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RESUMEN

USO DE DILUYENTES DE ORIGEN ANIMAL Y VEGETAL SOBRE LA
CRIOPRESERVACION DEL ESPERMATOZOIDE EN EL MACHO CABRIO

SILVESTRE MORENO AVALOS

Doctor en Ciencias en Produccidén Agropecuaria
UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO

Se evalué el uso de diluyentes de origen animal y vegetal sobre la
criopreservacion del espermatozoide en el macho cabrio. Experimento 1. un total
de 24 eyaculados, y cada eyaculado fue divido en tres partes iguales y diluido
con AndroMed® (1% de lecitina de soya, LS); Optidyl® con 20% (v/v) de Tris-
yema de huevo; TY), y un diluyente a base de citrato-yema de huevo (CY), para
semen fresco (SF), semen refrigerado (SR) y semen congelado (SC). No
existieron diferencias (p>0.05) entre diluyentes en el SF respecto a motilidad
masal (MM; 4.7+0.26), viabilidad espermatica (VE; 74.1+1.66) y motilidad
individual (MI; 62.3+4.0). Al igual que en el SR no existi6 diferencia (p>0.05) entre
diluyentes respecto a MM=3.83+0.4, y MI= 52.1+6.0. La VE varid (p<0.05) fue
menoren LS vs. CY y TY (51.0+13.0 vs 71.3+3.0 y 69.0£3.1). Respecto al SC, la
MM, Ml y VE favorecieron (p<0.05) al diluyente TY vs. LSy CY (2.4+0.5, 32.548.3,
41.3+13.0). Experimento 2. El semen fue diluido con dos diluyentes a base 15%
citrato- YH de codorniz (CYC), o gallina (CYG) y un diluyente con 20% (v/v) de
Tris-YH (Optidyl®; OP), en SF, SR y SC. No existieron diferencias (p>0.05) entre
diluyentes para la MM (4.7+0.4), VE (86.8+4.3), morfologia (MF; 88.0+5.1) y
HOST (91.1+3.3) en los tres diluyentes utilizados. Los resultados del primer
experimento mostraron una mejor criopreservacion del semen caprino con el
diluente Tris-yema respecto al de lecitina de soya, mientras que los resultados
del segundo experimento no mostraron diferencias.

Palabras clave: Lecitina de soya, semen caprino, codorniz.
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ABSTRACT

USE OF DILUENTS OF ANIMAL AND VEGETABLE ORIGIN ON THE
CRYOPRESERVATION OF SPERMATOZOID IN THE MALE GOAT

SILVESTRE MORENO GUARANTEES
Doctor of Science in Agricultural Production
UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO

The use of diluents of animal and vegetable origin was evaluated on the
cryopreservation of the sperm in the male goat. Experiment 1. A total of 24
ejaculates, and each ejaculate was divided into three equal parts and diluted with
AndroMed® (1% soy lecithin, LS); Optidyl® with 20% (v / v) Tris-egg yolk; TY),
and a citrate-egg yolk diluent (CY), for fresh semen (SF), chilled semen (SR) and
frozen semen (SC). There were no differences (p> 0.05) between diluents in the
SF regarding mass motility (MM; 4.7 £ 0.26), sperm viability (VE; 74.1 + 1.66) and
individual motility (MI; 62.3 + 4.0). As in the SR, there was no difference (p> 0.05)
between diluents with respect to MM = 3.83 £ 0.4, and Ml = 52.1 + 6.0. The VE
varied (p <0.05) was lower in LS vs. CY and TY (51.0 + 13.0 vs 71.3 + 3.0 and
69.0 + 3.1). Regarding SC, MM, MI and VE favored (p <0.05) the diluent TY vs.
LS and CY (2.4 £ 0.5, 32.5 + 8.3, 41.3 + 13.0). Experiment 2. The semen was
diluted with two diluents based on 15% citrate-YH of quail (CYC), or chicken
(CYG) and a diluent with 20% (v / v) of Tris-YH (Optidyl®; OP), in SF, SR and SC.
There were no differences (p> 0.05) between diluents for MM (4.7 £ 0.4), VE (86.8
+ 4.3), morphology (MF; 88.0 £ 5.1) and HOST (91.1 £ 3.3) in the three diluents
used. The results of the first experiment showed a better cryopreservation of goat
semen with the diluent Tris-yolk compared to that of soy lecithin, while the results
of the second experiment did not show differences.

Keywords: Soy lecithin, egg yolk, goat semen, qualil.
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. INTRODUCCION
El uso de diluyentes tradicionales incluyen la yema de huevo (YH) de gallina
(Gallus domesticus) que son agregados al semen para la preservacion de la
viabilidad y fertilidad de los espermatozoides durante la crioconservacion (Lima-
Verde et al., 2017), debido a que protege al esperma de los dafos inducidos por
la crioconservacion durante el enfriamiento, congelacion y descongelacién
debido a su accion crioprotectora que son los fosfolipidos, colesterol y proteinas
de baja densidad (Andrabi et al., 2008; Akcay et al., 2012; Sieme et al., 2016), ya
gue puede ayudar en la resistencia del shock por frio en asociacién con otros
componentes (Amirat et al., 2004). Los fosfolipidos de la YH reemplazan a los
fosfolipidos de la membrana espermatica con mayor facilidad para mantener la
estructura y funcion de la membrana plasmatica durante el proceso de

crioconservacion (Akcay et al., 2012; Sieme et al., 2016).

