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resUMen

La congelación de semen de asno permite almacenar material genético por un periodo 
ilimitado de tiempo, por lo que puede ser empleado para generar bancos de germoplasma o 
para la cría de mulares y asnos. Esta investigación tuvo como objetivo evaluar alternativas de 
suplementación de un diluyente para la congelación de semen de asno. Se colectó el semen 
de cinco asnos criollos colombianos, dos eyaculados por animal (n= 10) y luego se congeló en 
diluyente Equiplus® suplementado con 3% de glicerol (GLY) ó 5% de dimetilformamida (DMF), 
2% ó 5% de yema de huevo centrifugada (YHC) y 10% ó 20% de plasma seminal (PS). Se 
realizó la evaluación post-descongelación de la calidad seminal y de la peroxidación lipídica 
(PL). Para el análisis estadístico se ajustaron modelos mixtos, se realizó un análisis de regresión 
y comparaciones de medias por la prueba de Tukey. El semen congelado con 5% de DMF, 5% 
de YHC y 10% de PS presentó valores superiores de movilidad, vitalidad e integridad de mem-
brana (p<0,05). La PL fue menor en diluyentes con 5% de YHC (p<0,05). La suplementación 
del diluyente de congelación con una combinación de 5% de DMF, 5% de YHC y 10% de PS 
permite mejorar la calidad post-descongelación del semen de asno.
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Effect of extender supplementation on the post-thaw semen quality of donkey

sUMMarY

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

Son escasos los documentos de ingreso y difusión 
de la especie asnal en Colombia y se ignora cuándo se 
introdujo al país con fines de propagación, pero apa-
rentemente esto ocurrió desde las primeras avanzadas 
de los españoles al igual que ocurrió con los caballos 
(Ramírez-Chaves et al., 2011). El semen de asno es uti-

lizado en yeguas para la producción mular, dado que 
estos ejemplares son deseados en el medio rural (Ca-
nisso et al., 2008; Oliveira et al., 2014). Se han atribuido 
algunas ventajas al uso de semen descongelado de 
asno en programas de inseminación artificial, entre 
ellas evitar el rechazo de las yeguas a los garañones 
durante el cortejo y el apareamiento, así como superar 
las limitaciones físicas por el tamaño de los animales 
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durante el servicio y facilitar el movimiento de los re-
cursos genéticos (Madison et al., 2013). La congelación 
de semen de asno ha tenido un papel importante en 
la creación de bancos de germoplasma, que podrían 
ser utilizados en un futuro para reducir la depresión 
genética observada en las poblaciones de esta especie 
(Vilés-López, 2013). 

La congelación del semen se relaciona con daños en 
la membrana plasmática, las mitocondrias y otras or-
ganelas de los espermatozoides (Ortiz et al, 2014; Darr 
et al., 2016). Esto se ve reflejado en la reducción de la 
movilidad, la viabilidad y la capacidad fecundante de 
dichas células (Najafi et al. 2014). Sin embargo, los es-
permatozoides de asno han demostrado ser resistentes 
a los procesos de refrigeración y criopreservación, al 
mantener características adecuadas de calidad seminal 
(Vilés-López, 2013).

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

La adición de yema de huevo (YH) a los diluyen-
tes para la congelación de semen, se debe a su aporte 
de lipoproteínas de baja densidad (LDL) compuestas 
por triglicéridos, fosfolípidos y colesterol (Moussa et 
al., 2002). Las LDL previenen la formación de crista-
les de hielo y protege la integridad de la membrana 
plasmática del choque térmico durante los procesos 
de congelación y descongelación (Hu et al., 2010; Jian-
Hong et al., 2011). Sin embargo, se ha descrito que 
la suplementación con YH genera riesgo microbio-
lógico, alteraciones de la fosforilación oxidativa y la 
movilidad de los espermatozoides; así como produce 
complicaciones para realizar investigaciones bioquí-
micas, metabólicas y microscópicas del semen (Wall y 
Foote, 1999; Moussa et al., 2002). Debido a esto, se ha 
recurrido a la centrifugación de la YH con la finalidad 
de eliminar algunos de sus componentes y conservar 
principalmente las LDL, mediante la producción de 
yema de huevo centrifugada (YHC) y plasma de yema 
de huevo, las cuales han permitido mejorar la conge-
labilidad del semen equino (Pillet et al., 2011; Nouri et 
al., 2013).

