<AD DE M,:.[
oV AY 2n Yo
SWRIA Y 200

UNIVERSIDAD MICHOACANA DE 5

SAN NICOLAS DE HIDALGO 3 i |
% i
FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIAY |\ %, 2
ZOOTECNIA e

Estudios sobre la congelacion del semen de burro criollo
(Equus asinus)
Tesis que para obtener el titulo de:

Maestra en Ciencias en Desarrollo Tecnologico en Sistemas de

Produccion Animal.
Orientacidon Profesionalizante
Presenta:

Irma Arcelia Toscano Torres

Asesor:

Dr. J. Jests Conejo Nava

Comité Tutorial:

Dra. Rosa Elvira Nufiez Anita
Dr. Daniel Val Arreola

Dr. Marcos Cajero Juarez

Tarimbaro, Michoacan, diciembre 2015


mailto:daggetydandy@yahoo.com.mx
mailto:conejonava@yahoo.com.mx

DEDICATORIA

A mi mama
Irma Torres Torres

Por su apoyo incondicional, por ensefiarme valores, por forjar mi caracter y
por sacrificarse siempre para que yo saliera adelante. El Fruto de todos sus

esfuerzos es mi carreray ser quien soy.

GRACIAS INFINITAS




AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo, por ser una
institucién generosa que me ha brindado la oportunidad de crecer profesionalmente.

A la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, por darme los
conocimientos necesarios para completar mi formacion profesional y permitirme ser

parte de su gremio.

A la Unidad de Servicios Integrales en Reproduccién Animal y al Centro de
Estudios Multidisciplinarios en Biotecnologia por abrirme las puertas de sus
instalaciones y facilitarme las condiciones necesarias para llevar a cabo mi trabajo

de investigacion.

A Marcos Cajero Juérez, que ha sido, ademas de un querido amigo, un
asesor en muchos aspectos de mi vida profesional, por brindarme su apoyo y
aportarme sus conocimientos intelectuales, sus vivencias y ser un ejemplo de

superacién y profesionalismo.

A Rosa Elvira NUfiez Anita, por ser mi asesora, mi amiga, mi compariera de

trabajo y estar siempre ahi. Gracias Elvis por todo tu apoyo y tus consejos.

A Ingrid Brenda Olivo Zepeda por compartir conmigo toda su generosidad y
buena vibra. Gracias por ser mi amiga siempre y nunca dejarme sola, por todo su

trabajo y esfuerzo reflejado en el mio.

Al Dr. Manuel Jaime Tena Martinez por demostrarme su apoyo y motivarme
en el trabajo, gracias por compartir sus consejos y sobre todo por brindarme su

amistad.

Al Dr. Daniel Val Arreola le agradezco su asesoria y su amistad, ademas del

apoyo brindado durante el curso de la maestria.

Al Dr. Jesus Conejo Nava quien me motivé e impulsé a sacar mi trabajo de

investigacion adelante, le agradezco todo el apoyo, sus consejos y su asesoria.




A mis estudiantes Juanita, por ser una excelente alumna y aprender junto
conmigo; Jesus, por apoyarme en conseguir burritos, prestarme las instalaciones
de su rancho donde realicé gran parte de mi trabajo y echarme la mano; a Ramoén,
José Arturo, Juan Manuel, gracias por su ayuda.

A Roselia Corona Flores por sus siempre atinados buenos consejos y por
compartirme de sus conocimientos en los procesos de fertilizacion in vitro. Ademas

de ser una buena amiga.

A mis hermanos, en especial a Edgar, Ricardo y Hortensia, por compartir

conmigo gran parte de mi vida, por apoyarme siempre y ser mis mejores amigos.

A mi papa Hermenegildo Toscano Ramos, por todo su amor, comprension y

carifo.

A mis amigos y amigas, Ornella, Jatziri, Leslie, Edmundo, Eloisa, Venancio,
gracias por ser los mejores, por estar siempre conmigo y brindarme su ayuda y
apoyo incondicional.

A mi familia, gracias por conservarse unidos y apoyarme siempre, son un

ejemplo de vida.

A Héctor Merlos Chavez por su apoyo en los momentos dificiles, por su amor
incondicional y por compartir su vida conmigo. Gracias también a su familia por

hacerme sentir parte de ellos y demostrarme su carifio.

A todas aquellas personas que colaboraron de una u otra forma para que se

llevara a cabo este trabajo de investigacion.




Este trabajo fue desarrollado en la Unidad de Servicios Integrales en
Reproduccién Animal (USIRA) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

Agradezco al Rancho “La Carreta” del Gobierno del Estado de Michoacan de
Ocampo, y al MVZ Luis Jesus Avila del Municipio de Lagunillas, Michoacan por las
facilidades otorgadas para la obtencion de muestras de semen de burros criollos.
Agradecemos el financiamiento parcial otorgado por la Coordinaciéon de la

Investigacion Cientifica a través del convenio CIC-UMSNH 2012-2014.




INDICE

1. INTRODUCCION.

2. ANTECEDENTES

2.1. Origen del burro doméstico.

2.2. Los primeros burros en América.

2.3. Caracteristicas generales del burro.

2.4. Situacion del burro criollo en México.

2.5. Conservacion de semen.

2.6. Aspectos relacionados con la congelacion del semen de burro.
2.6.1. Centrifugacion del semen.

2.6.2. Refrigeracion del semen

2.7. Dafo del proceso de criopreservacion sobre el espermatozoide

equino.

2.8. Pruebas de unién a ovocito y de fertilizacién in vitro heterdloga
del espermatozoide equino.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

HIPOTESIS.

OBJETIVO GENERAL.

OBJETIVOS PARTICULARES.

7. MATERIAL Y METODOS.

7.1. Localizacion.

o g bk~ w

7.2. Animales.

7.3. Disefio experimental.

7.4. Obtencién y evaluacién del semen.
7.5. Criopreservaciéon de semen.

7.5.1. Dilucion del semen.

7.5.2. Centrifugacion del semen.

7.5.3. Refrigeracion del semen diluido.
7.5.4. Congelacién del semen.

7.5.5. Descongelacién del semen.

18

19
20
21
21
21
21
22
22
24
25
25
26
26
26
26



7.6. Determinacién del estado funcional de la membrana plasmatica
de los espermatozoides de burro mediante clortetraciclina (CTC)
fluorescente.

7.7. Evaluacion de la capacidad de union del espermatozoide de
burro a ovocitos de cerda.

7.7.1. Obtencion y manipulacion de los ovocitos.

7.7.2. Preparacion de los espermatozoides.

7.7.3. Ensayo de unién de espermatozoides de burro en ovocitos de
cerda.

7.8. Analisis estadistico.

8. RESULTADOS.

8.1. Efecto del tipo de diluyente y su interaccién con y sin plasma
seminal en la movilidad progresiva y viabilidad espermaética,
postdilucién y postdescongelacion.

8.2. Efecto del tipo de diluyente y su interaccion con y sin plasma
seminal en el estado funcional de la membrana plasmatica del
espermatozoide, postdilucion y postdescongelacién.

8.3. Ensayo de unidn espermatozoide-ovocito de cerda in vitro.
9. DISCUSION.

10. CONCLUSIONES.

11. BIBLIOGRAFIA.

27

28

28
28
29

29
30
30

31

33
35
38
39




INDICE DE TABLAS

Cuadro 1. Componentes de los diluyentes del semen.

Cuadro 2. Diluyentes utilizados en la conservacion de semen de burro y
evaluacion de fertilidad en yeguas y burras

Cuadro 3. Motilidad total (MT) y Viabilidad (V) del semen de burro,
centrifugado y no centrifugado, a diferentes fuerzas y tiempo de
centrifugado, temperatura (Temp) y tiempo de refrigeracion (Tiempo
refrig).

Cuadro 4. Caracteristicas de los eyaculados colectados en tres burros
criollos.

Cuadro 5. Efecto del tipo de diluyente y su interaccion con (CPS) o sin
plasma seminal (SPS) en la movilidad progresiva y viabilidad espermatica
del semen diluido (n=15).

Cuadro 6. Efecto del tipo de diluyente y su interaccion con (CPS) o sin
plasma seminal (SPS) en la movilidad progresiva y viabilidad espermatica
en el semen congelado (n=15).

Cuadro 7. Efecto del tipo de diluyente y su interaccion con (CPS) y sin
plasma seminal (SPS) en el estado funcional de la membrana plasmatica
del espermatozoide del semen diluido (n=15).

Cuadro 8. Efecto del tipo de diluyente y su interaccion con (CPS) y sin
plasma seminal (SPS) en el estado funcional de la membrana plasméatica
del espermatozoide congelado de burro criollo (n=15).

16

25

30

31

32

33




INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Procedimiento empleado en el experimento 1.

Figura 2. Ensayos de unidn espermatozoide-ovocito heterdlogo.

Figura 3. Ensayo de union in vitro de espermatozoides de burro a ovocitos

de cerda.

Figura 4. Union de espermatozoides descongelados de burro a ovocitos de

cerda con el diluyente EquiPro.

Figura 5. Union de espermatozoides descongelados de burro a ovocitos de

cerda con el diluyente Triladyl.