Se ha reportado, que los diluyentes que contienen YH de distintas especies de
aves, los de la gallina domestica han resultado ser significativamente mayores en
motilidad y longevidad en espermas congelado (Khaliq et al., 2017). Por otra
parte, varios estudios han mostrado que la YH de pato, codorniz o gallina tiene
diferentes componentes de acidos grasos, fosfolipidos y colesterol, lo que resulta
en diferentes efectos en el proceso de criopreservacion sobre los
espermatozoides (Trimeche et al., 1997; Bathgate et al., 2006; Singh et al., 2013).

En lo que se refiere a la YH, se han encontrado algunos componentes
indeseables (hormonas esteroides y sus moléculas precursoras) se consideran
perjudiciales para la integridad del espermatozoide (Akhter et al., 2012; Lima-
Verde et al.,, 2017). Sin embargo, en los dultimos afios, se ha opinado
frecuentemente en contra del uso de la YH debido a la gran variabilidad de sus
componentes, lo que hace que la evaluacion de sus beneficios sea compleja
(Kulaksiz et al., 2010), ademas se ha tratado de evitar el uso de diluyentes de
origen animal, ya que podrian ser una posible ruta de transmision de
enfermedades (Lima-Verde et al., 2017; Ansari et al., 2017). De manera

particular, en el macho cabrio, existen interacciones negativas entre los


https://doi.org/10.1111/rda.13080
https://doi.org/10.1111/rda.13080
https://www.academia.edu/24162140/The_Effect_of_Different_Dilution_Rates_on_Post_Thaw_Quality_of_Ram_Semen_Frozen_in_Two_Different_Eggyolk_Free_Extenders
https://doi.org/10.1016/j.anireprosci.2016.02.004
https://doi.org/10.1111/j.1439-0531.2011.01973.x
https://doi.org/10.1111/rda.13080
https://doi.org/10.1111/rda.13080
https://doi.org/10.1016/j.smallrumres.2009.11.014
https://doi.org/10.1111/rda.13080
https://doi.org/10.1111/rda.13008

fosfolipidos de la YH y la glandula bulbouretral, esta glandula secreta con el
plasma seminal una enzima coagulante de la YH, la cual cataliza la hidrolisis de
la lecitina de la YH en &cidos grasos y lisolecitina, que son citotdxicos (Ngoma et
al., 2016). Por lo anterior, se han utilizado sustitutos de la YH quimicamente
definidos sin ser de origen animal (EI-Sisy et al., 2016; Gamal et al., 2016),
elaborados en a base de lecitina de soya y que pueden ser alternativas

potenciales para la criopreservacion del semen (Akhter et al., 2012).

En este contexto, merecen atencion especial los diluyentes elaborados en base
a YH en cuanto a sus componentes y su efecto en comparacion con los diluyentes
basados en liposomas. Debido a que el efecto de los componentes mencionados
anteriormente es poco conocido sobre la calidad del semen criopreservado en el
macho cabrio nos planteamos el objetivo de comparar los efectos de un diluyente
a base de lecitina de soya o YH sobre la calidad del semen, conservado por

refrigeracion y congelacion
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Il HIPOTESIS Y OBJETIVO GENRAL

Hipotesis
La lecitina de soya mantiene la calidad seminal durante el proceso de
ciropresravacion en comparacion con la yema de huevo de diferentes especies

(gallina y codorniz).

Objetivo
Comparar la calidad seminal durante el proceso de criopreservacion (es decir,
refrigerado y después de congelado) utilizando un diluyente de origen vegetal a
base de lecitina de soya y dos diluyentes a base de yema huevo (gallina y

codorniz).



1. REVISION DE LITERATURA

3.1 Avances en la criopreservacion del semen

La criopreservacion del semen se ha convertido en un aspecto importante de la
industria ganadera, donde la inseminacion artificial (IA) es la técnica mas
ampliamente aplicada para facilitar la utilizacion y distribucion extensiva del
semen (Miguel-Jimenez et al., 2020). Mediante el uso de semen criopreservado
e IA, se puede utilizar el espermatozoide de los mejores reproductores para
inseminar a miles de hembras en todo el mundo. Aunque, actualmente la
criopreservacion del semen en toros ha avanzado en comparacion con el semen
de otras especies. Sin embargo, todavia existen importantes lagunas en las
bases de conocimiento y tecnologia (Ugur et al., 2019). La viabilidad de los
espermatozoides después de la descongelacién sigue siendo baja y difiere
significativamente entre las especies y razas de reproductores (Kulaksiz et al.;
2010; Ugur et al., 2019).

Por otra parte, el proceso de criopreservacion del semen puede resultar en un
mayor estrés oxidativo en los espermatozoides debido a la peroxidacién de
lipidos de la membrana durante el proceso de congelacion, lo que conduce a la
produccion de oxidantes como especies reactivas de oxigeno (ROS), mayor
cantidad de fragmentacion del ADN vy alteracidon en la estructura de los
fosfolipidos de la membrana plasmatica que pueden inducir una capacitacion
prematura o exocitosis acrosémica (Miguel-Jimenez et al., 2020).

Las técnicas de criopresevacion para el almacenamiento del semen en algunas
especies pueden afectar la calidad postdescongelacion, por ejemplo en el
carnero tiene muchas ventajas, pero el proceso de congelacion y descongelacién
induce ciertos efectos perjudiciales, en términos de estructura del esperma, dafio
bioquimico y funcional, lo que resulta en una reduccion de la motilidad del
esperma, la integridad de la membrana y la capacidad de fertilizacion (Salomon
y Maxwell, 2000; Tekin et al., 2006).