Se conoce que el plasma seminal (PS) de los equi-
nos contiene una gran diversidad de componentes 
involucrados en eventos como la activación de la 
movilidad espermática, la acción antimicrobiana, la 
neutralización de metabolitos, la capacitación esper-
mática y la respuesta inflamatoria uterina postcoital 
(Kareskoski y Katila, 2008; Rodriguez-Martinez et al., 
2011). Adicionalmente, en el PS se han identificado 
antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos, los cuales 
tendrían la función de proteger los espermatozoides 
de los efectos nocivos del estrés oxidativo y se han 
asociado con la calidad seminal, la fertilidad y la res-
puesta a la congelación y descongelación del semen 
equino (Guasti et al., 2012; Waheed et al., 2013; Bucci et 
al., 2016). A pesar de lo anterior, poco se conoce de la 
composición, propiedades y efecto del plasma seminal 
en la congelación de semen de asnos (Rota et al., 2012). 

Diferentes estudios demuestran que el semen 
congelado de asno presenta tasas de fertilidad bajas, 
cuando se utiliza para la inseminación de asnas en 
comparación con la inseminación de yeguas (Vida-
ment et al., 2009; Oliveira et al., 2016). Lo cual podría 
deberse a una alta respuesta inflamatoria en el útero 
de las asnas por su interacción con el semen descon-
gelado, provocando tasas de preñez muy bajas (Miró 
et al., 2013). La búsqueda de una combinación adecua-
da de suplementos para el diluyente de congelación, 
podría contribuir al mejoramiento de las condiciones 
de criopreservación del semen de asno; así como al 
aumento de su fertilidad en procesos de biotecnología 
reproductiva. El objetivo de este trabajo fue evaluar la 
suplementación de un diluyente para la congelación 
de semen, con diferentes crioprotectores (DMF y GLY) 
y proporciones de YHC (2% y 5%) y PS (10% y 20%), 
con la finalidad de mejorar la calidad del semen de 
asno a la descongelación.

MATERIALES Y MÉTODOS

AnimAles y colectA de semen

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

Una vez obtenido cada eyaculado, la fracción de 
gel se retiró por filtración usando un filtro de malla 
de nylon. Una alícuota de entre 5 y 10 ml de semen 
se utilizó para la extracción de plasma seminal por 
centrifugación (850 x g durante 15 minutos). El resto 
del eyaculado se diluyó en proporción 1:1 (v:v) en 
EquiPlus® (Ref. 13570/0202, Minitube, Alemania) a 
37ºC y se transportó en condiciones de refrigeración 
(Equitainer®, Hamilton Research Inc, USA) al laborato-
rio de biotecnología animal del Politécnico Jaime Isaza 
Cadavid (Medellín, Colombia). Para cada muestra de 
semen fresco se evaluó el volumen mediante un tubo 
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(STR) y oscilación (IO): el desplazamiento lateral de la 
cabeza (ALH) y la frecuencia de batido (BCF). 

Se avaluó la morfología anormal (MA) mediante la 
tinción con eosina-nigrosina (Barth y Oko, 1989). Sobre 
un portaobjetos se depositó una gota de muestra y una 
gota de eosina-nigrosina (Sigma-Aldrich, USA). Ambas 
gotas se mezclaron y se realizó un extendido, el cual 
se fijó sobre una platina térmica a 37°C. Se realizó la 
evaluación de la morfología de 200 espermatozoides 
en un microscopio de contraste de fase (Eclipse E200, 
Nikon Inc., Japón).

Se determinó la vitalidad espermática (VE) utili-
zando el procedimiento descrito por Gamboa et al. 
(2010), con el kit Live/Dead (Molecular Probes Inc., 
USA). Se suspendieron 200 µL de semen, en solución 
Hanks Heppes (HH) con 1% de albúmina sérica bovina 
(BSA, Sigma Aldrich, USA), para una concentración 
de 20 x 106 espermatozoides / mL. Luego la mezcla se 
incubó a 37°C durante 8 minutos, con 6 mM de SYBR-
14. Seguidamente se incubó de la misma manera, con 
0,48 mM de yoduro de propidio (IP). A continuación, a 
partir de una muestra de 5 µL, se realizó la evaluación 
de 200 espermatozoides, mediante un filtro UV-2A de 
un microscopio E200 con fluorescencia HBO (Nikon 
Inc., Japón). 

