidad Auténoma
de Barcelona. Espafia.

Waheed, M.; El-Bahr, S. and Al-Haider, A. 2013. Influence of seminal
plasma antioxidants and osteopontin on fertility of the arabian horse.
J Equine Vet Sci, 33: 705-709.

Wall, R. and Foote, R. 1999. Fertility of bull semen frozen and store in
clarified egg yolk-Tris-glycerol extender. J Dairy Sci, 82: 817-821.
Warren, L. 2009. Feeding the stallion. Alberta Agriculture and Rural

Development. Alberta. USA.