Las fallas en las técnicas de criorpeservacion son debilidades son importantes
porque estan impidiendo avances tanto en la ciencia fundamental de los gametos
de mamiferos como en la biotecnologia reproductiva. Se han desarrollado varios
diluyentes y se han complementado con productos quimicos para reducir el dafio
criogénico o el estrés oxidativo con distintos niveles de éxito. Se han descubierto
conocimientos mas detallados sobre la morfologia y funcibn de los
espermatozoides mediante la aplicacion de herramientas avanzadas en biologia

molecular y celular moderna (Kulaksiz et al.; 2010).

3.2 Desafios en la criopreservacion del espermatozoide

La criopreservacion del semen es una rutina utilizada para preservar la capacidad
de fertilizacion de los espermatozoides para que pueden almacenarse facilmente
y transportarse durante mas tiempo. Diferentes factores son responsables del
grado de éxito en el proceso de criopreservacion del semen, siendo el mas
importante la composicion del diluyente (Khaliq et al., 2017).

El éxito de la IA con semen congelado depende entonces, principalmente de la
técnica de criopreservacion de espermatozoides (Wang et al.,, 2015). Los
procesos de criopreservacion de semen particularmente (refrigeracion,
congelacion y descongelacién) son las principales causas de shock frio,
formacion de cristales de hielo intracelular y produccion de ROS. Todos estos
cambios nocivos provocan ciertas lesiones fisicas y funcionales que
posteriormente resultan en la pérdida de viabilidad, motilidad y capacidad de
fertilizacion de los espermatozoides (Javed et al., 2019).

A diferencia de otras células del cuerpo, los espermatozoides deberian ser
menos sensibles al dafio provocado por la criopreservacion, lo anterior, debido a
su bajo contenido de agua y alta fluidez de las membranas. A pesar de esto, la
criopreservacion resulta perjudicial para la integridad de los espermatozoides
debido a alteraciones en la estructura, funcién de la membrana y el metabolismo
celular (Ugur et al., 2019).



Lo anterior, resultar en un mayor estrés oxidativo en las células espermaticas
debido a la peroxidacion lipidica de la membrana durante el proceso de
congelacion, lo que conduce a la produccién ROS, fragmentacion del ADN y en
la estructura de la membrana plasmética (Layek et al., 2016). Se han hecho
numerosos intentos para reducir el dafio a los espermatozoides mediante la
modificacion de los diluyentes, asi como en los protocolos de congelacién.
Diferentes variantes de la YH- Tris y los diluyentes a base de leche han sido la
base de los diluyentes mas utilizados para la criopreservacion de
espermatozoides de toro (Miguel-Jimenez et al., 2020).

La YH (YH) es la opcion mas comdn en los diluyentes utilizados para la
congelacion de espermatozoides (Layek et al., 2016). Sin embargo, la
composicion de la YH es muy variable, por lo que es dificil producir diluyentes
estandarizados para la criopreservacion (Bathgate et al., 2006; Lima-Verde et al.,
2018).

Baust et al. (2009) resumen que los factores estresantes que influyen en las
células durante la etapa de enfriamiento y congelacion son las siguientes: (1)
Durante el enfriamiento, las células se exponen a muchos efectos nocivos,
incluyendo desacoplamiento metabdlico, desequilibrio, desbalance i6nico,
activacion de proteasas, acidosis celular, privacion energia, la transicion de la
fase de membrana, la desestabilizacion de la citoesqueleto, y la produccion de
ROS, (2) Durante el proceso de congelacidén, los espermatozoides son
predispuesto a los efectos perjudiciales de la formacion de cristales de hielo,
hiperosmolaridad, alteraciones el volumen celular y desnaturalizacion de

proteinas.

3.3 Cambios en la membrana espermatica

La motilidad de los espermatozoides, la integridad de la membrana plasmatica y
la integridad acrosémica son parametros fundamentales para la prediccion del
potencial fertilizante de los espermatozoides en experimentos de laboratorio y
programas de IA (Ansari et al., 2017).



La principal causa de lesiones celulares en la criopreservacion es el dafio sufrido
por la membrana plasmatica. Inicialmente se suponia que el choque frio se
asociaba con la composicion lipidica de la bicapa de la membrana (Ansari et al.,
2017; Kulaksiz et al., 2017; Ugur et al., 2019).

La criopreservacion da como resultado una pérdida del 40-50% de los
espermatozoides viables totales en un proceso de congelacidon-descongelacién
basado en la rutina que conduce a una reduccion en la fertilidad y grandes
pérdidas economicas asociadas a la fertilidad. La reduccion en la viabilidad del
de espermatozoide y la disminucidn en la fertilidad se deben a la criolesién de los
espermatozoides durante la congelacion que es causada principalmente por el
choque frio, el estrés osmatico, la formacion de cristales de hielo y el dafio
oxidativo (Kulaksiz et al., 2017).

Cuando la temperatura se reduce durante el proceso de enfriamiento, las
restricciones de movimiento lateral fosfolipido inducen un cambio del liquido a la
fase de gel haciendo que la membrana se vuelva mas rigida y fragil. Los cambios
de fase que afectan a las membranas lipidicas llevan a la separacion de la fase
lipidica; por lo tanto, las proteinas se agrupan irreversiblemente (Ugur et al.,
2019).