Se avaluó la integridad funcional de la membrana 
plasmática (HOS) mediante la prueba hipoosmótica 
descrita por Neild et al. (1999). Se tomaron 100 μl de 
semen y se adicionaron a un tubo con 500 μl de una so-
lución hipoosmótica de sacarosa 5,4% (100 mOsmol / 
L). Esta mezcla se incubó a 38,5ºC durante 30 minutos 
y seguidamente se evaluó la reacción de 200 esperma-
tozoides por microscopia de contraste de fase (Eclipse 
E200, Nikon, Inc).

Se midió el nivel de peroxidación lipídica (PL) de 
la membrana plasmática de los espermatozoides de 
acuerdo al protocolo descrito por Ball y Vo (2002). Se 
emplearon 1000 µL de semen descongelado, los cuales 
se centrifugaron a 600 x g durante 10 minutos. El pellet 
con aproximadamente 100 x 106 espermatozoides, se 
suspendió en 1 mL de buffer fosfato de sodio (PBS, 75 
mM, pH 7,4) con 10 µM de C11-BODIPY581/591 (Molecu-
lar Probes Inc., USA). Las muestras se dividieron en 
alícuotas de 300 µL, se sirvieron por triplicado en una 
microplaca de 96 pozos y se realizó la lectura cada 15 
minutos (8 lecturas), de la fluorescencia roja y verde a 
longitudes de excitación y emisión (Ex / Em) de 590 
nm / 635 nm y 485 nm / 535 nm, respectivamente, en 
un espectrofluorímetro (LS–55®, Perkin Elmer, USA). 
Los resultados se generaron como unidades relativas 
de fluorescencia (URF). El grado de peroxidación li-
pídica de las células espermáticas se expresó como la 
relación entre la fluorescencia roja y verde (BODIPYrojo 
/ BODIPYverde), donde BODIPYrojo correspondió a la 
presencia de lípidos no peroxidados y la BODIPYverde 
correspondió a lípidos peroxidados. 

diseño y evAluAción estAdísticA

Se realizó un diseño completamente al azar. Los 
resultados de calidad seminal se analizaron mediante 
el ajuste de modelos mixtos para cada variable depen-
diente. Para la evaluación de la peroxidación lipídica 
se realizó en modelo mixto de medidas repetidas en el 
tiempo y un análisis de regresión. En cada modelo se 
incluyeron los efectos fijos del asno (5), el eyaculado 

graduado y la concentración espermática mediante 
espectrofotometría (Spermacue®, Minitube, Alema-
nia). La movilidad espermática, la morfología anormal 
(MA), la vitalidad espermática (VE) y la integridad 
funcional de la membrana (HOS), se evaluaron me-
diante los métodos descritos más adelante. Solo se 
utilizaron para el estudio muestras con mínimo 60% 
de movilidad progresiva (MP) y una concentración 
mínima de 100 x 106 espermatozoides/mL.

criopreservAción del semen

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

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

La concentración de los crioprotectores se definió 
a partir de un ensayo previo de congelación de semen 
de asno (datos no publicados). La YHC se preparó de 
acuerdo a un protocolo modificado del descrito por 
Nouri et al. (2013). La YH se diluyó en proporción 
3:1 (v:v) en agua ultra pura y se centrifugó a 1600 x 
g durante 100 minutos. El semen se mantuvo a 5°C 
durante 60 minutos y se envasó en pajuelas de 0,5 mL 
(IMV Technologies, Francia) a una concentración final 
de 100 x 106 espermatozoides/mL, en un equipo MRS1 
Dual V2 (IMV Technologies, Francia). Las pajuelas se 
sometieron a vapores de nitrógeno líquido a una dis-
tancia de 4 cm de la superficie, durante 15 minutos y se 
almacenaron en un tanque con nitrógeno líquido. Tras 
un mes de almacenamiento, las pajuelas se desconge-
laron en agua a 37ºC durante 1 minuto.

