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RESUMEN: La criopreservacion espermética induce dafo por estrés oxidativo en las células, lo que conlleva a un deterioro de
la calidad del semen descongelado. Los espermatozoides pueden ser protegidos de este dafio, por la adicion de antiedidalges al m
congelacién. El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de la adicion de extracto de hojas de arandano (EHAg al medio
congelacién, sobre la calidad de espermatozoides de canino criopreservados. Espermatozoides desprovistos del plasmanseminal fue
congelados con diferentes concentraciones de EHA (0 %, control; 1 %, EHAL; 2 %, EHA2; 4 %, EHA4 y 6 %, EHAG) adicionadas al
medio de congelaciéon. Post descongelacién se evallio la motilidad progresiva; la viabilidad e integridad de la membraiaa plasmati
(SYBR-14/Pl) e integridad de la membrana acrosomal (FITC-PNA/PI) por citometria de flujo. La motilidad progresiva fud similar a
control con las concentraciones de EHAly EHA4 (P >0,05), mientras que con las concentraciones de EHA2 y EHAG6 se observé una
disminucion significativa de este parametro comparado con el control (P <0,01 y P <0,001 respectivamente). La adicion de EHAL,
EHA2 y EHA4 al medio de congelacion no present6 diferencias significativas respecto al control sobre la viabilidad e dedgridad
membrana plasmética (P >0,05); por el contrario, con la adicién de EHA6 se observaron valores significativamente me@0igs (P <0,
Los valores de integridad de la membrana acrosomal, con las diferentes concentraciones de EHA no presentaron diferestéias signif
vas respecto al control. En conclusion, los resultados obtenidos en este estudio revelaron que las concentracioneszdddsH utili
fueron eficaces en mejorar la calidad del semen canino descongelado.
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INTRODUCCION

Durante la criopreservacion de semen, la congelacipara prevenir o bloquear el dafio oxidativo y mejorar la ca-
y posterior descongelacion de éste conllevan a una bajalidad del semen descongelado (Michetedl, 2007; Neagu
lidad de los parametros espermaticos en comparacion al@eal, 2010; Daghigh-Kiat al, 2014).
men sin congelar, produciéndose cambios estructurales y
funcionales de los espermatozoides. La criopreservacion En la especie canina el semen criopreservado presenta
implica someter a los espermatozoides a situaciones qu® baja sobrevida y una marcada reduccién de la calidad
implican cambios drasticos de temperaturas (shock términ rangos de fecundacion generalmente menores que con
co), osmoticos y excesiva produccion de especies reactigasnen fresco. En esta especie los efectos perjudiciales de la
de oxigeno (EROS) conducentes a estrés oxidativo. Enaopreservacion incluyen disminucion de la motilidad, pér-
los efectos perjudiciales de las EROS se describe dila de la viabilidad e integridad de la membrana plasmética
peroxidacion lipidica de la membrana plasmatica, alteracip-acrosomal, afectdndose ademas la translocacion de
nes del acrosoma, cambios metabdlicos, dafios al ADNfgsfatidilserina, los niveles de peréxido de hidrogeno
disminucion del potencial fecundante de losntracelular e integridad del ADN en los espermatozoides
espermatozoides. En este contexto, numerosos estudios thescongelados (Kiret al, 2010; Oettlé, 1986; Salinas
utilizado sustancias con accion protectora (antioxidantel., 2013). Se ha reportado que la adicion de antioxidantes

* Centro de Biotecnologia en Reproduccion (CEBIOR-BIOREN), Facultad de Medicina, Universidad de La Frontera, Temuco, Chile.

* Depto. de Ciencias Basicas, Facultad de Medicina, Universidad de La Frontera, Temuco, Chile.

“ Center of Plant, Soil Interaction and Natural Resources Biotechnology—BIOREN, Depto. de Ciencias Quimicas y RecursgsHAsatuiadede
Ingenieria y Ciencias, Universidad de La Frontera, Temuco, Chile.
Financiamiento: Proyecto DI14-0011 de la Direccion de Investigacion de La Universidad de La Frontera, Temuco, @hitén fF&ndecyt Regular
1120917.

