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Evaluacion de tres concentraciones de yema de huevo
centrifugada en la criopreservacion de semen bovino

Evaluation of three concentration of centrifuged egg yolk in the
cryopreservation of bovine semen

Juan David Montoya-Paez'?, Mariana Giraldo-Leon', Juan Esteban Duque-Cortes!

RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar tres concentraciones de yema de huevo
centrifugada en un diluyente comercial para semen bovino. Se obtuvo eyaculados de
cuatro toros y se realizaron las colectas de semen por electroeyaculacion y vagina artifi-
cial. Los espermatozoides obtenidos fueron divididos en tres alicuotas suplementadas al
10, 20 y 30% de yema de huevo centrifugada (YHC). Se realiz6 la congelacion del semen
en pajillas de 0.5 ml. Al semen descongelado se le realizo evaluaciones de la motilidad
total (MT) y progresiva (MP), vitalidad (VE), morfologia anormal (MA) e integridad de la
membrana plasmatica (IM). El andlisis estadistico se realiz6 mediante el ajuste de mode-
los lineales generalizados (GLM) y la comparacion de medias por la prueba de Tukey. No
se encontraron diferencias significativas para la MT, VE, MA e IM entre tratamientos,
pero hubo diferencias significativas para el tratamiento con la suplementacion al 10% de
YHC para las velocidades lineal (VSL), curvilinea (VCL) y media (VAP) con respecto al 20
y 30% de YHC (p<0.05). Se concluye que utilizar 10% de YHC para la criopreservacion de
semen bovino mejora la velocidad de los espermatozoides y favorece la preparacion del
diluyente para la criopreservacion de las células.
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The aim of this study was to evaluate three concentrations of centrifuged egg yolk
in a commercial diluent for bovine semen. Ejaculates from four bulls were obtained and
semen collections were made by electroejaculation and artificial vagina. The sperm obtained
were divided into three aliquots supplemented with 10, 20 and 30% centrifuged egg yolk
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(YHC). Semen freezing was done in 0.5 ml straws. Thawed semen was evaluated for total
(MT) and progressive motility (MP), vitality (VE), abnormal morphology (MA) and plas-
ma membrane integrity (MI). Statistical analysis was performed by adjusting generalized
linear models (GLM) and comparing means by the Tukey test. No significant differences
were found for MT, VE, MA and IM between treatments, but there were significant
differences for treatment with 10% YHC supplementation for linear (VSL), curvilinear
(VCL) and mean (VAP) speeds with respect to 20 and 30% of YHC (p<0.05). It is concluded
that using 10% YHC for cryopreservation of bovine semen improves the velocity of the
spermatozoa and favours the preparation of the extender for cryopreservation of cells.

Key words: seminal quality, freeze, spermatozoa, centrifugation

INTRODUCCION

Por medio de la crioconservacion se
busca la estabilizacion de las células a tem-
peraturas criogénicas (-196 °C), donde se
detiene la actividad metabolica, permitiendo
su preservacion por periodos de tiempo inde-
finidos (Cruz et al., 2006).

A pesar de que el semen bovino se ha
descrito como uno de los mas criotolerantes
dentro de las especies domésticas, se obser-
va una disminucion considerable en su capa-
cidad fecundante posterior al proceso de con-
gelacion (Amirat et al., 2005). A pesar de
sus utilidades practicas en el campo de lare-
produccion, la criopreservacion produce cam-
bios adversos en la composicion lipidica de la
membrana, el estado del acrosoma, la movili-
dad y la viabilidad de los espermatozoides,
debido a un dafio irreversible a nivel estruc-
tural y funcional de los compartimentos de
las células espermaticas (Gangwar et al.,
2018). Por esto, se han creado diversas es-
trategias como la utilizacion de diluyentes y
la suplementacion del semen con sustancias
crioprotectoras, estabilizantes y antioxidantes.

En la especie bovina, la yema de huevo
ha sido ampliamente utilizada por presentar
un efecto crioprotector (no permeable), al
generar una mayor resistencia al choque tér-
mico (Murphy et al.,2018). La yema de hue-

vo se considera como uno de los componen-
tes esenciales en los diluyentes (Crespilho et
al.,2012), Las lipoproteinas de baja densidad
(LDL) son el principal componente en los
diluyentes con yema de huevo, pues evitan la
pérdida de fosfolipidos de la membrana, au-
mentan la tolerancia al frio y reducen las le-
siones durante la criopreservacion (Medeiros
et al., 2002; Muifio et al., 2007).