evAluAción seminAl post-descongelAción

Se evaluó la movilidad y la cinética espermática 
mediante el sistema Sperm Class Analizer (SCA®, Mi-
croptic S.L., España) de acuerdo a lo descrito por Res-
trepo et al. (2013). Se ajustó la configuración del sistema 
para la especie asnal, en base al tamaño de partícula, 
la concentración de la muestra y el número de esper-
matozoides evaluados. Se utilizó un microscopio de 
contraste de fase (Eclipse E200, Nikon, Inc., Japón) con 
una cámara digital (Scout SCA780, Basler, USA). Se 
evaluó la movilidad total (MT), movilidad progresiva 
(MP); las velocidades rectilínea (VSL), curvilínea (VCL) 
y media (VAP); los índices de linealidad (LIN), rectitud 
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(10) y el tratamiento (8). Para asegurar la normali-
dad de los datos se utilizó prueba de Shapiro-Wilk y 
se realizaron transformaciones logarítmicas. La com-
paración de medias entre los tratamientos se realizó 
mediante la prueba de Tukey y se estableció un valor 
de p<0,05. Todas las evaluaciones se realizaron con el 
programa SAS 9.2. (SAS Inst. Inc., USA).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

En el presente estudio, se encontraron para el se-
men fresco valores medios de volumen 45,7 ± 18,2 mL, 
concentración 249 ± 67 x 106 espermatozoides/mL, MT 
92,2 ± 7,1%, MP 68,2 ± 12,1%, VCL 117,8 ± 19,5 µm/
seg, VSL 49,9 ± 8,8 µm/seg, VAP 84.5 ± 17.7 µm/seg, 
MA 16.3 ± 3.0 %, VE 88.2 ± 6.5% y HOS 63.9 ± 6.0%, 
los cuales permiten catalogar las muestras seminales 
obtenidas como de buena calidad, de acuerdo a re-
sultados reportados por otros autores en otras razas 
asnales (Canisso et al., 2010; Rota et al., 2012; Dorado 
et al., 2013). 

En diferentes estudios con semen fresco de asnos, 
se ha encontrado una proporción de espermatozoides 
viables superior a la proporción de espermatozoides 
móviles (Miró et al., 2009; Miró et al., 2013), lo cual 
podría considerarse como congruente con lo esperado, 
toda vez que, la vitalidad como medida de la integri-
dad de la membrana plasmática, está altamente rela-
cionada con la funcionalidad de los espermatozoides. 
Sin embargo, en este estudio se encontró una ligera 
superioridad de MT respecto a VE. Carluccio et al. 
(2013), reportaron igualmente una ligera mayor pro-
porción de espermatozoides móviles, respecto a aque-
llos con membrana integra. Esto podría ser atribuible a 
la variabilidad existente en los métodos de evaluación 
o en la configuración de los sistemas computarizados 
utilizados en las diferentes investigaciones.

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

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

A excepción del tratamiento 6, se observaron va-
lores post-descongelación superiores de MT y MP 
para las muestras suplementadas con DMF (T5, T7, 
T8), respecto a aquellas suplementadas con GLY (T1 
a T4) (p<0,05). Estos resultados coinciden con lo en-
contrado por Acha et al. (2015), quienes describieron 
mejores resultados con DMF respecto al GLY (ambos 
suplementados al 2,5%), para la movilidad y la integri-
dad de membrana del semen criopreservado de asno 
andaluz. Gibb et al. (2013) atribuyeron los mejores 
resultados post-descongelación de la DMF, a la posible 
reducción del estrés osmótico ejercido en los esper-
matozoides, toda vez que su menor peso molecular 
favorece su paso más libre a través de la membrana. 
Adicionalmente, se conoce de la toxicidad que tiene 
el GLY en el semen de equinos y burros (Squires et al., 
2004; Vidament et al., 2009).

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

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

Parámetro T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

MT (%) 22,8±13,9cd 18,1±20,2d 28,9±17,1c 22,5±5,1cd 43,6±18,5b 23,7±16,7cd 64,3±16,7a 49,4±18,9b

MP (%) 14,5±11,5cd 11,7±17,1e 19,5±13,5c 13,5±10,5de 28,3±15,7b 14,5±17,2cd 41,8±17,2a 32,5±16,5b

VCL (µm/seg) 79,9±16,4bc 78,6±25,7c 87,7±21,5abc 80,0±21,2bc 89,7±16,2ab 91,3±22,2a 94,0±22,2a 89,4±16,9ab