3.4 Especies reactivas de oxigeno

Durante la criopreservacion, cualquier cambio en la fluidez de la membrana
mitocondrial puede dar lugar a la liberacion de ROS y cambios en el potencial de
membrana (Javed et al., 2019). Peréxido de hidrogeno (H202), 6xido nitrico (ON)
y el anién superédxido (O2-) tienen efectos sobre la sefializacion intracelular, la
capacitacion de espermatozoides y reacciones de acrosoma (Ugur et al., 2019).
Aunque en los niveles apropiados de estas moléculas juegan un papel importante
en la fisiologia de los espermatozoides, a saber, la capacitacion y la reaccion
acrosomica, son perjudiciales a la funcién espermatica a altas concentraciones
debido a la toxicidad. El mecanismo exacto de la generacion y la funcion ROS no

han sido completamente caracterizado en espermatozoides. Sin embargo, se



sabe que estas moléculas son productos de reduccion incompleta de oxigeno, y
la toxicidad se asocia con la inactivacién de proteinas debido a la ionizacién, la
peroxidacion lipidica y el dafio en el ADN (Ugur et al., 2019).

3.5 Desarrollo de diluyentes

3.6 Estado actual del uso de los diluyentes en el macho

El choque frio que se soporta durante la congelacion y descongelacion reduce la
calidad de los espermatozoides. El alcance de las lesiones causadas por el
choque frio varia segun la concentracion de los diluyentes, crioprotectores y
especies (Ugur et al., 2019). Varios diluyentes han sido desarrollados para
disminuir el dafio por la criopreservacion y mejorar la viabilidad posterior al
deshielo. Los diluyentes basados en 20% de YH se utilizan comunmente para
criopreservar el esperma de toros, bufalo y cerdos (Bathgate et al., 2006).

Aungue se sabe que la YH previene el dafio celular durante la criopreservacion,
la presencia de sustancias en granulos de yema incluyendo lipoproteinas de alta
densidad (HDL, por sus siglas en inglés) y minerales inhiben respiracion de las
células espermaticas y reducir su motilidad (Moussa et al., 2002). Sin embargo,
las lipoproteinas de baja densidad (LDL) la YH protegen a los espermatozoides
del dafio cubriendo la membrana espermatica durante la congelacién y
descongelacion. Aunque la mayoria de los diluyentes incluyen YH sola, algunas
se complementan con glicerol, y hay algunas preocupaciones sobre la
bioseguridad y la posibilidad de que el contenido del huevo pudiera alterar la

estructura y fisiologia de los espermatozoides (Ugur et al., 2019).

3.7 Yema de huevo en la preservacion del semen

La YH o leche son los diluyentes tradicionales que se agregan al semen para

preservar la viabilidad y fertilidad de los espermatozoides durante el



almacenamiento (Lima-Verde et al., 2018). Los diluyentes a base de YH se han
utilizado durante mucho tiempo para la criopreservacion de esperma entre
especies de ganado. En realidad, es el contenido de lecitina de la YH entera lo
que proporciona crioproteccion a los espermatozoides, mientras que al mismo
tiempo contiene agentes anticrioprotectores como hormonas esteroides y

granulos de yema que son inevitables cuando se usa la YH entera.

La YH es el crioprotector mas utilizado en la composicion de los diluyentes para
la criopreservacion de los espermatozoides de mamiferos; sin embargo, se han
hecho esfuerzos para encontrar sustitutos. No solo la YH es un potencial riesgo
de bioseguridad (EI-Sisy et al., 2018), por la posibilidad de transportar
microorganismos patdgenos entre paises, pero ademas no es un componente
estandarizado, siendo dependiente de factores como la dieta y manejo de las
gallinas que producen los huevos (Ansari et al., 2016). Ademas, la YH puede
contener metabolitos y endotoxinas dafinos que afectan la viabilidad de los
espermatozoides (Vidal et al., 2013) u hormonas esteroides que reducen la
motilidad de los espermatozoides (EI-Sisy et al., 2018).

Lo anterior, ha llevado que en los ultimos afios se busquen alternativas para evitar
el material de origen animal, ya que podria ser una posible via de transmision de
enfermedades y se han hecho esfuerzos para encontrar sustitutos (Lima-Verde
et al., 2017).

Raheja et al., (2018) mencionan que la YH es un crioprotector no penetrante
utilizado durante la crioconservacion que contiene fosfatidilcolina (lecitina),
fosholipidos, extractos lipidicos, fracciones de lipoproteinas y lipoproteinas
especificas que brindan proteccion contra el choque frio. La fraccion fosfolipida

de una fraccion de LDL proporciona proteccion contra el choque por frio.

La capacidad protectora de la YH en la criopreservacion se debe a la unién de
algunos componentes con la membrana plasmatica de los espermatozoides. El

contenido de glicoproteinas y fosfolipidos en la YH recubren las membranas de
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gametos, que podrian alterar la disponibilidad de proteinas del plasma seminal y

la respuesta de los espermatozoides a la adicion (Ramirez-Vasquez et al., 2019).

Ramirez-Vasquez et al., (2019) menciona que Bergeron y Manjunath (2006)
suguieren que los componentes de la YH actdan como pelicula protectora en la
superficie del espermatozoide, aunque sin reemplazar la membrana del esperma

fosfolipidos por fosfatidilcolinas de YH.

3.8 Efecto de diferentes tipos de yema de huevo sobre la calidad seminal

Tradicionalmente el uso de YH de gallina (Gallus domesticus) es utilizado para la
preservacion de la viabilidad y fertilidad de los espermatozoides durante la
crioconservacion debido a que protege al esperma de los dafios inducidos por la
crioconservacion durante el enfriamiento, congelacion y descongelacion, lo
anterior, debido a su accién crioprotectora que son los fosfolipidos, colesterol y
proteinas de baja densidad (Akcay et al., 2012; Sieme et al., 2016), ya que puede
ayudar en la resistencia del shock por frio en asociacion con otros componentes
(Amirat et al., 2004). Los fosfolipidos de la YH reemplazan a los fosfolipidos de
la membrana espermatica con mayor facilidad para mantener la estructura y
funcién de la membrana plasmatica durante el proceso de crioconservacion
(Zhang et al., 2009).