Diversos investigadores han sugerido la
sustitucion de los diluyentes que contienen
productos de origen animal como la yema,
por posibles riesgos de contaminaciéon por
bacterias, hormonas, drogas u otros
microorganismos, siendo una posible fuente
de endotoxinas capaces de afectar la capa-
cidad de fecundacion de los espermatozoides
(Bousseau et al., 1998; Amirat et al., 2005).
Esto ha conllevado al desarrollo de diluyentes
alternativos libres de productos derivados de
animales (Murphy ef al., 2018). Asi mismo,
los diluyentes de origen vegetal, en algunos
casos son preferidos para la comercializacion
internacional para evitar una posible conta-
minacion de la yema de huevo con
microorganismos por lo anteriormente men-
cionado (Van Wagtendonk-de Leeuw et al.,
1999); sin embargo, el uso de estos diluyentes
suplementados con yema de huevo han pre-
sentado, en algunos casos, mejores resulta-
dos de calidad del semen posdescongelacion,
con respecto a diluyentes alternativos como
los de origen vegetal (Abdel-Aziz et al.,2019).
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Por esta falencia se requiere estandari-
zar la concentracion de yema de huevo utili-
zando yemas centrifugadas que permitan ob-
tener rendimientos optimos después de la
criopreservacion. Resultados de investigacion
indican que la suplementaciéon con
lipoproteinas de baja densidad (LDL) y otras
sustancias crioprotectoras como azicares
(Varela et al., 2019), pueden mejorar la cali-
dad pos-descongelacion del semen bovino. El
objetivo de esta investigacion fue evaluar
varias concentraciones de yema de huevo
centrifugada en un diluyente comercial para
la criopreservacion de semen bovino.

MATERIALES Y METODOS

Animales y Colecta de Semen

El material de investigacion fue reco-
lectado en los municipios de Marinilla, Envi-
gado y Rionegro en el departamento de
Antioquia (Colombia). Se utilizaron cuatro
toros para la recoleccion de tres eyaculados
por animal. Los animales se encontraban en
condiciones optimas de alimentacion, ambien-
te, manejo reproductivo, con condicion cor-
poral entre 3 y 4 (escala 1-5, siendo 1 extre-
madamente delgado y 5 extremadamente
obeso). Las colectas se realizaron con vagi-
na artificial o con electroeyaculador, indistin-
tamente del animal o niimero de colecta.

El volumen se determind utilizando una
probeta graduada, la concentracion del se-
men mediante un fotdémetro Spermacue®
(Minitube, Alemania). Los 12 eyaculados tu-
vieron una concentracion no menor de 500
millones cel/ml y una motilidad superior o igual
al 60%. El semen fue diluido acorde con lo
indicado para cada tratamiento y fue llevado
al Laboratorio de Biotecnologia Animal
(Medellin, Colombia) en refrigeracion utilizan-
do un equipo especializado (Equitai-
ner®,Minitube). Las distancias entre los mu-
nicipios de Marinilla, Envigado y Rionegro
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hasta el Laboratorio de Biotecnologia fueron
de 48.2, 23.4 y 44.9 km, respectivamente, y
los tiempos de traslado oscilaron entre 50 y
70 minutos. Al arribo al laboratorio se deter-
mino la movilidad espermatica, la morfologia
anormal, la vitalidad espermatica y la integri-
dad de membrana (HOS) previo a la conge-
lacion.

Preparaciéon de la Yema de Huevo

La yema huevo fue diluida en una pro-
porcion de 3:1 con agua ultra-pura y
centrifugada a 3400 x g durante 100 minu-
tos. Se extrajo el sobrenadante y este fue
empleado en la suplementacion de los me-
dios de congelacion en tres concentraciones
(10,20 y30%), seglin el protocolo modifica-
do de Nouri et al. (2013).

Criopreservacion de Semen

El semen fue dividido en tres alicuotas
para la criopreservacion utilizando como me-
dio base de congelacion el diluyente comer-
cial Trilady® (Minitub, Alemania) suplemen-
tado con la yema de huevo centrifugada en
las tres concentraciones indicadas.