23

24

34




RESUMEN

En México, ha habido un descenso significativo de la poblacion asnal en los Gltimos
afos. Sin embargo, hay pocos estudios sobre esta especie. El objetivo fue evaluar
dos diluyentes comerciales (Triladyl vs EquiPro) en la congelacion del semen de
burro criollo (Equus asinus) (con y sin plasma seminal) mediante la determinacion
de la movilidad y viabilidad espermaticas, la integridad funcional de la membrana
plasmética del espermatozoide y la capacidad de union a ovocitos de cerda. Se
obtuvieron 15 eyaculados provenientes de 3 burros criollos en etapa reproductiva
mediante vagina artificial. La fraccion espermatica se evalu6 macro y
microscépicamente. Cada eyaculado se dividié y congelé en los diluyentes con
plasma seminal (CPS) y sin plasma seminal (SPS). Se determinaron los porcentajes
de movilidad progresiva (MP) viabilidad (V) y estado funcional de la membrana
plasmatica del espermatozoide (capacitados (CA) no capacitados (NC) y con
reaccion acrosomal (RA)) mediante clortetraciclina en dos momentos: postdilucion
(PD) y postdescongelacion (PC). Se determind el nUmero de espermatozoides
unidos/ovocito. Se utiliz6 un ANOVA de bloques multivariados (calidad espermatica
y estado funcional de la membrana plasmatica) y de una via con prueba pos hoc de
Tukey (capacidad de unién). Resultados, Equipro: MP/PC 35.7+10.7 y 31.3+9.2;
V/PC 67.7+9.1 y 65.0+11.6 SPS y CPS respectivamente. Triladyl: MP/PC 40.3+£9.9
y 37.318.0; V/PC 66.6+10.6 y 66.5£t8.9 SPS y CPS respectivamente. No se
encontraron diferencias significativas (P>0.05) entre diluyentes, ni CPS y SPS. Los
porcentajes de CA, NC y RA fueron similares entre tratamientos. NUumero de
espermatozoides unidos/ovocito: Equipro, SPS 5.2 y CPS 1.2. Triladyl, SPS 4.83 y
CPS 2.98. Se observaron diferencias significativas (P<0.05) entre diluyentes, CPS
y SPS. Conclusién: El Triladyl y Equipro son efectivos para la congelacion de semen
de burro criollo. El Triladyl mejoré la capacidad de unién de los espermatozoides en

presencia del plasma seminal.

Palabras clave: congelacién, diluyente, espermatozoides, ensayo de union,

plasma seminal.




ABSTRACT

In Mexico, there has been a significant decline in population asinine in recent years.
However, undirected research reported about this species. In this paper were
evaluated Triladyl and Equipro extenders for donkey semen freezing; the effect of
seminal plasma on sperm quality was analyzed during the freezing process and the
fertilizing capacity was determined by the binding assay using oocytes sow. We
obtained 15 ejaculates from 3 creole donkey’s reproductive stage by artificial vagina
method. The sperm fraction was evaluated macroscopically and microscopically.
Each ejaculate was divided and frozen in the above extenders with or without
removal of seminal plasma (removal of seminal plasma (RSP) and presence of
seminal plasma (PSP), respectively). The percentages of progressive motility (PM)
viability (V) and functional status of the sperm plasma membrane (trained (T)
untrained (UT) and acrosome reaction (AR)) by chlortetracycline in two stages: post-
dilution (PD) and post-thawing (PT) were determined. The number of sperm
bound/oocyte were determined. An ANOVA multivariate blocks (sperm quality and
functional status of the sperm plasma membrane) and analysis one way variance
with pos hoc Tukey test (binding capacity) was performed. Results, Equipro: PM/PT
35.7+10.7 and 31.3+9.2; V/PT 67.7+9.1 and 65.0+11.6 RSP and PSP respectively.
Triladyl: PM/PT 40.3+9.9 and 37.3£8.0; V/PT 66.6+10.6 and 66.5+8.9 RSP and PSP
respectively. Non significative values were obtained (P>0.05) compared Equipro vs
Triladyl, neither RSP nor PSP. T, UT and AR no changed. Number of sperm
bound/oocyte: Equipro, RSP 5.2 and PSP 1.2. Triladyl, RSP 4.83 and PSP 2.98.
There were significative values (p<0.05) between extensors, both RSP and PSP.
Conclution: Triladyl and Equipro are effective for freezing creole donkey semen.
Triladyl improved the binding capacity of donkey sperm to oocytes sow in the

presence of seminal plasma.
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1. INTRODUCCION.

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO,
por sus siglas en inglés), ha registrado un total de 7616 razas de ganado en el
mundo, de las cuales 690 estan clasificadas como extintas y 1491 se clasifican
como razas en peligro de extincion. Para el caso de la especie asnal, la FAO (2010)
menciona que existe un total de 156 razas de burros, de las cuales 140 son locales
(razas que se registran en un solo pais), 10 transfronterizas regionales (razas que
se registran tan solo en una de las siete regiones del mundo: Africa; Asia; Europa y
el Caucaso; América Latina y el Caribe; Cercano y Medio Oriente; América del
Norte; y Pacifico Sudoccidental), y 6 transfronterizas internacionales (razas que se
registran en mas de una region). Ademas, 6 razas se han extinguido para siempre.
Del total de estas razas, 95 se desconoce su estado de peligro, 10 estan en situaciéon
critica, 14 se encuentran clasificadas en peligro de extincién y solamente 34 razas
no corren ningun peligro. Se cree que debido a la estigmatizacion que sufre el asno,

aun existen muchas razas sin registrar.

Starkey and Starkey (2000) estimaron que a nivel mundial hubo un crecimiento del
inventario asnal de 37 a 44 millones de cabezas, entre 1961 y 1996, especialmente
en &frica, Asia y el Cercano y Medio Oriente. Sin embargo, en 2006 la poblacion
mundial descendié a 41 millones de cabezas (Kugler et al., 2008). En Europa
Occidental esta disminucién del inventario asnal ha sido méas drastica, de 1 millén
552 mil cabezas en 1966 a 426 mil cabezas en 1996. No obstante el asno es
utilizado como medio de transporte por las personas pobres y en regiones que

carecen de infraestructuras de transporte bien desarrollada (FAO, 2010).

En Europa el descenso de la poblacion asnal ha provocado que un gran nimero de
razas se hallen en peligro de extincion (Kugler et al., 2008). En Espafia existen 6
razas locales, Andaluza, de las Encartaciones, Catalana, Mejorera, Mallorquina y
Zamorano-Leonesa, de las cuales, las cinco primeras se encuentran en situacion
critica (con < de 100 hembras y < de 5 machos) (Taberner, 2010). En ltalia, la raza
Martina Franca estuvo en peligro de extincion en los ochentas (Rizzi et al., 2011) y




en Sudafrica hay un descenso de la poblacion asnal a partir de 1950 y no se ha
recuperado (Starkey, 1995b). Por ello, en varios paises se han implementado
programas de conservacion de las razas asnales locales, tales como Espafia
(Jordana y Folch, 1998) Brasil (Canisso y McDonell, 2010) e Italia (Cecchi et al.,
2006), entre otros.

En México, también se ha observado un descenso dramético de la poblacién asnal
en las Ultimas cuatro décadas. En 1970 habia 3.2 millones de cabezas (SIC.
Direccion General de Estadistica, 1975), mientras que en 1991 la poblacién asnal
descendi6 a 1.5 millones (INEGI, 1994) y en 2007 se registraron 581 mil cabezas
(INEGI, 2007), lo que implica que en este periodo disminuyé el inventario nacional
de burros en 80% aproximadamente. Se considera que uno de los principales
motivos de este descenso es la implementacion y extensién de la maquinaria
agricola y el desarrollo de los modernos medios de transporte (Villegas et al., 2001).
De seguir descendiendo el inventario nacional a la misma velocidad, el burro en

México estaria en peligro de desaparecer a mediano plazo.

Del poco méas de medio milléon de cabezas de burros la mayoria de los animales son
burros criollos, que proceden de la cruza indiscriminada de las razas de asnos
espafiolas introducidas a la Nueva Espafa durante la conquista. Lopez-Alonso y de
Aluja (2005) comprobaron que las poblaciones de burro Criollo mexicano derivan en
primer lugar de la raza Andaluza, seguido de la razas Zamorano-Leonesa y
Majorera de las Islas Canarias.

Durante mas de 500 afios los asnos fueron criados por la poblacion indigena y
campesina de nuestro pais, con alimentos de bajo valor nutritivo y baratos, lo que
propicié el desarrollo de individuos de talla pequefia (Aluja et al., 2005), pero
adaptados a las diversas regiones ecolégicas y a las condiciones de la poblacién
pobre de México. Dicha especie mantiene en la actualidad importancia econémica
en las zonas rurales del centro y sur de nuestro pais, ya que se utiliza como medio
de transporte, como animales de tiro y como animales para el deporte y la recreacion
(Arriaga et al., 2003).




Los programas de conservacion del asno incluyen la reproduccion natural in situ, la
inseminacion artificial para la procreacion de mas individuos y la conservacion del

germoplasma que incluye la criopreservacion de tejidos y semen.

El uso del semen congelado, es una herramienta biotecnolégica que se ha
empleado principalmente para la conservacion de las razas nativas de burros, sin
embargo se han realizado pocos estudios en todo el mundo y no se han
estandarizado protocolos de congelacion para esta especie (Oliveira et al., 2006).
En Espafia, Brasil y Francia, se han adaptado protocolos basados en los
procedimientos empleados para la criopreservacion del semen de caballos con
resultados de movilidad espermética que alcanzan un maximo de 40%, mas aun,
en el momento de evaluar la fertilidad han mostrado que este porcentaje se reduce
(Canisso et al., 2008Db).

El propésito de este trabajo fue establecer las condiciones Optimas para la
congelacion del semen de burro criollo de México. Para lograr tal propésito se
plantearon dos etapas: Etapa 1) Establecer un protocolo en el que se pueda
discernir entre dos diluyentes comerciales, uno para equinos y otro para bovinos,
ademas de determinar si la presencia de plasma seminal influye en la movilidad y
vialidad del espermatozoide. Etapa 2) Determinar la fertilidad del espermatozoide
congelado, empleando dos parametros in vitro, el primero para evaluar el estado
funcional de la membrana plasmética y el segundo, para evaluar la capacidad de

unién espermatozoide-ovocito.
2. ANTECEDENTES
2.1. Origen del burro doméstico.

Darwin propuso la teoria del origen del burro a partir de un Unico tronco comun
africano, del que luego se derivarian todas las razas asnales actuales (Aranguren,
2002). Sin embargo, recientemente los estudios de ADN permitieron determinar el
origen del burro doméstico mediante un analisis filogenético, a partir de los datos de
259 burros domeésticos de 52 paises, y se describid que su origen fue en el noreste
de Africa hace aproximadamente 5,000 afios, y que provienen de dos linajes
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diferentes del noreste africano: el Asno salvaje de Nubia, (Equus
africanus.africanus) y el Asno salvaje de Somalia (Equus africanus somaliensis)
(Beja-Pereira et al., 2004; Pierce, 2010).