La concentracion 6ptima de YH de gallina generalmente es utilizado en diluyentes
para la cripreservacion del semen bovino al 20% (Amirat et al., 2004). Tremchi et
al. (1997) encontraron que los diluyentes que contienen 10% de YH de codorniz
producen mejores resultados que la YH de gallina en la criopreservacion del

semen.

La capacidad crioprotectora de las distintas YH (fresca, clarificada o en polvo)
afadida en los medios de conservacién, han mostrado superioridad sobre los
pardmetros de calidad del esperma después de la descongelacion. El uso de la

YH clarificada no ofrece ningun beneficio en comparacion con la YH fresca, lo
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gue complica el proceso de preparacion de dichos medios de conservaciéon. Por
lo tanto, el procedimiento de lavado de espermatozoides y el uso de YH en polvo
se puede recomendar como el reemplazo de la YH fresca por su eficacia y
medidas de seguridad para criopreservar espermatozoides de macho (Tabarez
et al., 2017). La YH en polvo puede utilizarse como substituto de YH fresco en
los diluyentes de conservacion y refrigeracion de semen de alpacas (Garcia et
al., 2017).

Resultados encontrados por Garcia et al., (2017) al comparar la YH en polvo con
YH fresco en ovinos de la raza Guirra respecto a la integridad del acrosoma,
encontraron un incremento significativo en la motilidad total en semen refrigerado
(SR) a favor de la YH en polvo. Mientras que Fernandez-Santos et al. (2006)
observaron una mejora en la calidad espermatica con el uso de YH clarificado en
SR de espermatozoides del ciervo Ibérico. Las diferencias en resultados entre
especies pueden deberse a las diferencias en la composicion de membrana
plasmatica, en el porcentaje de YH adicionado al diluyente, en los aditivos
incluidos y en el tiempo de refrigeracion (Fernandez-Santos et al., 2006;
Waterhouse et al., 2006).

Khaliq et al. (2017) observaron que la disminucion en la concentracion de YH de
codorniz del 20% al 5% dio como resultado una disminucién de la motilidad,
viabilidad, integridad del plasmolema, porcentaje de acrosoma funcional y otros
indices caracteristicos de motilidad basados en el CASA después de la
descongelacion. Estos resultados revelaron que la sustitucion del 20% de YH de
gallina por 20% de de YH de codorniz en los criodiluyentes mejoran los
pardmetros de calidad del semen posterior a la descongelacion de los
espermatozoides de bufalo Nili-Ravi. Ademas, la sustitucion de la misma
concentracion de YH de gallina con YH de Anatidae anas platyrynchos (pato) en
criodiluyentes resulté en un aumento de las caracteristicas post descongelacién
de la motilidad, viabilidad con una disminucién significativa de las deformidades
de la cola (Waheed et al., 2012).



12

3.9. Uso Tris-Yema de Huevo y Citrato-Yema de Huevo

Raheja et al., (2018) dicen que el diluyente de glicerol de yema de huevo con Tris
se desarrollé por primera vez en 1963 tanto para semen fresco como congelado.
Tris-yema-glicerol, Tris-fructosa-yema-glicerol y Citrato-yema-fructosa-glicerol
son los diluyentes a base de Tris y citrato mas utilizados para congelar el semen
bovino Penetrante. El agente crioprotectivo (CPA, por sus siglas en inglés) como
el glicerol previene el efecto de concentracion (efecto de solucion) de los medios
extracelulares. El glicerol (7%) es el CPA mas utilizado para los espermatozoides
de toro con diluyentes citrato-yema y Tris-yema de huevo.

Se han desarrollado diferentes tipos de diluyentes manteniendo el objetivo de
mantener la méaxima fertiidad de los espermatozoides durante el
almacenamiento. Tris-yema-glicerol, tris-fructosa-yema-glicerol y citrato-yema-
fructosa-glicerol son los diluyentes a base de Tris y citrato mas utilizados para
congelar semen bovino. Al incorporar varios tipos de aditivos en los diluyentes de
semen para la criopreservacion, se reporta una mejora significativa en la calidad
del esperma después de la descongelacion en términos de porcentaje de la
motilidad, viabilidad, y una disminucion en la fragmentacion del ADN (Raheja et
al., 2018).

3.10 Uso de diluyentes de origen vegetal en la criopreservacion del semen

En los dltimos afos, se ha descubierto que las lipoproteinas de baja densidad
(LDL) extraidas de la YH tienen mejores efectos en la proteccion de los
espermatozoides contra el choque por frio en comparacion con la YH (Jiang et
al.,, 2007) Sin embargo, algunos investigadores consideraron que eso0s
ingredientes de origen animal podrian presentar riesgos de contaminacion
microbiana durante el procedimiento de IA en animales domésticos (Vidal et al.,
2013; Lima-Verde et al., 2017; Miguel-Jimenez et al., 2020). Como uno de los
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fosfolipidos, la lecitina (o fosfatidilclina) se distribuye ampliamente en las plantas
y desempefia un papel importante en la regulacion de la funcién fisiolégica de la
biomembrana de las células animales (Zhang et al., 2009).