El semen de cada tratamiento fue dilui-
do a una concentracion de 60 x 10°esperma-
tozoides/ml, enfriado de 32 a 5 °C, y equili-
brado en nevera a 5 °C durante 90 minutos,
segun el protocolo descrito por Amirat et al.
(2004) y Jian-Hong et al. (2011). Posterior-
mente, el semen fue empacado en pajillas de
0.5 ml, mediante un equipo automatico de
empaque y sellado de pajillas por ultrasonido
(MRSI1 Dual V2, IMV Technologies, Fran-
cia) y se mantuvieron nuevamente a una tem-
peratura de 5 °C durante 30 minutos. Luego
fueron llevadas a vapores de nitrogeno liqui-
do a una temperatura aproximada de -120 °C
durante 15 minutos donde finalmente fueron
sumergidas en un tanque de nitrogeno liquido
(IMV Technologies, Francia) para su alma-
cenamiento.
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Evaluacion Seminal Post-descongelacion

La motilidad y la cinética espermatica
se evaluaron mediante el sistema Sperm
Class Analizer (SCA®, Microptic, Espaiia)
segun lo descrito por Restrepo et al. (2013).
Se ajust6 la configuracion del sistema para la
especie bovina, con base al tamafio de parti-
cula, la concentracion de la muestra y el ni1-
mero de espermatozoides evaluados. Se uti-
lizé6 un microscopio de contraste de fase
(Eclipse E200, Nikon, Japon) con una cama-
ra digital (Scout SCA780, Basler, USA). Se
evalu6 la movilidad total (MT), movilidad pro-
gresiva (MP), y la velocidad lineal (VSL),
curvilinea (VCL) y media (VAP).

La morfologia anormal (MA) fue eva-
luada por la técnica de eosina-nigrosina mo-
dificada por Barth y Oko (1989), donde so-
bre un portaobjetos se depositd una gota de
muestra y una gota de eosina-nigrosina
(Sigma-Aldrich, USA). Ambas gotas se mez-
claron y se realizo un extendido, el cual se
fij6 sobre una platina térmica a 37 °C. Se rea-
liz6 la evaluacion de la morfologia de 200
espermatozoides en un microscopio de con-
traste de fase (Eclipse E200, Nikon, Japon).

Se determind la vitalidad espermatica
(VE) utilizando el procedimiento descrito por
Gamboa et al. (2010), con el kit Live/Dead
(Molecular Probes, USA). Se suspendieron
200 pl de semen, en solucion Hanks Heppes
(HH) con 1% de albimina sérica bovina
(BSA, Sigma Aldrich, USA), para una con-
centracion de 20 x 10° espermatozoides/ml.
Lamezcla se incub6 a 37 °C durante 8 minu-
tos, con 6 mM de SYBR-14. Seguidamente
se incub¢ de la misma manera, con 0.48 mM
de yoduro de propidio (IP). Luego, a partir
de una muestra de 5 pl, se evaluaron 200
espermatozoides mediante un filtro UV-2A
de un microscopio E200 con fluorescencia
HBO (Nikon, Japon).

Se avalu¢ la integridad funcional de la
membrana plasmatica (HOS) mediante la-

prueba hipoosmotica descrita por Neild et

al. (1999). Se tomaron 100 il de semen y se
adicionaron a un tubo con 500 ul de una solu-
cion hipoosmética de sacarosa 5.4% (100
mOs-mol/l). La mezcla se incubo a 38.5 °C
durante 30 minutos y seguidamente se eva-
lud la reaccion de 200 espermatozoides por
microscopia de contraste de fase (Eclipse
E200, Nikon).

Evaluacion Estadistica

Se realizé un modelo completamente al
azar. Para evaluar las fuentes de variacion
se ajusté un modelo lineal generalizado
(GLM) para cada una de las variables de-
pendientes. La evaluacion de la normalidad
fue realizada por la prueba de Shapiro-Wilk.
Se incluyeron los efectos fijos de fecha de
recoleccion, bovino y la concentracion de
yema de huevo centrifugada, y como segun-
do efecto las interacciones entre las varia-
bles MP, MT, VCL, VSL, VAP, VE, MA ¢
IM. Las comparaciones de medias entre los
experimentos se realizaron mediante la prue-
ba de Tukey. Todas las evaluaciones fueron
realizadas con el programa SAS 9.2 (SAS,
USA).