VSL (µm/seg) 60,2±15,9ab 57,1±21,6b 68±20,2a 59,7±19,9ab 63,7±15,2ab 64,8±19,9ab 61,5±19,9ab 61,8±14,4ab

VAP (µm/seg) 69,7±16,9ab 67,9±25,8b 77,8±21,6ab 69,9±21,8ab 77,3±16,9a 78,1±22,9a 79,0±22,9a 76,1±17,1ab

LIN (%) 74,5±5,8cd 71,1±11,7bc 76,2±7,9a 73,3±7,6abc 70,5±6,5bc 70,2±7,4bc 64±7,4d 68,8±5,7cd

STR (%) 85,9±3,6ab 83,5±9,0bcde 86,6±5,2a 84,9±4,8cde 82,1±4,4cd 82,7±5,0bcd 77,3±5,0e 81,1±4,1d

IO (%) 86,6±4,0ab 84,5±7,8bc 87,7±4,9a 86,2±5,4ab 85,7±4,2abc 84,7±5,3bc 83,1±5,3c 84,7±3,9bc

ALH (µm) 2,2 ±0,2d 2,3±0,5cd 2,2± 0,3d 2,3±0,3cd 2,5±0,3bc 2,8± 0,3a 2,7±0,3ab 2,6± 0,2b

BCF (Hz) 8,8±0,9ab 8,1±1,7c 8,9±1,6a 8,8±0,9ab 8,2±0,6bc 8,5± 0,5abc 7,9±0,5c 8,2±0,7bc

MT: movilidad total. MP: movilidad progresiva. VSL: velocidad rectilínea. VCL: velocidad curvilínea. VAP: velocidad media. LIN: índice de 
linealidad. STR: índice de rectitud. IO: índice de oscilación. ALH: desplazamiento lateral de la cabeza. BCF: frecuencia de batido. 
T1: GLY, PS 10%, YHC 2%; T2: GLY, PS 20%, YHC 2%; T3: GLY, PS 10%, YHC 5%; T4: GLY, PS 20%, YHC 5%; T5: DMF, PS 10%, 
YHC 2%; T6: DMF, PS 20%, YHC 2%; T7: DMF, PS 10%, YHC 5% y T8: DMF, PS 20%, YHC 5%. Los resultados se expresan como 
media ± desviación estándar. Letras diferentes denotan diferencia estadística significativa (p<0,05).
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de suplementos de dicho tratamiento y la cinética es-
permática post-descongelación. Madison et al. (2013) 
hallaron para la mayoría de parámetros cinéticos va-
lorados a la descongelación valores superiores en las 
muestras seminales de asnos suplementadas con una 
baja proporción de YH (5% vs. 20%). Mientras Nouri 
et al. (2013) encontraron que la suplementación del di-
luyente con lecitina de soya en combinación con YHC 
al 2%, tiene un efecto favorable sobre MT y MP, y con 
YHC al 4% sobre VSL y LIN. Las LDL presentes en la 
YHC se adhieren a la membrana plasmática, dotando 
al espermatozoide de una mayor protección contra 
los cambios de temperatura durante la congelación 
(Morillo et al., 2012).

La adición de PS a los diluyentes para la congela-
ción del semen, se ha evaluado como una alternativa 
para el mejoramiento de su calidad post-desconge-
lación, a través de la reducción del estrés oxidativo 
(Guasti et al., 2012; Waheed et al., 2013). Incluso re-
sultados previos en semen de caballos criollos colom-
bianos, mostraron una reducción de la peroxidación 
lipídica en el semen descongelado, por la adición de 
PS al 10% y 20% al diluyente de congelación (Pizarro 
et al., 2013). En asnos se ha descrito la adición de PS 
para la redilución de semen descongelado antes de la 
inseminación artificial, con resultados que permitieron 
evidenciar una tendencia hacia el mejoramiento de la 
fertilidad (Rota et al., 2012). En esta investigación se 
observó que los tratamientos con 10% de PS (T1, T3, T5 
y T7) presentaron en la mayoría de los casos mejores 
resultados de MT y MP, que sus tratamientos equiva-
lentes con 20% de PS (T2, T4, T6 y T8) (p<0,05). Otros 
investigadores han registrado un efecto deletéreo del 
PS en la congelación de semen equino, cuando se su-