El noreste africano posee la mayor diversidad de burros, deduciendo que éste es la
Unica especie ganadera ungulada domesticada exclusivamente en Africa (Pierce,
2010). Los analisis filogenéticos demuestran que los burros han sido movilizados e
intensamente comercializados alrededor del mundo. Este dato evidencia la
contribucion de la region del noreste africano en las migraciones humanas y el

comercio hacia Europa y Asia (Pierce, 2010; Beja-Pereira et al., 2004).
2.2. Los primeros burros en América.

Cristébal Coldén fue quien en 1495 introdujo en América los primeros burros, cuatro
machos y dos hembras. En 1521, la demanda de equinos crecié considerablemente
y para los afos treinta del siglo XVI, se reiteraba la exigencia del envio de pies de
cria de esta especie proveniente de Europa a México. El obispo Ramirez de
Fuenleal, Presidente de la segunda Audiencia en la Nueva Espafia entre 1531 y
1536, escribia a la Metropoli diciendo: "Convendria mucho que viniesen trescientas
borricas para distribuirlas entre los indios. Hago que se les den ovejas y criarlas con
grande amor". De ese modo es como empezd a establecerse en la América
continental la cria del ganado asnal y mular, que tanto impulso recibié durante la
Colonia, y aun después, para el trabajo en las minas, la agricultura y el

abastecimiento de viveres a ciudades y pueblos (Medina, 2010).
2.3. Caracteristicas generales del burro.

El burro tiene varias cualidades o ventajas con respecto a otras especies
domeésticas, entre las que destacan: la gran adaptabilidad de esta especie tanto
local como regionalmente; genera ingresos extras al ser rentada por su propietario
a los vecinos de su localidad; y es considerado un animal de trabajo. Ademas, la
alimentacion del burro es barata con respecto a los caballos ya que se mantiene

con los alimentos disponibles de la regidn y no necesita una dieta especial; los




burros son animales aptos para realizar trabajos de carga (hasta 50 kg) y agricolas.
El temperamento del burro es tranquilo y puede convivir faciimente con otros
animales de granja; es una especie longeva que puede vivir entre 30 y 40 afios, es
muy resistente a enfermedades y se adapta facilmente al medio ambiente (Starkey,
1995a). Estas caracteristicas hacen del burro un animal que representa un apoyo
importante para las comunidades pobres y marginadas en todo el mundo.

2.4. Situacion del burro criollo en México.

El Informe sobre la Situacion de los Recursos Genéticos Pecuarios de México,
menciona que en 1970 mas del 62% de la superficie cultivada en México se
realizaba con traccion animal, utilizando principalmente equinos, que representaban
el 58% de las unidades de produccion. Actualmente, existen poblaciones de ganado
criollo identificadas que tienen un papel socioeconémico y ecolégico muy importante
para diferentes regiones y que se asocian a poblaciones rurales de bajos recursos
econdémicos. El burro criollo es explotado en un sistema de produccion familiar a
pequefia escala, ubicado principalmente en regiones de tropico seco y templado, y
es utilizado como un animal de trabajo, como una ayuda indispensable al campesino
marginado, gue vive en regiones remotas y mal comunicadas. Sin embargo, poco
se ha hecho para mejorarlos (SAGARPA, 2002).

La informacion sobre el burro criollo en México es escasa. La Universidad Autonoma
de México a través de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, inicio en los
afnos 90, estudios en burros criollos, sobre el peso y la edad en que empiezan a
trabajar, los afios productivos, el peso de las cargas, el tiempo que las transportan.
Sin embargo, no se tienen datos concretos con respecto a su reproduccién
(SAGARPA, 2002). Considerando la disminucion de la poblacion de burros en
México y su importancia en las actividades pecuarias, resulta necesario implementar

procedimientos tendientes a la conservacion de esta especie.




2.5. Conservacién de semen.

El primer trabajo sobre congelacion de semen de burros fue realizado por Polge y
Minotakis en 1964, con un diluyente a base de yema de huevo y glicerol, envasando
el semen refrigerado en ampolletas de vidrio, siguiendo la metodologia de
congelacion del semen de bovino. Posteriormente, Krause y Grove (1967) evaluaron
diluyentes a base de glucosa, lactosa y rafinosa con yema de huevo y glicerol en
semen de burros y caballos, obteniendo motilidades después del congelamiento de
50-70%, con resultados de fertilidad muy variables que van del 25 al 39% (Canisso
et al., 2008b).

Los diluyentes utilizados para la conservacion de semen de burro derivan de los
empleados en caballos y se basan principalmente en el empleo de la leche o sus
subproductos, aunque existen diferencias entre los espermatozoides de ambas
especies, particularmente en la composicion lipidica de la membrana plasmatica
(Alvarez et al., 2006).

La composicion quimica de los diluyentes es muy variable, pero generalmente
contienen una fuente de energia, ingredientes tampon, crioprotector y antibioticos

(cuadro 1).

En la década de los 70°’s se comenz0 a usar la leche fresca descremada para
conservar el semen en estado refrigerado, previamente calentada a una temperatura
de 92 a 95°C durante 10 minutos para inactivar la lactenina, la cual es toxica para
los espermatozoides equinos. En Francia, la leche ultra pasteurizada fue usada
ampliamente en la conservacion de semen de caballo por 8 horas a 5° C, con buenos
resultados (Betellier et al., 2001). Actualmente, la leche descremada vy
ultrapasteurizada se puede conseguir facilmente en el mercado, lista para usarse,
obteniendo el 76.5% de fertilidad en yeguas inseminadas con semen de burro
refrigerado (Boeta y Zarco, 2000). Dos limitantes de este ingrediente es la vida media

muy corta del semen diluido y la inespecificidad de sus componentes.




Cuadro 1. Componentes de los diluyentes del semen (Velasco, 2005; Brinsko y

Vanner, 1992; Salisbury et al., 1978).

Componente

Funcién

Tris (Hidroximetil-

aminometano)

Tampon bioldgico, mantiene constante el pH de una solucién (pH 7.0-pH 8.0).

Azlcares (glucosa,
fructosa, sacarosa,

rafinosa, etc.)

Aportan la energia necesaria para que el espermatozoide desarrolle sus

procesos metabdlicos, habiéndose verificado que los espermatozoides
Unicamente pueden glicosilar la glucosa, fructosa y manosa; mientras que por via
oxidativa emplean también arabinosa. Ademas. di- y trisacéridos actian como
sustancias crioprotectoras al recubrir la membrana plasmética, contribuyendo a
mantener el equilibrio osmético y disminuir los efectos lesivos de la

concentracion de solutos.

Citrato de sodio

Amortiguador de pH y mantiene la presién osmética. Aumenta la vitalidad de los

espermatozoides.

EDTA (Acido etileno

diamino tetra acético)

Agente quelante de iones metélicos como Ca++ y Mg++. Inhibe la accion de las

nucleasas al no haber cofactores libres para su actividad y asi protege al DNA.

Yema de huevo

Las lipoproteinas presentes recubren la superficie de la célula espermatica a
modo de cubierta reversible durante la congelacion y descongelacion por una
union labil que se realiza entre los lipidos de la yema y las lipoproteinas de la

membrana plasmatica, bloqueando asi la entrada de iones de calcio a la célula.

Aminoécidos (glutamina)

Estabilizan las membranas celulares y mantienen la respiraciéon en la

mitocondria.

Leche descremada

Medio extensor del semen rico en proteinas como la fosfocaseina y la f-
lactoglobulina.

Lactosa

Azlcar de la leche que mantiene el metabolismo de los espermatozoides.

Glicerol, Etilenglicol,
Dimetilacetamida (DMA),
Dimetilformamida (DMF)

Agentes crioprotectores.

Gentamicina,
Espectinomicina,
Lincomicina, Penicilina,

Tircacilina

Agentes antimicrobianos.




Kenney puso su nombre a un diluyente a base de leche de vaca descremada en
polvo y glucosa y ha sido usado ampliamente en la conservacion de semen de
caballo a 5°C (Pineda y Pinilla, 2007). EI INRA (Institut National de la Recherche
Agronomique, siglas en francés) desarrollé un diluyente comercial que contiene
leche de vaca descremada ultrapasteurizada en polvo, glucosa y citrato, para
conservar el semen de caballo a 4°-8°C (en estado liquido), bajo condiciones
anaerobicas, al que se le denomin6 INRA 82 (Batellier et al., 2001). Desde 1985, la
leche Ultrapasteurizada semi-desnatada, suplementada con penicilina y gentamicina
se utiliza en Francia para la inseminacion artificial en yeguas de manera inmediata o

con semen almacenado 8 horas a 4°C (Batellier, 1997).

Sin embargo, la leche de vaca tiene una estructura quimica compleja, ya que posee
mas de 100,000 moléculas y su composicion varia de acuerdo con la dieta y etapa
de lactancia (Batellier, 1997). Consecuentemente, la investigacion se orientd a
identificar los componentes lacteos que pudieran ejercer funciones protectoras del
espermatozoide equino durante la refrigeracién, encontrandose que el
fosfocaseinato y la B-lactoglobulina cumplen tales funciones, aunque no son
sinérgicos en su accion protectora (Batellier et al.,, 2001). Estos autores
desarrollaron un nuevo diluyente, el INRA96®, (IMV, L’Aigle, Cédex, Francia)
conteniendo fosfocaseinato de calcio y ha sido empleado en la conservacion de
semen de garafidn, bajo refrigeracion y congelacion, produciendo una tasa de
prefiez del 71% en yeguas (Pillet et al., 2008). El nombre comercial de este diluyente

es INRA freeze (IMV Technologies, Francia).

Otro diluyente comercial a base de caseinato y proteinas del suero lacteo es el
EquiPro ® (Minitube, Alemania) empleado para la conservacién del semen de

caballos, ya sea refrigerado o congelado (Qeusada et al., 2012; Pagl et al., 2006).