Los diluyentes utilizados para la criopreservacion del semen protegen al esperma
del choque frio, preservando tanto la motilidad como la fertilidad al promover la
estabilizacion de la membrana plasmatica y sustratos energéticos. Estos
atributos reducen los efectos nocivos de los cambios en el pH y osmolaridad,
previenen el crecimiento de bacterias y proteger los espermatozoides del dafno

causado por la refrigeracion, congelacion y descongelacion (Vidal et al., 2013).

Sin embargo, a pesar de las buenas tasas de fecundidad observadas cuando
utilizando diluyentes que contengan YH y/o leche, estos componentes
representan un riesgo de contaminacion si los microorganismos, como bacterias
y hongos, estan presentes en el producto fresco. Lo anterior, puede liberar
endotoxinas. que reducen la capacidad de fertilizacion de los espermatozoides
(Vidal et al., 2013; Lima-Verde et al., 2017). En consecuencia, en los ultimos afos
se han probado diluyentes libres de proteina animal. (Lima-verde et al., 2017,

Miguel-Jimenez et al., 2020).

Por lo anterior, una alternativa viable para reemplazar los componentes de origen
animal en los diluyentes para congelar el semen es la lecitina de soya, un
fosfolipido que es el principal componente de la fraccion fosfato de la YH y la
soya (Vidal et al., 2013; Lima-Verde et al., 2017; Miguel-Jimenez et al., 2020).
Ademas, el uso de liposomas en medios de congelacién parece ser también otra
alternativa eficaz, los liposomas contienen una composicidn y concentracion
optimas de fosfolipidos que aseguran la proteccion celular durante la
criopreservacion y no son un vector de agentes infecciosos. Los fosfolipidos
también son eficaces para proteger los espermatozoides durante la
criopreservacion y, por lo tanto, pueden ser una alternativa prometedora para la
YH (Miguel-Jimenez et al., 2020).

Miguel-Jimenez et al., (2020) menciona que Oke et al., (2010) refiere que la

lecitina de soya surge como un sustituto de la YH para productos basados de
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origen no animal. La lecitina de soya es una mezcla natural de fosfatidilcolina y
varios acidos grasos como el esteérico, oleico y palmitico que confiere estabilidad

estructural a las membranas celulares.

Actualmente, el uso de liposomas en medios de congelacion parece ser una
alternativa eficaz para el desarrollo de diluyentes. Los liposomas contienen una
composicidén y concentracion optimas de fosfolipidos que aseguran la proteccion
celular durante la criopreservacion. y no son un vector de agente infeccioso
(Manjunath, 2012; Miguel-Jimenez et al., 2020). Resultados de estudios recientes
realizados con toros (Lima-Verde et al., 2018; Murphy et al., 2018), bufalos
(Kumar et al., 2015) y sementales (Pillet et al., 2012) indican liposomas
compuestos de los fosfolipidos de la YH también son eficaces para proteger los
espermatozoides durante la criopreservacion y, por lo tanto, pueden ser una

alternativa prometedora para la YH.
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ABSTRACT

Background: The chicken egg yolk has been used to preserve viability and fertility of
spermatozoa during cryopreservation, however, the egg yolk of other species (such as
quail) has been shown to have different components, which can result in different effects
in the cryopreservation process on sperm. In the present study, the effect of chicken or
quail egg yolk and a commercial diluent (Optidyl®) on the quality of goat sperm after
freezing and thawing was evaluated. Methods: During the breeding season, semen was
collected (n=3 adult French alpine male goats) every third day, a total of 12 ejaculates,
divided into 3 equal parts and diluted with quail or chicken egg yolk or a commercial
diluent were used. After dilution, they were divided and subjected to 3 evaluation stages,
fresh; cooled; and frozen. Result: The inclusion of 15% of quail or chicken egg yolk had
no effect upon the quality parameters of male goat semen post-thawing when compared

to a commercial diluent.

Key Words: Diluent, male goat, semen, quail egg yolk
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Semen cryopreservation has been used as a routinary technique for semen
processing for artificial insemination (Al) (Singh et al. 2013). During cryopreservation,
either egg yolk or milk is added to semen to preserve viability and fertility of the
spermatozoa (Lima-Verde et al. 2018). Currently, egg yolk is a very common component
in most semen diluents for domestic animals as bulls, rams, and bucks (Moussa et al.
2002), it has been proved that egg yolk is able to protect the plasma membrane and
acrosome of sperm against temperature-related injuries in association with other
components (Kulaksiz et al. 2010).

The active component of egg yolk in semen diluents is low-density lipoprotein,
which functions as a cryoprotective fraction against cold shock (resistance factor) helping
to maintain seminal quality (preservative factor) (Forouzanfar et al. 2010), and avoiding
induced damage to the membrane integrity during the cryopreservation process (Sieme et
al. 2016).

Traditionally, chicken (Gallus domesticus) egg yolk has been used to preserve
viability and fertility of spermatozoa during cryopreservation (Akcay et al. 2012; Sieme
etal. 2016). However, several studies have shown that the egg yolk of other species (such
as quail) have different components of fatty acids, phospholipids, and cholesterol, which
can result in different effects in the cryopreservation process on sperm (Trimeche et al.
1997; Bathgate et al. 2006; Singh et al. 2013). Likewise, results found by Singh et al.
(2013), show highly significant differences in bull spermatozoid motility characteristics
post-freezing in diluents supplemented with 20% of quail egg yolk and compared to
diluents that had 20% of either chicken or duck egg yolk. In this regard, it has been
reported that differences in post-thaw motility and acrosome integrity of sperm when
frozen in media containing different types of egg yolk may be due to variation in
composition (Bathgate et al. 2006).