RESULTADOS

Se realiz6 la crioconservacion y evalua-
cion de 144 pajillas de semen (4 pajillas por
cada eyaculado [12] y por cada tratamiento
[3]). Los modelos estadisticos explicaron en
una alta proporcion (R>>0.72-0.50) las varia-
bles dependientes MT, MP y VE, mientras
que los parametros cinéticos (VCL, VSL y
VAP) fueron explicados en menor medida por
los efectos incluidos (R?>=0.50-0.40). En los
modelos estadisticos parala MT y la VE fue
significativo el eyaculado del toro (p<0.05),
parala MP, VCL y VSL fueron significativos
el eyaculado del toro y el tratamiento (p<<0.05),
y para la VAP fue significativo el tratamiento
(p<0.05).
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Cuadro 1. Evaluaciéon de semen bovino fresco, diluido y suplementado con tres
concentraciones de yema de huevo centrifugada (10, 20 y 30%)

Tratamiento (yema de huevo centrifugada)

Variable 10% 20% 30%

MT (%) 9235+ 6.95 88.73+ 9.18 94.09 £ 5.03

MP (%) 79.01 + 8.09 64.17 + 32.17 78.27 + 10.89
VCL (umvs) 1003 + 5.74 86.28 + 20.93 95.03 £12.57
VSL (um/s) 45.47 +9.46 37.08 4+ 12.94 43.15 + 12.40
VAP (um/s) 68.77 + 733 55.10 + 15.52 64.78 + 13.47

VE (%) 83.00 + 15.55 81.50 % 15.15 86.0 + 9.02

MA (%) 18.40 = 4.33 18.60 £ 3.71 2133+5.0

M (%) 54.0+11.78 53.40 + 8.61 55.16 + 12.28

Los resultados se expresan como media * desviacidon estandar

MT: Movilidad total, MP: Movilidad progresiva, VCL: Velocidad curvilinea, VSL: Velocidad
lineal, VAP: Velocidad media, VE: Vitalidad espermadtica, MA: Morfologia anormal, IM:
Integridad de membranas

Cuadro 2. Evaluacion pos-descongelacion de semen bovino diluido y suplementado

con tres concentraciones de yema de huevo centrifugada (10, 20 y 30%)

Tratamiento (yema de huevo centrifugada)

Variable YHC10% YHC20% YHC30%
MT (%) 58.40 = 24.84° 58.14 £ 22.56° 53.19 £ 23.79°
MP (%) 40.09 + 21.0° 35.66 & 16.79% 30.87 + 1721
VCL (um/s) 70.93 + 12.38° 60.15 + 10,58 54.26 + 7.79
VSL (ums) 31.56 + 7.82° 27.54+7.57° 26.26 + 4,74
VAP (um/s) 4781+ 113 30.28 + 8.84 36.77 + 5.28b
VE (%) 65.03 £ 6.47° 67.60 + 7.86" 65.97 +5.13°
MA (%) 23.70 + 6.58° 23.25 + 6.86° 23.79 + 7.46°
M (%) 32.63 + 7.05° 35.28 + 9.77° 31.29 + 10.64°

Los resultados se expresan como media + desviacion estandar

MT: Movilidad total, MP: Movilidad progresiva, VCL: Velocidad curvilinea, VSL: Velocidad
lineal, VAP: Velocidad media, VE: Vitalidad espermatica, MA: Morfologia anormal, IM:
Integridad de membranas

2b | etras diferentes dentro de filas denotan diferencia estadistica significativa (p<0.05)
YHC10, YHC20, YHC30: Yema de huevo centrifugada 10, 20 y 30%, respectivamente.
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Los coeficientes de variacion (CV) para
MT y MP fueron de 40.8 y 56.2%, respecti-
vamente. Para los demas parametros se ha-
llaron CV menores al 30%. El Cuadro 1 pre-
senta los resultados para los parametros de
calidad seminal previos a la congelacion del
semen bovino suplementado con tres concen-
traciones de yema de huevo.