El Ez-Freezin “LE” ® (ARS, Chino, California, USA), es un diluyente comercial que
contiene EDTA, lactosa y el antibiético ticarcilina; especifico para ser usado en la
criopreservacion del semen equino. Antes de su congelacion el semen se diluye en

el EZ-Mixing ® (ARS, Chino, California, USA), para su centrifugacion. Trabajos
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recientes informan haber encontrado movilidades esperméticas de 26%-50% y
viabilidades post-descongelacion del 74% (Avila, 2009; Orozco et al., 2011).

Ademas, en el mercado existe un diluyente para la congelacién de semen bovino a
base de Tris-citrato de sodio y yema de huevo; contiene amortiguadores de pH;
diversos azucares (fructosa, sucrosa, glucosa) como fuente de energia; y
componentes que mantienen el equilibrio osmotico; antibidticos como la penicilina y
la gentamicina y glicerol como crioprotector. Este diluyente de nombre Triladyl
(Minitube de México), ha comprobado su eficacia en la congelacion de semen de
diferentes especies como caninos (Aldana 2011), ovinos (Toscano 2006), bovinos
(Janett et al., 2005), aves (Ochoa 2010) y ungulados silvestres (Santiago y Lopez
2010). Ademas, el Triladyl ha sido probado en nuestro laboratorio recientemente en
la congelacion de semen de caballo, con un protocolo de 900 rpm durante 5 minutos,
mostrando buenos resultados in vitro (41.1% de movilidad y 60.4% de viabilidad)
(Gonzaélez, 2013).

En México el Triladyl tiene una ventaja econdémica en la criopreservacion del semen
equino, considerando que su precio es de $755.35, lo cual hace posible congelar
hasta 41.7 eyaculados de 30 ml aproximadamente, obteniendo un costo total por
eyaculado congelado de $18.13 (Gonzélez, 2013). Esto lo hace mas barato en
comparacion con otros diluyentes como el EZ-Freezin Le®, cuyo costo es de $1,500
por eyaculado congelado, o el EquiPro, cuyo costo ascienden a $43.5 por eyaculado
congelado. Sin embargo, el Triladyl no se ha probado en la criopreservacion del

semen de burro.

La diferencia entre los componentes de ambos diluyentes permitira establecer si el
semen de burro puede almacenarse exitosamente y mantener los parametros de

calidad seminal y capacidad de fertilizacion.

Los estudios sobre la congelaciéon de semen de burro son pocos a saber: Rota et al.,
(2012) realizaron estudios de criopreservacion de semen de burros de raza Amiata,
utilizando el INRA 82 para equinos, suplementado con yema de huevo y etilenglicol

como crioprotector, ademas adicionaron plasma seminal homoélogo como medio

10




extensor para la criopreservacion del semen de burro. El crioprotector mas
comunmente usado para la congelacion de espermatozoides equinos es el glicerol,
sin embargo, en el caso de la especie asnal, este crioprotector afecta
considerablemente la fertilidad en las hembras inseminadas, por lo que se

recomienda realizar un lavado del semen post-descongelado para retirarlo.

Canisso, et al., (2011), determinaron la fertilidad del semen criopreservado de burros
de la raza Pega utilizando diluyentes a base de EDTA-lactosa y Lactosa-yema de

huevo con buenos resultados de fertilidad en yeguas al dia 15 post-ovulacion.

Trimeche et al., (1998), congelaron semen de burros Poitou utilizando un medio base
(glucosa, lactosa, rafinosa, citrato de sodio, citrato de potasio y glicerol)
suplementado con 80mM L-glutamina y 10% yema de huevo de codorniz con el
objeto de evaluar el efecto crioprotector de ambos componentes. Demostraron que
la glutamina en conjunto con la yema de huevo de codorniz mejoraron los
porcentajes de motilidad de los espermatozoides postdescongelamiento, sugiriendo
qgue la yema de huevo de codorniz es mas eficaz que la de pollo ya que contiene
menos acidos grasos poliinsaturados y mas fosfatidilcolina que ayuda a la resistencia
de la membrana plasmatica del espermatozoide al choque frio. Ademas
determinaron que la eficiencia del semen post-descongelado en IA depende de la
remocién del glicerol o mejora con una dilucién (v/v) en un medio base sin glicerol

antes de la IA, esto con el objetivo de reducir la presion osmética del medio.

En el cuadro 2 se muestran los resultados de movilidad y fertilidad alcanzados con
los diversos procedimientos empleados en la conservaciéon de semen de burro con
diferentes tipos de diluyentes. Los resultados muestran una mayor movilidad en el
semen refrigerado, del 70 al 85%, en comparacion con el semen congelado-
descongelado, del 37 al 63%. Igualmente existe un mayor porcentaje de fertilidad en
burras inseminadas con semen refrigerado (63%), con respecto al semen congelado,
(23.1% a 38.9%). Las bajas tasas de fertilidad y la variabilidad de los resultados
indica la necesidad de estandarizar y mejorar los protocolos para la congelacion del

semen de burro.
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Cuadro 2. Diluyentes utilizados en la conservacion de semen de burro y evaluacion
de fertilidad en yeguas* y burras*

Diluyente Método de % % de Autores
conservacion Movilidad Fertilidad
total

Baken modificado- 10% de 5°C 80 sin datos Cottorello et al.,
yema de huevo 2002
Baken modificado- 3% de 5°C 75 sin datos
yema de huevo
Kenney 5°C 54.5% Boeta y Zarco,
Leche descremada 5°C 76.5% 2000
INRA 82 (2% yema de huevo 5°C 70-85 63%¥ Rota et al., 2008
centrifugada)
INRA 96 (Dimetilformamida, Criopreservado 57.48 sin datos Pineda et al.,
DMF) 2007
INRA glicerol-yema de huevo Criopreservado 51.2 23.1%* Rota et al., 2012

30.4¥
INRA Etilenglicol-yema de Criopreservado 53.3 25¥¥
huevo 53 8%
Lactosa-EDTA Criopreservado 37 53.33% Canisso et al.,
Lactosa-yema de huevo Criopreservado 37 50% 2011
T2-94 (80 mML-glutamina-10% | Criopreservado 53.4 38.9¥* Trimeche et al.,
yema de huevo de codorniz) 1998
Gent®-Etilenglicol Criopreservado 63.76 sin datos Qeusada et al.,

2012

La ausencia de un protocolo satisfactorio que evite el dafio de los espermatozoides
de burro ante el proceso de congelacién, representa un area de oportunidad para el

estudio de diluyentes empleados en la conservacion de semen.

Ademas, se ha determinado que los factores fisiol6gicos del tracto reproductivo de
la hembra receptora, juegan un papel preponderante en la fertilizacion. Tal es el caso
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de la respuesta uterina de las burras frente a la inseminacion artificial (IA) con semen
congelado, ya que disminuye significativamente la fertilidad en comparacion con el
semen refrigerado; este fendmeno se ha atribuido en parte al uso de ciertos
crioprotectores que favorecen la respuesta inflamatoria, al exceso de células
esperméticas, a la presencia de bacterias, a los componentes del plasma seminal y
a otros componentes del diluyente que aun no se han determinado (Rota et al.,
2012).

En sintesis, existe muy poca informacion sobre la congelacion del semen de burro,
por lo que gran parte de los procedimientos derivan de los protocolos empleados en
garafiones, lo que indica la necesidad de investigar la validez de estos protocolos o
la utilidad de los diluyentes desarrollados en caballos o en bovinos. De los diluyentes
descritos anteriormente, la literatura indica que los mejores son aquellos cuya
composicién incluye a las proteinas lacteas. Pero es necesario investigar su utilidad
en la conservacion del semen de burro. Asimismo, es conveniente, insistir en la
valoracion del Triladyl, que difiere de los diluyentes con componentes lacteos, pero
cuyo interés radica en el bajo precio en el mercado mexicano y los resultados
positivos obtenidos en la congelacion del semen de varias especies domésticas, en

trabajos realizados en nuestro laboratorio.

2.6. Aspectos relacionados con la congelacion del semen de burro.
2.6.1. Centrifugacion del semen.

Nishikawa (1959) demostré que la movilidad del semen equino, sin diluir, cae
inmediatamente después de la recoleccion. Por el contrario, el intercambio de
plasma seminal (PS) del garafion y toro semental o verraco, conduce a una
disminucién de la movilidad de los espermatozoides del toro o verraco y prolonga la
movilidad del semen equino. Por tanto, es necesario diluir el esperma
inmediatamente después de la recoleccion en un medio o "diluyente" apropiado
(Batellier, 1997).
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Estudios mas recientes confirman efecto perjudicial del PS sobre el almacenamiento
del espermatozoide equino, ya sea refrigerado o criopreservado. Cuando la
proporcion PS se reduce a aproximadamente <5%, los espermatozoides son
capaces de mantener una motilidad mas deseable en comparacion con las muestras
que contienen un mayor proporcion de PS (10-30%). La motilidad del
espermatozoide y la integridad del ADN también son superiores en muestras sin PS
en comparacién con muestras con un mayor contenido de PS (Kareskoski y Katila,
2008).

Por lo anterior, la extraccion del plasma seminal por centrifugacion, es otro
procedimiento utilizado para disminuir el efecto negativo del PS en los protocolos
de congelacion del semen equino. Sin embargo, la remocién del PS durante la
criopreservacion favorece el estrés oxidativo del semen equino, dada su gran
capacidad antioxidante. Ademas, el PS equino posee actividades de superdxido-
dismutasa (SOD) y de glutatién-peroxidasa (GPX), y otras moléculas presentes
como las vitaminas C y E, urato, albumina, taurina, hipotaurina, piruvato y lactato,
que podrian actuar como antioxidantes (Pizarro et al., 2013). Otro estudio en
equinos realizado por Pizarro et al., (2013), sugieren que la adicion del plasma
seminal al 10% (v/v) y al 20% en la solucion de congelacion, permitié controlar los
procesos de peroxidacion lipidica en los espermatozoides equinos criopreservados.
Este efecto podria atribuirse a la presencia de moléculas antioxidantes presentes

en el plasma seminal.