Despite the importance of using a diliuent that allows better results in the
cryopreservation of sperm in goat semen, few studies compare the effects of quail egg
yolk used as a diluent for cryopreservation of semen from male goats. Therefore, the aim
of this study was to evaluate the effect of the egg yolk of two different bird species
(chicken and quail) and a commercial diluent (Optidyl®) upon goat sperm quality after

freezing and thawing.
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MATERIALS AND METHODS
Location and animals

The experiment was performed during the reproductive season (august) of 2019,
in northern Mexico (26°N, 104°W). The study site is located at an altitude of 1120
MAMSL, with a mean annual rainfall and temperature of 230 mm and 24°C, respectively.
The highest temperature reaches 41°C in May and June and the lowest is -1°C in December
and January.

For semen collection, three adult (1 to 1.5 years of age) French alpine male goats
homogeneous regarding live weight (LW; 75.0 £ 0.32 kg) and body condition score (BCS;
3.5 £ 0.10 units), with proven fertility were used; the experiment took place at the caprine
center of the Antonio Narro Autonomous Agrarian University, where the males were
tested for fertility through a series of continuous seminal analysis previous to the study.
During the experimental period, the bucks were kept under natural lighting and were feed
twice daily (0800 h and 1800 h) with a diet based on alfalfa hay (10% CP) and 100 g of a
commercial concentrate (21% CP) according to their nutritional requirements, and with
water and mineral salts ad libitum.

Semen collection and processing

Semen was collected in the morning (0800 to 1000 h) every third day, and a female
goat in estrus was used as a stimulus. A total of 12 ejaculates were used. For the semen
collection, a standard caprine artificial vagina was used, it was kept at a temperature of
38°C, for which it was preheated at 42°C before collection, immediately after each
extraction, the semen was submerged in a water bath at 37°C for further analysis during
the next 10 minutes.

Diluent preparation and freezing process

For the cryopreservation process, three diluents were used, two of them were based
on citrate-quail (QEY) or chicken (CEY) egg yolk prepared from fresh eggs as follows:
the eggs ware manually broken, carefully separating the yolk using absorbent filter paper
to eliminate any trace of albumin that could adhere to the vitelline membrane. This
membrane was punctured with a syringe needle and 15 mL of yolk were collected and
placed in a beaker. Afterward, 2.37 g of sodium citrate, 0.5 g of glucose, 7 mL of glycerol,
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100 000 IU of penicillin, and 100 mg of streptomycin were added in 100 mL of distilled
water (Salamon and Maxwell, 2000). The third diluent was Optidyl, based in Tris and
20% egg yolk (OP; Optidyl®, CRYO-VET, France), and was prepared according to the
manufacturer’s recommendations.

Each one of the ejaculates was divided into 3 equal parts and each part was diluted
with one of the three diluents (QEY, CEY, and OP). For the experiment, only the samples
that had a volume of > 0.5 ml, a 2.5x10° ml concentration, >3.0 of mass motility, and >
70% of viability were considered. After dilution, the semen samples were divided and
subjected to 3 evaluation stages, fresh semen (FS); cooled semen (CS), cooled from 37 to
4°C for 3 hours; and frozen semen (FZS). After cooling the semen, 0.25 mL straws (IMV,
France) were filled and sealed with polyvinyl alcohol in a concentration of 80x10°
spermatozoids/mL. The straws were equilibrated to 4°C for 3 h in the refrigerator and, for
the freezing process, they were placed in at 4 cm of liquid nitrogen (LN) vapors (-140°C)
for 10 min; afterward, the straws were completely submerged in the LN (-196°C) and
stored until their analysis (Jerez et al. 2016).

Evaluated variables

The semen samples were evaluated in order to obtain the following seminal quality
parameters: mass motility (MM, 1-5), which was evaluated with the use of an arbitrary
scale of 1 to 5 were 1=20% and 5=100% of motile spermatozoids; it was determined with
the use of a preheated (37°C) platform, placing a drop of pure semen (20 ul) on a slide in
the optical microscope with a 10x objective. The sperm viability and morphology (SV and
MP, %) were evaluated by the use of the eosin-nigrosine staining (Kafi et al. 2004), at
least 200 spermatozoids were registered per sample with an optic microscope (1000x).
The viability was quantified by the percentage of live cells (undyed) and dead (pink color)
cells, and the sperm morphology was classified in nine main categories: normal,
acrosomal defect, head defect, intermediate piece defect, main piece defect, detached
head, proximal cytoplasmic drop, distal cytoplasmic drop and others (Brito et al. 2011).
The hypoosmotic swelling test (HOST) was used to evaluate the functional integrity of
the sperm membrane. This test was done using the technique described by Rahmatzade et
al. (2017). Each one of the seminal quality parameters was determined in the FS, CS, and
FZS stages, also, they were done by the same technician.



130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160

36

Statistical analysis

Data were analyzed by an analysis of variance (ANOVA) using the General Linear
Model (GLM) procedure. The means obtained from the seminal parameters were
compared using a Student t-test. The effect of the use of different diluents, the states of
the cryopreservation process, and their interactions was considered. All data were
analyzed using the SAS statistical package (SAS Institute Inc. Cary. NC. USA, V9.1).

Differences with values of P<0.05 were considered as significant.