No se encontraron diferencias signifi-
cativas por efecto de la concentracion de la
yema de huevo centrifugada en la MT, VE,
MA e IM. Sin embargo, hubo diferencias sig-
nificativas (p<0.05) al emplear un 10% de
yema huevo centrifugada en la suplemen-
tacion de los diluyentes con respecto a VCL,
VSL y VAP. El Cuadro 2 presenta los resul-
tados de la evaluacion espermatica post-des-
congelacion del semen criopreservado en pre-
sencia de tres concentraciones diferentes de
yema de huevo en el diluyente

DiscusioN

El uso de yema de huevo en los
diluyentes de congelacion se debe principal-
mente al aporte en LDL compuestos por
triglicéridos y colesterol (Moussa et al., 2002),
permitiendo la prevencion en la formacion de
cristales de hielo y, de esa forma, protegien-
do la membrana plasmatica durante la con-
gelacion y la descongelacion (Morillo-
Rodriguez, 2013). Ademas, la crioconser-
vacion puede afectar la organizacion de los
lipidos y la composicion quimica de la mem-
brana plasmatica de los espermatozoides
(Jiang-Hong et al., 2011). Por esto, un
diluyente que contiene LDL es menos com-
plejo en la composicion quimica que el
diluyente estandar de yema de huevo (Jiang-
Hong et al., 2011).

Se sabe que la capacidad del esperma
para soportar los protocolos de congelacion
y descongelacion se basa en algunos
parametros como la movilidad y la integridad
de la membrana de los espermatozoides
(Contri et al.,2012; Yeste et al., 2015). En el

presente estudio se encontraron valores si-
milares en las medias para los tratamientos
pre-congelacion al 10, 20 y 30% de yema de
huevo centrifugada (YHC) en MT, MP, VE,
MA e IM (Cuadro 1); sin embargo, Gangwar
et al. (2018) encontraron valores de
68+1.11%, 81.50+0.73% y 71.40+0.69 para
MT, VE e IM, respectivamente, antes de la
congelacion con YHC al 20%, donde los va-
lores en la MT fueron superiores en la pre-
sente investigacion y equiparables para los
otros parametros.

Tarig et al. (2017) utilizando yema de
huevo en concentraciones del 12 y 20% re-
portan valores relativamente similares para
motilidad total, vitalidad espermatica e inte-
gridad de la membrana que en el presente
estudio, pero con resultados significativamente
mejores con la suplementacion de 20% de yema
de huevo, a diferencia del presente estudio don-
de no hubo diferencias significativas en la
suplementacion con YHC al 10 y al 20% pata
la MT, MP, VE, MA e IM (Cuadro 2).

laffaldano et al. (2014) encontraron
como mejor alternativa para la congelacion
de semen de conejos la utilizacion de LDL
extraidas de yema de huevo por centrifu-
gacion en una concentracion del 10% para la
motilidad total y la movilidad progresiva, a
diferencia del presente estudio donde no hubo
efecto del nivel de yema de huevo para estos
parametros. Sin embargo, se coincide con
dicho estudio donde la concentracion del 10%
aporta mejores valores en los parametros de
VCL, VSL y VAP. Esto puede ser debido a
que una mayor concentracion en yema de
huevo genera una mayor viscosidad del me-
dio (Sariozkan et al.,2010; Nouri et al., 2013),
pudiendo influir sobre las velocidades anali-
zadas cuando se incrementaron las concen-
traciones de la yema de huevo.

Son pocos los estudios que evaluan
especificamente los parametros de cinética
para VCL, VSL y VAP; sin embargo,
Rastergania et al. (2013) en semen de bufa-
los utilizando diluyentes de congelacion libres
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de yema de huevo reportaron valores de 40.1
+5.25 pm/s, 15.9£6.28 pm/s y 21.6 £ 7.06
um/s para VCL, VSL y VAP, respectivamen-
te, siendo estos valores inferiores a los en-
contrados en la presente investigacion. Esto
puede ser un indicativo que la suplementacion
en la congelacion de semen en bovinos con
LDL provenientes de la yema de huevo se
convierten en una alternativa viable para la
criopreservacion de las células espermaticas.

El tratamiento del 10%, presenta mejo-
res resultados en cuanto a las velocidades
espermaticas (VCL, VSL y VAP). Ademas,
puede considerarse que concentraciones al-
tas de yema de huevo en los diluyentes de
congelacion podrian desencadenar procesos
de peroxidacion lipidica en el medio y, por
consiguiente, el efecto deletéreo sobre las
membranas plasmaticas de los esperma-
tozoides (Montoya et al., 2017).

CONCLUSION

La yema de huevo centrifugada en con-
centraciones de 10% provee mejores resul-
tados para los parametros de velocidad lineal
(VSL), velocidad curvilinea (VCL) y veloci-
dad media (VAP).
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