Por el contrario, Raphael, (2007) indica que la presencia del plasma seminal en el
semen de caballos puede inducir la peroxidacion lipidica de las membranas
espermaticas durante la criopreservacion, por lo que recomienda su remocion

empleando centrifugacion leve (400 a 600 g) por 15 minutos.

En el caso de la especie asnal, existen pocos trabajos sobre la conveniencia de
centrifugar o no el semen para separar el plasma seminal. Ademas, los resultados

gue se muestran en el cuadro 3, son controversiales. Los resultados de Miro et al.,
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(2009) sugieren centrifugar el semen de burro Catalan, independientemente del
tiempo de refrigeracion (24, 48 y 72h), mantenido a 5°C. Igualmente Serres et al.,
(2002) recomiendan la centrifugacion del semen de burro de la raza Zamorano-
Leones. Por el contrario, Taberner et al., (2010) en el burro Catalan y Rota et al.,
(2008) en el burro Amiata sugieren que la centrifugacion no ofrece ventajas sobre la

no centrifugacion.

Entre los diluyentes empleados para la centrifugacién del semen se encuentran:
solucion sacarosa al 11% (Piao et al., 1988), solucion glucosa EDTA (Martim et al.,
1979; Klug, 1992), solucion de lactato ringer enriquecido con medio Kenney, (Serres
et al., 2002; Canisso, 2008), los medios INRA 82 e INRA 96, y leche descremada
ultrapasteurizada (Vidament, 2005; Vidament et al., 2005, 2008). El Kenney parece
ser el diluyente més utilizado para la centrifugacion del semen de burro con buenos

resultados.

En sintesis la literatura muestra que la separacion del plasma seminal es una practica
recomendada para la conservacion del semen de garafidn, pero su utilizacion en

protocolos de congelacién del semen de burro es discutible (cuadro 3).
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Cuadro 3. Motilidad total (MT) y Viabilidad (V) del semen de burro, centrifugado y
no centrifugado, a diferentes velocidad y tiempo de centrifugacion, de temperatura
(Temp) y de tiempo de refrigeracion (Tiempo refrig).

velocidad y No
Diluyente Centrifugado tlempo de centrifugado | Temp Tlempo
centrifugado . refrig. Autores
MT (%)| V (%) MT (%)| V (%)
sin sin
datos 72.40 datos 62.65 5 24
3 6609/15 min. : -
sin sin Miro et al.,
Kenney datos 66.30 datos 48.52 5 48 (2009)
sin sin
datos 42.10 datos <25 5 72
78.0 65.2 86.4 71.9 5 2
. Taberner et
Kenney 82.1 63.1 | 600g/15 min. 88.0 68.0 15 2 al., (2010)
82.6 69.0 92.6 73.3 20 2
60 : 50 . 12
INRA 82 dotos | 400g/7 min. ot 15 Se";g’oezt al.
80 atos o0 | datos 48 (2002)
90 ; 90 . 24
INRA 82-Y o | 700g/10 min. . 5 Rogaogga"’
80 alos 80 alos 72

2.6.2. Refrigeracién del semen.

Los tiempos de refrigeracion o periodo de equilibrio previo a la criopreservacion,
pueden ir de 2-72 horas (cuadro 3). Qeusada, et al., (2012), encontraron diferencias

significativas entre 0 y 24 horas post enfriamiento a 5°C.

La congelacién directa de los espermatozoides de burro en nitrégeno liquido a -
196°C con un minimo o sin tiempo de equilibrio es mejor en términos de movilidad
espermatica que previamente equilibrado durante mas tiempo. Los tiempos de
refrigeracion para la criopreservacion del semen de burro, que muestran los mejores
pardmetros de movilidad espermaticas, se obtienen cuando el semen se refrigera a

5°C durante 1 hora (cuadro 3).
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2.7. Dafio del proceso de criopreservacion sobre el espermatozoide equino.

El espermatozoide es una célula cuya funcion principal es el transporte del material
cromosomico paterno para depositarlo en el ovocito durante la fecundaciéon. Para
realizar esta tarea, el espermatozoide esta equipado con estructuras especializadas
tales como la membrana plasmatica que muestra varios dominios, el acrosoma, los
organelos con disposicién especifica tales como la vaina mitocondrial y el flagelo.
Estas estructuras garantizan la interaccion del gameto con el tracto genital femenino

y con el ovocito.

La criopreservacion, cuyo proposito es garantizar la sobrevivencia del
espermatozoide a largo plazo, desestabiliza la estructura de la membrana
plasmatica, altera su permeabilidad al calcio y provoca un incremento letal a nivel
intracelular (Parks y Lynch, 1992). El dafio ultraestructural y bioquimico que ocurre
en muchos espermatozoides durante la congelacién y descongelacion esta causado
por: 1) La formacion intracelular de cristales de hielo afectan la estructura del
espermatozoide; 2) La concentracion del soluto se produce conforme el agua pura
se quita del medio de suspension del interior y del exterior de las células; y 3) Las
interacciones de esos dos factores fisicos (Salisbury et al., 1978). Sin embargo, un
ndamero pequefio de espermatozoides permanecen mdviles y probablemente
funcionalmente intactos, los cuales pueden participar en la fertilizacion (Maxwell y
Watson, 1996).

La viabilidad y movilidad del espermatozoide se mantienen durante mas tiempo que
su capacidad fertilizante. Esto se debe a que los cambios de las membranas del
espermatozoide durante el almacenamiento, eventualmente, hacen a las células
incapaces para la fertilizacion ya que se aceleran los procesos de capacitacion y se

acorta el periodo de vida fértil de la célula (Maxwell y Watson, 1996).

Los cambios en la membrana plasmatica de espermatozoides sometidos a
congelacion-descongelacion pueden ser visualizados con el uso de la
clortetraciclina (CTC) bajo un microscopio de fluorescencia para monitorear el
desplazamiento de Ca++ en el interior de la membrana plasmatica en la cabeza

espermatica (Neild et al., 2003; Chenoweth, 2000). La CTC ofrece la ventaja de
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distinguir tres etapas de activacion de los espermatozoides: capacitados con
acrosoma intacto, no capacitados y capacitados con acrosoma reaccionado (Rathi
et al., 2001). Esta metodologia puede ser Util para evaluar cambios de la membrana

plasmatica en el espermatozoide de burro por la congelacién-descongelacion.

2.8. Pruebas de unién a ovocito y de fertilizacién in vitro heteréloga.

La determinacion de la capacidad fecundante del semen es fundamental para
optimizar los resultados de las tecnologias de reproduccion asistida aplicadas a
programas de cria de la especie equina, como la inseminacién artificial y la

fertilizacion in vitro (Mosqueira, 2012).

Los ensayos de unidon a la zona pelldcida (ZP) evaltan la movilidad de los
espermatozoides, la capacidad de unién y penetracion a ZP, la capacitacion
espermética y la reaccion acrosomal (Katila, 2001). El ensayo de unién puede
realizarse con porciones de la ZP (ensayos de hemizona) o con una ZP completa,
evaluando la union de los espermatozoides a la misma, después de un periodo de
tiempo (Graham y Mocé 2005). Esta técnica ha sido utilizada en equinos y otras
especies para evaluar la capacidad fertilizante del semen congelado-descongelado.
Meyers et al., (1996), evaluaron la union de espermatozoides de tres equinos fértiles
y tres equinos subfértiies a la zona pelicida de ovocitos descongelados,
encontrando que el niumero total de espermatozoides unidos a ZP fue mayor para
los sementales fértiles. Del mismo modo, el porcentaje de reacciones acrosémicas

en espermatozoides unidos a ZP fue mayor en este grupo de animales.

Sinowatz et al., (2003), demostraron que los espermatozoides porcinos y equinos
se unieron y permanecieron fuertemente adheridos a la ZP de ovocitos bovinos
luego de un tiempo de incubacion relativamente corto (4 horas). Un promedio de
100 espermatozoides porcinos y 150 a 200 de espermatozoides bovinos
permanecieron adheridos después de varios lavados intensos. Incluso demostraron
gue la mayoria de los espermatozoides adheridos sufrio reaccion acrosdmica. Cabe
sefalar que para este estudio se utilizaron ovocitos inmaduros, es decir,

directamente después de obtenerlos de los ovarios.

18




Mosqueira (2012), también utilizé el ensayo de union de espermatozoides equinos a
ZP de ovocitos bovinos con semen criopreservado, donde observé la capacidad de
os espermatozoides de adherirse a la ZP, determinada mediante la contabilizacion
del numero de espermatozoides adheridos por ovocito en 4 horas de interaccion. El
resultado fue la adhesién de 5-10 espermatozoides/ovocito en un total de 500

ovocitos.

Son escasos los estudios en los que se evalla la interaccion heter6loga de los
espermatozoides del burro con ovocitos. Taberner et al., (2010) utilizaron dichos
ensayos con buenos resultados para evaluar la capacidad fertilizante del semen de
burros de la raza Cataldn. En estos experimentos se utiliz6 semen fresco y
congelado-descongelado y se emplearon ovocitos bovinos madurados in vitro, sin
zona pellcida. Los resultados de estos autores indican que un 90.12 % de los
ovocitos fueron penetrados por espermatozoides con alta viabilidad (en el rango de
60% de viabilidad) de semen fresco y que un 85.40 % de los ovocitos fue penetrado
por espermatozoides congelados-descongelados clasificados como alta viabilidad.
Estos resultados sugieren, que la penetracion heter6loga empleando
espermatozoides de burro y ovocitos de bovino es similar si se compara el semen
fresco con el congelado-descongelado. Por otro lado, el modelo de fertilizaciéon in
vitro heteréloga ha mostrado ser un buen método para la evaluacion de la capacidad

fertilizante en burros.