RESULTS AND DISCUSION

Results for the semen quality parameters evaluated on this study for semen diluted
with QEY, CEY, and OP and either fresh (FS), cooled (CS), or frozen (FZS) semen are
shown in table 1. The results obtained show that there were no significant differences upon
seminal quality when using diluents based on either quail or chicken egg yolk for any of
the semen states, either fresh or preserved by cooling or freezing. Our results are similar
to those reported by Kulaksiz et al. (2010), regarding the motility percentage and the
sperm membrane integrity, said authors did not find any significant differences for ram
semen post-thawing when using diluents based on Tris an 15% of eider quail or chicken
egg yolk. However, Singh et al. (2013) showed highly significant differences regarding
post-thaw motility for bull semen that was cryopreserved with diluents based in 20% of
quail egg yolk and compared to diluents with 20% of chicken egg yolk. Indeed, when
semen is frozen with diluents containing different types of egg yolk, there may be
differences in post-thaw semen quality, which may be due to the variation that exists in
the biochemical composition of the egg yolk, especially regarding fatty acids (FA),
phospholipids and cholesterol (Swelum et al. 2018).

Chicken egg yolk contains more monounsaturated fatty acids followed by quail
egg yolk (Su et al. 2008) which contains significantly more phosphatidylcholine, and less
phosphatidylethanolamine and a lower ratio of polyunsaturated to saturated fatty acids
than chicken egg yolk (Trimeche et al. 1997). Also, quail egg yolk contains the least
quantity of oleic acid (Bathgate et al. 2006; Santiago-Moreno et al. 2008). Given that it
seems that oleic acid is toxic for goat spermatozoids, it could be expected that a better
conservation off spermatozoids could be achieved if quail egg yolk is used as an additive
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of caprine spermatozoids (Santiago-Moreno et al. 2008). Nonetheless, despite the
variations that exist in the composition of the egg yolk in the different species of birds,
our results did not show differences (P>0.05) in the seminal quality parameters evaluated,
which suggests that the possible harmful effects of oleic acid present in higher
concentrations in chicken egg yolk could disappear when other fatty acids are present in
egg yolk, such as arachidonic and linoleic acids. In this regard, it has been observed that
arachidonic acid improves the quality parameters after thawing of the sperm of Nili-Ravi
buffalo bull (Ejaz et al. 2014) and that linoleic-oleic acid, in the presence of plasma
proteins of semen, improves the preservation of viability in ram semen (Santiago-Moreno
et al. 2008).

When comparing the effects of the diluents, for the FZS group the values for the
evaluated parameters decreased, however, no differences were found (P>0.05) [MM
(1.2+0.3), SV (28.0+13.3), MP (85.5+6.3) and HOST (34.3+£12.9)]. Results found by Sing
et al. (2013), show that the diluents based on Tris-quail egg yolk had a better motility,
viability and membrane integrity (HOST) before freezing and thawing. Nonetheless, on
our results, when comparing the effects of the diluents, no significant statistical
differences were found in this variable before freezing and after thawing. Certainly, it is
well known that the protective action of the yolk is due to low-density lipoproteins (LDL),
and it is widely assumed that phospholipids form a protective film, preventing the
formation of ice crystals and protecting the integrity of the plasma membrane from cold
shock (Hu et al. 2010). In this regard, Ugur et al. (2019) mentioned that the magnitude of
the damage caused to the sperm membrane by the cold shock not only is due to the
composition of the diluents used, but it also varies according to the species. For these, it
can be considered that the sperm membrane of male goats is less susceptible to being
damaged during the cryopreservation process independently of the kind of egg yolk used
in this study.

The diluents used on our study, based on citrate- quail or chicken egg yolk,
contained 15% of egg yolk, and the commercial diluent had 20%. However, despite these
differences in our study, the semen quality parameters were similar in the three evaluation

stages. In contrast, results reported by Fourouzanfar et al. (2010), show that the post-thaw
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sperm motility and viability are higher when a concentration of 20% of egg yolk is used,
compared to a 15% of egg yolk in the diluent.

CONCLUSION
Results of this study show that the inclusion of 15% of quail or chicken egg yolk
had no effect upon the quality parameters of French alpine male goats semen post-thawing

when compared to a commercial diluent based on Tris and 20% of chicken egg yolk.
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Table 1. Mean values (SEM) of mass motility (MM), sperm viability (SV), morphology
(MP), and the membrane integrity test (HOST) from male goat semen diluted either with
quail (QEY) or chicken (CEY) egg yolk or a commercial diluent (OP).

Parameters MM SV MP HOST
(1-5, scale) (%) (%) (%)
Fresh semen
QEY 4.5+0.6% 85.0+4.12 87.5+5.0? 91.2+2.1%
CEY 4.5+0.6% 88.0+4.0° 88.3+4.9° 91.0+1.8?
OoP 5.0£0.02 87.5+5.0° 88.0+5.42 91.3+2.28
Cooled semen
QEY 3.7+0.5% 81.8+4.7° 88.2+5.52 67.6+9.4°
CEY 3.2+0.5° 77.0+3.42 89.8+5.62 71.4%3.6°
OoP 3.5+0.6" 78.6£7.32 88.4+5.32 71.5+4.6

Frozen semen
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QEY 1.2+0.5¢ 28.7+13.0° 86.3+5.3? 33.7+9.8°
CEY 1.0+0.0¢ 22.8+9.0° 85.3+6.6° 36.5+13.5°
OoP 1.5+0.6¢ 32.3+18.1° 85.0+7.12 32.7£15.5°

268
269 a,b,c= Values with different literals differ between rows (P<0.05)
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VI. CONCLUSION GENERAL

El uso del diluyente Tris- con 20% de YH de gallina mejoro los parametros de
calidad seminal post-descongelacion en comparacion con el diluyente a base de
lecitina de soya. La inclusion del 15% de YH de codorniz o gallina no tuvo ningan
efecto sobre los parametros de calidad del semen de los machos cabrios durante

el proceso de crioconservacion del espermatozoide.
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