plementa en proporciones iguales o superiores al 20% 
(Alghamdi et al., 2002; Moore et al., 2005). Sin embargo, 
la calidad post-descongelación del semen también 
depende de la interacción entre los suplementos em-
pleados en el diluyente, dado que con el uso de DMF 
y 20% de PS se hallaron resultados superiores para MT 
y MP (tabla I), así como para MA, VE y HOS (figura 
1), cuando se adicionó un 5% de YHC (T8) en lugar de 
un 2% de este suplemento (T6) (p<0,05). De otro lado, 
no se observó este mismo resultado cuando se utilizó 
GLY como crioprotector permeable y 20% de PS (T2 y 
T4). Lo cual muestra que el efecto del PS está de cierta 
forma condicionado por otros componentes del dilu-
yente y al parecer con una particular interacción con la 
YH. Algunos estudios han descrito un efecto positivo 
sobre la calidad seminal por efecto de la interacción 
entre el PS y la YH (Ferreira et al., 2014).

El uso de DMF incluso con diferentes proporciones 
de PS y YHC permitió resultados superiores de movili-
dad espermática (tabla I), vitalidad e integridad de la 
membrana plasmática (p<0,05) (figura 1). Para la MA 
no se observó un efecto fácilmente atribuible a alguno 
de los suplementos o tratamientos, a pesar de que la 
menor proporción de espematozoides anormales se 
presentó para el T6 (p<0,05) (figura 1). El T7 presentó 
resultados superiores de calidad seminal represen-
tados en la MT, MP (tabla I), VE y HOS (figura 1) 
del semen descongelado (p<0,05). Otros autores han 
obtenido resultados que podrían estar igualmente 
determinados por la combinación de diferentes su-
plementos en el diluyente de congelación. Nouri et al. 
(2013) encontraron que la suplementación del dilu-
yente con lecitina de soya en combinación con YHC al 
2%, mejora la integridad de membrana (HOS) y reduce 

 

Figura 1. Morfología, vitalidad espermática e integridad de membrana post-descongelación de semen de asno 
(Post-thaw sperm vitality, morphology and membrane integrity of donkey semen).
MA: Morfología anormal. VE: vitalidad espermática. HOS: Integridad funcional de membrana.
T1: GLY, PS 10%, YHC 2%; T2: GLY, PS 20%, YHC 2%; T3: GLY, PS 10%, YHC 5%; T4: GLY, PS 20%, YHC 5%; T5: 
DMF, PS 10%, YHC 2%; T6: DMF, PS 20%, YHC 2%; T7: DMF, PS 10%, YHC 5% y T8: DMF, PS 20%, YHC 5%. Se 
denota diferencia estadística significativa (p<0,05) con letras mayúsculas para VE (A, B, C), números arábigos 
para MA (1, 2) y letras minúsculas para HOS (a, b, c, d).
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la MA, mientras se observó un efecto deletéreo de la 
YHC al 4% para estos mismos parámetros. Jepsen et 
al. (2010) reportaron diferencias en los resultados de 
calidad seminal y tasas de gestación, a partir de semen 
de asno congelado con diferentes combinaciones de 
GLY, β-ciclodextrina y YH (5% vs. 20%).

La peroxidación lipídica es considerada como un 
indicador del estrés oxidativo generado durante la 
congelación del semen. Se ha descrito que un incre-
mento en la producción de especies reactivas de oxi-
geno (ERO) produce la peroxidación de los ácidos 
grasos poliinsaturados en la membrana plasmática de 
los espermatozoides equinos (García et al., 2011). Esto 
genera daños subletales en los espermatozoides que 
involucran el descenso de la movilidad, pérdida de 
fluidez de la membrana y reacción acrosómica anor-
mal, lo cual termina por comprometer la fertilidad 
(Ortega et al., 2009; Vasconcelos et al., 2013). El modelo 
estadístico ajustado para la evaluación de la peroxida-
ción lipídica fue significativo, así como los efectos fijos 
del asno, el eyaculado y el tratamiento (p<0,001). Se 
encontró una media para la relación de peroxidación 
(BODIPYrojo / BODIPYverde) de 4,36 ± 1,35, con un coe-
ficiente de variación de 17,6%. Se observó una mayor 
relación de peroxidación lipídica (BODIPYrojo / BODI-
PYverde) para los tratamientos con mayor proporción 
de YHC (T3, T4, T7 y T8) (tabla II). De igual forma, el 
análisis de regresión arrojó para los mismos tratamien-
tos, coeficientes de regresión mayores y significativos 
para el incremento en la relación BODIPYrojo / BODI-
PYverde en el tiempo (p<0,05) (tabla II). Ambos análisis 
indicarían que la YHC tuvo un efecto de reducción 
de la peroxidación lipídica cuando se suplemento en 
mayor proporción (5%), tanto en muestras congeladas 
en presencia de GLY o DMF y diferentes proporciones 
de PS. Lo cual, a excepción del T5, coincidió con aque-
llos tratamientos que presentaron mejores resultados 
de calidad seminal. Este efecto podría ser en parte 
atribuido a las LDL y los fosfolípidos presentes en la 
YHC, dado que se ha observado un efecto protector de 
éstos sobre la movilidad y la integridad de membra-
na plasmática durante la criopreservación del semen 
(Vera-Munoz et al., 2011; Pillet et al., 2012). Sin embar-
go, los mecanismos precisos por los cuales las LDL 