Los ensayos de union y de fertilizacion in vitro heterdloga, son procedimientos
eficaces para determinar la capacidad fertilizante de los espermatozoides de burro.
Sin embargo, en nuestro pais no se reportan investigaciones dirigidas a las

biotecnologias aplicables a la especie asnal.
3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El burro es una especie de importancia econdmica en el medio rural de México
debido a que se sigue utilizando para las actividades agricolas y recreativas y, sigue
siendo un medio de transporte en comunidades marginadas o de dificil acceso. No

obstante, el inventario nacional de asnos ha sufrido un descenso dramético en las
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Gltimas cuatro décadas y a la fecha no se tienen programas que ayuden a la
preservacion de esta especie.

En otros paises, se han implementado programas de rescate de este animal que
incluyen la formacion de areas de reserva para la reproduccion de éstos. Ademas
se han hecho bancos de germoplasma y programas de inseminacion artificial que
ayuden a la propagacion de esta especie y que perpetien el germoplasma a largo
plazo.

En este contexto, nos interesamos en establecer protocolos para la congelacion del
semen de burro, basados en las condiciones que se han establecido para bovinos
y equinos, mismas que han logrado conservar los espermatozoides de burro

obteniendo aceptables tasas de movilidad y viabilidad.

Un problema que se ha generado son las bajas tasas de fertilidad en la IA en burras
poniendo en duda la capacidad fertilizante de los espermatozoides de burro
criopreservados. En este trabajo se estudié el empleo de los diluyentes EquiPro®
(caballo) y Triladyl® (bovino) para la congelacion del semen de burro; se analizé el
efecto del plasma seminal en las cualidades de los espermatozoides durante el
proceso de congelacion y se determind la capacidad fertilizante mediante las
pruebas de fluorescencia con clortetraciclina (CTC) y el ensayo de unién heterdloga.

4. HIPOTESIS.

Los diluyentes empleados para la congelacién de semen bovino (Triladyl) y equino
(EquiPro) pueden ser adaptados para la congelacién de semen de burro criollo con

y sin plasma seminal.

Se espera que con el diluyente EquiPro se obtengan mejores parametros in vitro,
con respecto al Triladyl, debido a que su composicion esta basada en ingredientes
lacteos (beta-lactoglobulina y caseinato de calcio), especificos para apoyar la

conservacion de los espermatozoides equinos.

La presencia del plasma seminal durante la congelacion del semen no afectara

negativamente los parametros de viabilidad, movilidad, integridad de la membrana
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plasmatica y consecuentemente la capacidad de unién heterdloga del
espermatozoide de burro criollo congelado-descongelado.

5. OBJETIVO GENERAL.

Evaluar dos diluyentes comerciales (Triladyl vs EquiPro) en la congelacién del
semen de burro criollo (Equus asinus) (con y sin plasma seminal) mediante la
determinacion de la movilidad y viabilidad espermaticas, la integridad funcional de
la membrana plasmatica del espermatozoide y de la capacidad de unién a ovocitos

de cerda.
6. OBJETIVOS PARTICULARES.

* Determinar los parametros de movilidad y viabilidad del semen de burro
criollo congelado-descongelado, en dos diluyentes comerciales: EquiPro, a
base de lactosa-yema de huevo disefiado para caballos; y Triladyl, a base de

Tris-yema de huevo disefiado para rumiantes.

» Determinar los parametros de movilidad y viabilidad del semen congelado

mediante dos protocolos: centrifugado y no centrifugado.

* Evaluar los cambios de la membrana plasmatica del espermatozoide durante
el proceso de congelacion-descongelacion, mediante microscopia de
fluorescencia con CTC.

+ Determinar la capacidad fertilizante de los espermatozoides criopreservados

mediante ensayos de union en ovocitos de cerda.
7. MATERIAL Y METODOS
7.1. Localizacion.

El presente trabajo se llevo a cabo en la Unidad de Servicios Integrales en
Reproduccion Animal (USIRA) y en el Centro Multidisciplinario de Estudios en

Biotecnologia (CMEB) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
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U.M.S.N.H., misma que se ubica en el Km. 9.5 de la carretera Morelia-Zinapécuaro,

en el municipio de Tarimbaro, Michoacan.
7.2.  Animales.

Se utilizaron 3 burros criollos en etapa reproductiva (4, 5 y 8 afios de edad), dos de
ellos con caracteristicas raciales de Andaluz y el tercero de la raza Catalana. Los
animales con un peso del40-150 kg, fueron desparasitados. Los burros son
provenientes de los municipios de Lagunillas y Alvaro Obregon, Michoacan. Su
alimentacion se baso principalmente en el pastoreo, suplementado con alfalfa, maiz

y rastrojo.
7.3. Disefio experimental.

Experimento 1: Con el propésito de evaluar el efecto de los diluyentes, EquiPro
Cryoguard® y Triladyl® sobre la movilidad progresiva, la viabilidad y la integridad
de la membrana plasmatica, se obtuvo un total de 15 eyaculados provenientes de 3
burros criollos. Cada eyaculado se diluy6 en EquiPro apx2®, para su mantenimiento
a temperatura ambiente durante el transporte hasta el laboratorio; se dividié en 4
fracciones. Las variables movilidad progresiva (MP), viabilidad (V) e integridad de la
membrana plasmatica, fueron evaluadas en dos momentos: postdilucién (PD) y

postdescongelacion (PC), segun se describe en la figura 1.
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Figura 1. Procedimiento empleado en el experimento 1. CPS: con plasma seminal; SPS:
sin plasma seminal; ambos diluidos en EquiPro Cryoguard vs Triladyl; MP: movilidad progresiva; V:
viabilidad; CTC: clortetraciclina, para evaluar el estado funcional de la membrana plasmética del

espermatozoide.

Experimento 2. Se realizaron 2 ensayos para determinar el efecto del diluyente y
la centrifugacion en la capacidad de unién de espermatozoides de burro a ovocitos
de cerda. En el primer ensayo se emple6 semen fresco y en el segundo, se comparé
el semen congelado con plasma seminal (CPS) vs sin plasma seminal (SPS), en los
diluyentes comerciales (Triladyl y EquiPro, respectivamente). Se incubd un total de
100 ovocitos por cada uno de los tratamientos durante 4 horas y posteriormente se

determiné el nUmero de espermatozoides unidos por ovocito (figura 2).
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Figura 2. Ensayos de unidn espermatozoide-ovocito heterélogo.

7.4. Obtencion y evaluacion del semen.

Se colectaron 15 eyaculados mediante la técnica de la vagina artificial, modelo
Hannover, utilizando una burra en estro como maniqui, cada tercer dia. El semen
colectado se diluy6 en EquiPro Apx2® en una proporcion de 1:1, para su transporte

hasta el laboratorio.

El semen colectado se evalu6 macroscépica (volumen, color y pH) vy
microscopicamente (movilidad masal, movilidad progresiva, viabilidad, morfologia y

concentracion espermatica) (Taberner, 2010).

Cada eyaculado colectado cumplié con los estandares establecidos para equinos.
Estos estandares incluyen: movilidad progresiva y viabilidad mayor al 70%, y menos
del 20% de anormalidades espermaticas. Las caracteristicas de los eyaculados

colectados se presentan en el cuadro 4.
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Cuadro 4. Caracteristicas de los eyaculados colectados en tres burros criollos.

Ne Vol. Movilidad % % % Concentracion
muestra Buro (ml) PR masal Movilid..sld Viabilidad Morfologia espermatica
progresiva X108
1 Tarimbaro 15 7 5 90 76 12 5,400
2 Carreta 30 7 4 80 75 20 7,200
3 Carreta 35 7 3 80 70 20 8,120
4 Carreta 40 7 3 80 70 9 7,680
5 Lagunillas 15 7 3 80 95 13 2,400
6 Lagunillas 20 7 3 80 95 25 7,200
7 Lagunillas 30 7 4 90 94 18 7,400
8 Lagunillas | 30 7 4 90 91 10 6,750
9 Carreta 80 7 3 90 91 10 10,080
10 Lagunillas 30 7 4 80 88 16 6,240
11 Carreta 60 7 3 70 86 18 13,020
12 Carreta 30 7 4 80 88 11 15,600
13 Carreta 30 7 4 80 81 12 9,120
14 Carreta 30 7 4 90 91 29 8,100
15 Lagunillas 30 7 4 80 80 15 6,350
7 3.6 82.6 84.7 15.8 8044

Promedio ’

’ 33.6 ‘

7.5. Criopreservacion de semen.

7.5.1. Dilucién del semen.

El semen centrifugado y sin centrifugar se diluydé en cada uno en los siguientes

diluyentes:

a. EquiPro Cryoguard®, suplementado con 20% de yema de huevo.

b. Triladyl®, suplementado con 20% de yema de huevo. Diluyente

comercial para rumiantes.

Los diluyentes preparados se mantuvieron en bafio maria a una temperatura de

37°C durante una hora antes de ser agregados al semen. Posteriormente el semen

se envas6 en pajillas de 0.5 ml con una concentracion de 200 x 10°
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espermatozoides. Las pajillas se sellaron en uno de sus extremos con alcohol
polivinilico para ser colocadas dentro de los Gobelets® (Marca Minitube), para su

refrigeracion.
7.5.2. Centrifugacion del semen.
El semen diluido en EquiPro Cryoguard o en Triladyl se dividio en 2 fracciones:

12 fraccion. Centrifugado a 600 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se
desecho y el paquete celular se resuspendiéo en uno de los diluyentes para la

criopreservacion.

292 fraccion. Sin centrifugacion y se diluyé directamente en el medio de

criopreservacion.
7.5.3. Refrigeracién del semen diluido.

El semen diluido se mantuvo a una temperatura de 5°C durante 1 hora, periodo de
equilibrio, en el cual las lipoproteinas de la yema de huevo se incorporaron a la
membrana plasmética de los espermatozoides para protegerlos contra el choque

térmico.
7.5.4. Congelacion del semen.

Las pajillas con semen refrigerado se colocaron sobre una rejilla de acero inoxidable
y se sometieron a vapor de nitrogeno (-120°C) durante 20 minutos y luego se
sumergieron en nitrégeno liquido a -196°C durante 2 minutos y se almacenaron en

termos criogénicos de 20 L hasta su evaluacion.
7.5.5. Descongelacion del semen.