protegen los espermatozoides durante la congelación 
aún no están claros; a pesar de esto, se han propuesto 
como hipótesis diferentes formas de interacción de las 
LDL y sus componentes con la membrana plasmática 
(Pillet et al., 2012).

Con los resultados de este estudio, se hace evi-
dente que el uso de la combinación de suplementos 
(DMF 5%, YHC 5% y PS 10%) para la congelación de 
semen de asnos criollos colombianos, contribuye al 
mejoramiento de diferentes parámetros de calidad se-
minal in vitro, así como a la reducción de alteraciones 
espermáticas, tales como la peroxidación lipídica. Sin 
embargo, diferentes estudios han demostrado que a 
pesar de contar con semen criopreservado de excelen-
te calidad, su fertilidad en la inseminación de asnas es 
reducida (Oliveira et al., 2016). Lo que ha llevado a la 
búsqueda de alternativas que permitan mejorar la res-
puesta uterina y las estrategias para la inseminación 
con semen criopreservado (Jepsen et al., 2010; Rossi et 
al., 2012; Miró et al., 2013). Por lo anterior, y a partir 
de los resultados de esta investigación, se plantea la 
necesidad de evaluar la contribución de los suplemen-
tos empleados en el semen criopreservado mediante 
pruebas de fertilidad in vivo.

CONCLUSIONES

La suplementación del diluyente utilizado para la 
congelación de semen de asnos criollos colombianos 
con la combinación de DMF al 5%, YHC al 5% y PS 
al 10% permite mejorar la calidad espermática a la 
descongelación. El uso de PS y YHC como alternativas 
para la congelación de semen de asnos permiten mejo-
rar la movilidad, la vitalidad y la integridad de mem-
brana de los espermatozoides, así como reducir los 
niveles de peroxidación lipídica post-descongelación.
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Tabla II. Peroxidación lipídica post-descongelación de semen de asno (Post-thaw lipid peroxidation of donkey semen).

Tratamiento Peroxidación 
BODIPYrojo / BODIPYverde

Análisis de regresión 

Intercepto β0 Tiempo β1 Valor P

T1 3,63±0,89c 3,40 0,0031 0,101

T2 4,03±1,57b 3,58 0,0064 0,566

T3 4,82±1,20a 4,44 0,0054 0,031

T4 5,06±1,56a 4,57 0,0069 0,035

T5 3,48±0,88c 3,10 0,0053 0,002

T6 4,15±1,31b 3,66 0,0069 0,012

T7 4,91±1,12a 4,38 0,0075 0,001

T8 4,79±1,19a 4,24 0,0077 0,002

T1: GLY, PS 10%, YHC 2%; T2: GLY, PS 20%, YHC 2%; T3: GLY, PS 10%, YHC 5%; T4: GLY, PS 20%, YHC 5%; T5: DMF, PS 10%, 
YHC 2%; T6: DMF, PS 20%, YHC 2%; T7: DMF, PS 10%, YHC 5% y T8: DMF, PS 20%, YHC 5%.
Los resultados de peroxidación se expresan como media ± desviación estándar. Letras diferentes denotan diferencia estadística signifi-
cativa (p<0,05). β1: Incremento de la relación BODIPYrojo / BODIPYverde por minuto.
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