Para descongelar el semen, se tomé una de las pajillas y se mantuvo 30 segundos
a bafno maria (Fisher Scientific) a 37°C. Después se evaluo la movilidad progresiva
y la viabilidad espermatica post-descongelacion y se determiné el estado funcional

de la membrana plasmaética.
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7.6. Determinacion del estado funcional de la membrana plasmatica de los
espermatozoides de burro mediante clortetraciclina (CTC) fluorescente.

Se tomaron 100 pl de semen diluido en Equipo y en Triladyl, respectivamente, se
depositaron en un tubo de ensaye y fueron centrifugados a 2000 rpm durante 10
minutos. El boton de espermatozoides se resuspendio en 100 ul de solucion fijadora
(Glutaraldehido al 0.2%; en Tris 0.5 M y pH final de 7.4) y se procedi6 a la tincién
con CTC para determinar el estado funcional de las membranas plasmaticas del
semen fresco, postdilucion y postdescongelacion. Se realizé una suspension de 5
Ml de espermatozoides mezclados con 5 pl de CTC en un portaobjetos y se dejo
reposar 60 segundos. Finalmente, se agregd una gota de 1.4-Diaza-biciclo (2.2.2)
octano (DABCO) [0.22 M] en glicerol al 90%, para conservar la fluorescencia (Fraser
y Herold, 1990). Después, la muestra se observd en un microscopio con una
lampara de luz ultravioleta a 495 nm para excitar la CTC. Se determiné el estado
funcional de la membrana espermatica de acuerdo con los siguientes patrones de

fluorescencia:

a) Espermatozoides no capacitados, con fluorescencia uniforme en la cabezay

acrosoma intacto.

b) Espermatozoides capacitados, con fluorescencia concentrada en la region
acrosomal, una banda sin fluorescencia en la regidon postacrosomal y

presencia de acrosoma intacto.

c) Espermatozoides con reaccion acrosomal, sin fluorescencia en la cabeza,

excepto, una delgada banda en la regién ecuatorial.

Se contaron como minimo 200 células espermaticas.
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7.7. Evaluacion de la capacidad de union del espermatozoide de burro a

ovocitos de cerda.

7.7.1. Obtencién y manipulacién de los ovocitos.

La recoleccion de ovocitos fue a partir de ovarios de cerda sacrificadas en rastro y
transportados al laboratorio en solucion salina (PBS) a 36-38°C. La recoleccion de
ovocitos se realizd mediante la aspiracion de foliculos visibles de la superficie del
ovario de 3 a 6 mm de diametro, utilizando una jeringa de 10 ml con una aguja de
18x38 mm. El fluido folicular se recuperé en tubo conico de 15 ml, dejando
sedimentar a 38°C el paquete celular. En medio de manipulacion suplementado con
TCM-199, bicarbonato y Hepes a un pH 7.3 a 7.4 a temperatura ambiente (25 °C),
se sedimentd el paquete celular y se depositd en una caja de Petri de 65 mm, donde
se seleccionaron los complejos cumulus-ovocitos (CCOs), utilizando un microscopio
estereoscopico, considerando aquellos que presenten 3 0 mas capas celulares y un
citoplasma homogéneo. Los complejos CCOs se lavaron tres veces en gotas de
500ul de medio de manipulacion previamente equilibrado a 38.5°C, en una

atmosfera saturada a humedad y 5% de CO:2 al menos 3 h.

Posteriormente las células de la cimulos oophorus fueron removidas con 0.1% de

hialuronidasa en vortex, dejando solo el ovocito con la zona pellcida desnuda.
7.7.2. Preparacion de los espermatozoides.

Los espermatozoides se descongelaron a 37°C durante 30 segundos y fueron
centrifugados a 1000 rpm durante 3 min. El sobrenadante fue removido y el pellet
se resuspendid en 4 ml de medio de centrifugacion (EquiPro Apx2®) y fue
centrifugado nuevamente. Los espermatozoides fueron contados en un
hemocitometro y diluidos en un volumen apropiado de medio de fertilizacién para

dar una concentracion final de 2 x 10° por ml.
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7.7.3. Ensayo de union de espermatozoides de burro en ovocitos de cerda.

Para llevar a cabo el ensayo de unidn, se emplearon un total de 450 ovocitos de
cerda libres de células de la granulosa. Se colocaron 25 ovocitos en pozos
conteniendo 500 pl de medio de fertilizacion y fueron incubados con los
espermatozoides descongelados. Se utilizaron cajas de cuatro pozos de fondo
redondo (Marca Nunc) y la solucion Tirodes como medio de fertilizacién in vitro,
suplementada con 25mM bicarbonato de sodio, 22mM Na-lactato, 1mM Na piruvato,
6mg/ml de BSA libre de &cidos grasos. Las microgotas de medio de fertilizacion se
cubrieron con aceite mineral y se incubaron a 38.5°C en 5% de CO:2 durante 4h.
Transcurrido el tiempo los ovocitos con los espermatozoides fueron lavados en
medio PBS suplementado con 0.3% de BSA y fueron mezclados vigorosamente por
5 segundos a efecto de eliminar las uniones débiles de los espermatozoides a la
zona pelucida (ZP). Posteriormente los ovocitos se tifieron con el fluorocromo
Hoechst 33248 durante 3 min, para ser evaluados al microscopio de contraste de
fases (Carl Zeiss) y determinar el nUmero de espermatozoides que se unieron a la

zona peldcida o que penetraron la membrana del ovocito.

7.8. Andlisis estadistico.

Para la evaluacion de los parametros de calidad espermatica y del estado funcional
de la membrana plasmatica del espermatozoide, se utilizé6 un andlisis de varianza
de bloques multivariados (referencia). Para analizar la capacidad de unién
espermatozoide-ovocito se realizd un andlisis de varianza de una via y una prueba

pos hoc de Tukey (referencia).
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8. RESULTADOS

8.1. Efecto del tipo de diluyente y su interaccion con y sin plasma seminal en
la movilidad progresiva y viabilidad espermética, postdilucion vy

postdescongelacion.

El tipo de diluyente y su interaccion con el plasma seminal, no afectd
significativamente (p>0.05) la movilidad progresiva y la viabilidad del semen diluido.
Los valores promedio de ambas variables fueron muy similares entre tratamientos,
encontrandose arriba del 70%. Tampoco hubo un efecto significativo (p<0.05) de la

presencia del plasma seminal, dentro de cada diluyente (Cuadro 5).

Cuadro 5. Efecto del tipo de diluyente y su interaccion con (CPS) o sin plasma

seminal (SPS) en la movilidad progresiva y viabilidad espermatica del semen

diluido (n=15).
(PromedioxDE)
Tratamiento
Variable EquiPro Triladyl
SPS CPS SPS CPS
Movilidad progresiva (%) | 76.3+7.42 | 73.0+6.22 | 720+10.72 | 73.3+5.6°2
Viabilidad (%) 76.1+£96%2 77.7+£80% 79.1+£792 [ 789+7.12

Literales diferentes por fila indican diferencias significativas en p< 0.05.

El tipo de diluyente y su interaccion con el plasma seminal, no afecto
significativamente (p>0.05) los parametros de movilidad progresiva y viabilidad
espermatica del semen congelado. Los porcentajes de movilidad progresiva se
mantuvieron superiores al 30% postdescongelacion y la viabilidad mayor al 60%,
siendo muy similares en cada uno de sus tratamientos. No hubo un efecto
significativo (p<0.05) de la presencia del plasma seminal, dentro de cada diluyente
(Cuadro 6).
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Cuadro 6. Efecto del tipo de diluyente y su interaccién con (CPS) o sin plasma
seminal (SPS) en la movilidad progresiva y viabilidad espermatica en el semen
congelado (n=15).

(PromediozDE)

Tratamiento
Variable

EquiPro Triladyl

SPS CPS SPS CPS

Movilidad progresiva (%) 35.7£ 10.7 2 31.3+9.22 40.3+9.92 | 373 £8.02

Viabilidad (%) 67.7+9.12 65.0+11.62 | 66.6+10.62 | 66.5+8.92

Literales diferentes por fila indican diferencias significativas en p< 0.05.

8.2. Efecto del tipo de diluyente y su interaccidén con y sin plasma seminal
en el estado funcional de la membrana plasmatica del espermatozoide,

postdiluciéon y postdescongelacion.

Se determinaron tres estados funcionales de la membrana plasmatica del
espermatozoide de burro criollo: no capacitados, capacitados y con reaccion

acrosomal, donde los valores obtenidos fueron muy similares entre los tratamientos.

En el semen diluido no hubo diferencias significativas (p> 0.05) entre los diluyentes
y su interaccion con el plasma seminal en el porcentaje de espermatozoides no
capacitados, capacitados y con reaccion acrosomal en el semen diluido. Los
espermatozoides no capacitados y capacitados mostraron valores muy similares en
cada uno de los tratamientos, del 43.1 al 50.5%. El porcentaje de los
espermatozoides con reaccién acrosomal fue de 4.8 y 6.5% no existiendo

diferencias entre tratamientos (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Efecto del tipo de diluyente y su interaccion con (CPS) y sin plasma
seminal (SPS) en el estado funcional de la membrana plasmética del
espermatozoide del semen diluido (n=15).

(PromedioxDE)

Tratamiento
Estado funcional de la

o EquiPro Triladyl
membrana plasmaética
SPS CPS SPS CPS
No capacitados (%) 43.1+11.62 | 46.9+9.62 | 47.7+14.42 | 488+129%2
Capacitados (%) 505+11.82 | 46.9+9.42 | 459+13.82 | 46.1+1242
Reaccién Acrosomal (%) 6.5+4.6% 6.1+292 6.5+452 48+38%2

Literales diferentes por fila indican diferencias significativas en p< 0.05.

En el semen congelado, tampoco se encontraron diferencias significativas entre los
diluyentes y su interaccibn con el plasma seminal en el porcentaje de
espermatozoides no capacitados, capacitados y con reaccion acrosomal. El
porcentaje de espermatozoides no capacitados en el semen congelado va del
25.8% al 31.5%, estos valores son muy similares entre los tratamientos por lo que
no se encontraron diferencias significativas. De igual manera, los porcentajes de
espermatozoides capacitados son muy similares con valores mayores al 60%.
Respecto a los espermatozoides con reaccion acrosomal, estos porcentajes se
encuentran entre el 8.3% al 10.5% resultando ser muy similares en cada uno de los

tratamientos (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Efecto del tipo de diluyente y su interaccion con (CPS) y sin plasma

seminal (SPS) en el estado funcional de la membrana plasmética del

espermatozoide congelado de burro criollo (n=15).

(PromedioxDE)
Estado funcional de la Tratamiento
membrana plasmética EquiPro Triladyl
SPS CPS SPS CPS
No Capacitados 27.1+5.72 26.5+6.82 31.5+582 25.8+7.32
Capacitados 62.8 6.6 2 64.9+7.72 60.1+8.42 63.7+8.62
Reaccion Acrosomal 10.1+4.32 8.6+1.82 83+4.7%2 10.5+392

Literales diferentes por fila indican diferencias significativas en p< 0.05.

8.3. Ensayo de unién espermatozoide-ovocito de cerda in vitro.

En 450 ovocitos de cerda se contabilizé6 el nimero de espermatozoides que se
unieron fuertemente a la zona pelldcida desnuda del ovocito, después de varios

lavados para retirar los espermatozoides con uniones débiles.

Los resultados obtenidos en este ensayo (figura 1), indican que el numero de
espermatozoides/ovocito en el semen fresco fue de 2.38 vy fue similar (p>0.05) a
los valores obtenidos en Triladyl y EquiPro CPS. Cuando se utilizé6 semen congelado
en los ensayos, los resultados indican que hubo un efecto significativo (p < 0.05) de
la centrifugacion sobre la capacidad de unidbn de los espermatozoides
descongelados a los ovocitos de cerda dentro de cada diluyente. Cuando el semen
SPS se diluyé en EquiPro, el niumero de espermatozoide unidos/ovocito fue de 5.2,
mientras que CPS fue de 1.2 espermatozoides/ovocito. De manera similar, el semen
diluido en Triladyl SPS result6 en 4.83 espermatozoides/ovocito y cuando se

mantuvo CPS, fue de 2.98 espermatozoides/ovocito.
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Figura 3. Ensayo de union in vitro de espermatozoides de burro a ovocitos de cerda.

Las letras diferentes indican que los datos son estadisticamente significativos P< 0.05.

Por dltimo, cuando se utiliz6 el semen congelado en los ensayos, no hubo
diferencias estadisticamente (p>0.05) entre Triladyl SPS o con EquiPro SPS, pero
si hubo un menor nimero de espermatozoides unidos al ovocito en el EquiPro CPS
con respecto al Triladyl CPS, siendo las diferencias estadisticas significativas
(p<0.05) (figura 3)

En las figuras 4 y 5 se muestran fotografias del ensayo de union heterdloga, de

acuerdo con los resultados obtenidos en la figura 3.
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Equipro sin plasma seminal Equipro con plasma seminal

Figura 4. Unién de espermatozoides descongelados de burro a ovocitos de cerda

con el diluyente EquiPro. Los puntos fluorescentes indican las cabezas de los espermatozoides

adheridas a los ovocitos.

Triladyl sin plasma seminal Triladyl con plasma seminal

Figura 5. Unién de espermatozoides descongelados de burro a ovocitos de cerda

con el diluyente Triladyl. Los puntos fluorescentes indican las cabezas de los espermatozoides

adheridas a los ovocitos.

9. DISCUSION.

Los resultados del presente trabajo muestran que es indistinto diluir el semen de
burro criollo en EquiPro o Triladyl, ya que la movilidad progresiva y la viabilidad

espermatica fueron similares en ambos diluyentes (cuadro 5). Esto era de
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esperarse, debido a que el tiempo de contacto del semen con los componentes de
cada diluyente fue muy breve y no pudieron ejercer alguna accion sobre los
espermatozoides diluidos. Los resultados de movilidad progresiva coinciden con los
de Pagl et al., (2006) quienes tampoco encontraron diferencias cuando el semen de
caballo fue diluido respectivamente en solucion salina bufer-fosfato (PBS), Kenney,
EquiPro y EquiPro plus; evaluado a las 0 horas de dilucion, a pesar de las notables
diferencias en la composicion quimica entre la PBS y el resto de los diluyentes,

disefiados como conservadores del semen equino.

La separacion del plasma seminal del semen diluido, no ofrecié ventajas en la
movilidad progresiva, ni en la viabilidad espermatica, con respecto al semen
completo (CPS) (cuadro 5). Este hallazgo es importante en caso de usarse el semen

fresco diluido en la inseminacioén artificial de burras.

Igualmente, el uso del EquiPro o del Triladyl en la congelacion del semen de burro
produjo una movilidad progresiva y viabilidad espermatica similares (mayores al
30% y 60%, respectivamente), lo que sorprende porque, se esperaba que el primero
fuera mejor que el segundo, ya que es un diluyente con componentes lacteos,

especifico para equinos.

Trabajos como los de Canisso et al., (2011) y Trimeche et al., (1998) donde se
reportan movilidades que van del 37% al 56.6%, respectivamente, en semen de
burro postdescongelacion, confirman el uso de diluyentes basados en componentes
lacteos. Qeusada et al., (2012) utilizaron un diluyente comercial llamado Gent®
(también con una composicion lactea) en la congelaciéon de semen de burro y con
resultados similares a EquiPro y Triladyl (36% de MP y 63% de V), en el presente
trabajo.

Estos resultados sugieren que el Triladyl contiene sustancias que son tan eficientes

como los diluyentes anteriores para la conservacion y sobrevivencia de los
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espermatozoides de burro, siendo una opcidbn mas para los protocolos de
congelacion en esta especie.

En el presente trabajo, los porcentajes de espermatozoides no capacitados,
capacitados y con reaccion acrosomal, tanto en semen diluido como en congelado,
fueron muy similares entre los diluyentes con presencia o ausencia del plasma
seminal. En todos los tratamientos los porcentajes de espermatozoides fértiles (no
capacitados y capacitados) fueron superiores al 40%, mientras que los porcentajes
de espermatozoides con reaccion acrosomal fueron menores a 10.5. Cabe destacar
que la congelacion del semen aumenté el porcentaje de espermatozoides
capacitados en un 15% aproximadamente, con respecto al semen diluido, mientras
los espermatozoides con reaccion acrosomal se mantuvieron en el mismo nivel, en

todos los tratamientos.

Estos resultados indican que los diluyentes EquiPro y Triladyl son Utiles en la
congelacion de semen de burro sin que afecte el estado funcional de la membrana

espermaética.

En el presente trabajo, los hallazgos indican que la presencia del plasma seminal
no es un factor que afecte los parametros de calidad seminal, tales como la
movilidad progresiva, la viabilidad y el estado funcional de la membrana plasmética
del espermatozoide. Sin embargo, la presencia del plasma seminal si afect6 la
capacidad fertilizante de los espermatozoides de acuerdo con los resultados de los
ensayos de unién heterdloga (ensayos de interaccién gamética burro-cerdo). Esto
puede deberse a que los componentes del plasma seminal afecten la interaccion
del espermatozoide con el ovocito retardando los procesos de reaccion acrosomal
y consecuentemente, la unién o penetracion de este en el ovocito; por lo que se
recomenda separar el plasma seminal mediante centrifugacién, en los procesos de

fertilizacion in vitro o inseminacion artificial.
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El ensayo de unién heterologa también mostré que tanto el Tryladil como el EquiPro
empleado como diluyentes para la congelacion de semen SPS dieron los mejores
resultados. Cuando se emplearon estos mismos diluyentes en la congelacion de
semen completo (CPS) fue mejor el Triladyl. Sin embargo, bajo las condiciones de
México es preferible usar éste diluyente por razones economicas. Estos datos
sugieren la existencia de componentes en el Triladyl que reviertan o disminuyan el
efecto del plasma seminal en los espermatozoides de burro y faciliten la interaccion

gameética in vitro.

Los ensayos de union heterdloga in vitro espermatozoide-ovocito utilizando ovocitos
de cerda, fue muy similar a los realizados por Mosqueira (2012) en cuanto al niUmero
de espermatozoides unidos/ovocito (5-10), sin embargo, difiere en el uso de

ovocitos de bovino y determinar la capacidad fertilizante en equinos.

Un dato interesante es el que se obtuvo en los ensayos de unién heteréloga, en los
gue determinamos que las condiciones de congelacién, remocion de plasma
seminal y EquiPro son las que mantuvieron la capacidad fertilizante mas alta,
incluso por encima de la capacidad fertilizante del semen fresco. Estos resultados
sugieren que el proceso de congelacién-descongelacion de los espermatozoides de
burro, podria estar induciendo la capacitacion espermatica, de acuerdo a lo que han
reportado en otras especies (Chenoveth, 2000; Maxwell y Watson, 1996). Respecto
a la presencia del plasma seminal, los datos sugieren que es en detrimento de la

interaccidn ovocito-espermatozoide.
10. CONCLUSIONES.
1. El EquiPro y el Triladyl mantuvieron los mismos valores en movilidad

progresiva, viabilidad y estado funcional de la membrana plasmatica del

espermatozoide de burro, postdilucion y postdescongelacion.
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2. La separacion del plasma seminal por centrifugacion, no favorecié los
parametros de movilidad progresiva, viabilidad y el estado funcional de la
membrana plasmatica de los espermatozoides de burro, durante la
postdilucion, ni la congelacion, pero si favorecio la capacidad de union de los

espermatozoides a ovocitos de cerda, en ambos diluyentes.

3. El ensayo de union demostré que el Triladyl genera mejores resultados que

el EquiPro solo en presencia del plasma seminal.
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