653



DEPPE, M; PEZO, F.; REYES-DIAZ, M. & RISOPATRON, J. Criopreservacion de espermatozoides de canino con extracto de hojas de aMawtamiarh corymbosuin).
Int. J. Morphol., 34(2p53-659, 2016.

al medio de congelacion ejerceria un efecto positivo sol&gma (St. Louis MO, USA), a menos que se indique lo con-

la calidad del semen canino descongelado, mejorandatri@rio. Todas las soluciones se prepararon utilizando agua de

motilidad, viabilidad espermatica e integridad de las memn sistema Milli-Q Sintesis (Millipore, Bedford, MA, USA).

branas (Michaett al; Monteiroet al, 2009; Neaget al;

Galeet al, 2015). Lugar del estudia Los experimentos conducentes a obte-
ner los extractos de hojas de arandano, fueron realizados en

Ultimamente ha surgido un interés creciente en el usb Centro de Interaccion Suelo Planta y Biotecnologia de

de compuestos de origen vegetal, para ser adicionados aResursos Naturales (BIOREN-UFRO) de la Universidad de

medios de congelacién en la criopreservacién dea Frontera. Los ensayos experimentales de criopreservacion

espermatozoides. Se ha demostrado que la utilizaciondie espermatozoides se realizaron en el Centro de

extractos obtenidos de algunas hierbas es beneficiosa @i@ecnologia en Reproduccion (CEBIOR-BIOREN), per-

mejorar caracteristicas espermaticas. Entre los extractos téieciente a la Facultad de Medicina de la Universidad de

lizados en la criopreseni@a de espermatozoides podemod.a Frontera.

mencionar: los extractos acuosos de raiz del aRioodiola

sacrg que reducirian el proceso de peroxidacion lipidica d@btencion de extracto acuoso de hojas de arandano

rante la congelacion; extractos acuosos de rome(BHA). Se utilizaron hojas de arandano alto del cultivar co-

(Rosmarinus officinaljsserian benéficos para la viabilidad ymercial Legacy. Para la obtencion del EHA acuoso se reali-

motilidad espermatica, integridad acrosomal y funcionalidamh una infusion segun lo reportado por Metal Breve-

de la membrana plasmatica; el hindj@éniculum vulgare mente, 0,15 g de hojas fueron afiadidas a 100 mL de agua

mejoraria la motilidad espermatica y protegeria contra talentada a 100 °C y mantenidas a esta temperatura por 10

peroxidacion lipidica. Sin embargo, el té ver@arpellia min. Una vez que el agua alcanz6 los 25 °C, la solucién fue

sinensi$no mejoraria la calidad de los espermatozoides dddtrada para remover las hojas.

congelados (Zhaet al., 2009; Malcet al,, 2010; Motlaghet

al., 2014; Galeet al). Animales. Como donantes de semen fueron utilizados cin-
co caninos adulto€@nis lupus familiariy raza Chihuahua,

Es altamente conocida la riqgueza antioxidante quen peso promedio de 2®.5 kg, y cuyas edades fluctua-
poseen los “berries”, entre ellgaccinium corymbosuin.  ron entre 1 a 4 afios. Los animales pertenecientes a criado-
(arandano alto). Este arbusto, originario de Norteamériaas privados fueron entrenados previamente como donantes
se ha adaptado muy bien a las condiciones edaficasley semen y durante la etapa experimental se mantuvieron
climaticas de la region centro sur de Chile, donde se ha pefr un periodo minimo de abstinencia de tres dias entre cada
tablecido como un cultivo muy importante, debido a su altalecta de semen. La condicién sanitaria de los donantes
rigueza en antioxidantes. Estudios de la actividafde evaluada periddicamente por un médico veterinario y
antioxidante (AA) en cultivares de esta especie han deméseron mantenidos con una dieta balanceada y agua
trado que esta actividad es mayor en hojas (InostroZépitum.

Blancheteaet al, 2014) que en frutos (Ribegaal., 2010),
la cual esta dada tanto por antioxidantes enzimaticos (priDbtencion y evaluacién de los eyaculadoEn cada ensa-
cipalmente SOD) como no enzimaticos (acidos fendlicogp experimental (n= 15), las segundas fracciones ricas en
flavonoides y antocianinas) (Reyes Digizal., 2011; espermatozoides de los eyaculados fueron obtenidas por
Inostroza-Blacheteaet al., 2014; Rojas-Lilleet al, 2014). manipulacion digital en tubos graduados previamente
En la actualidad no existen estudios que hayan evaluadaezhperados. Las muestras fueron analizadas con respecto a
efecto de extracto de hojas de arandano (EHA) en sememuwilidad progresiva (ver en evaluaciones de parametros
canino criopreservado o en otras especies. Por ello, el pegspermaticos) y concentracion espermatica. La concentra-
sente estudio determinoé el efecto de la adicién al medio cién espermatica fue determinada utilizando un fotémetro
congelacion espermatica de diferentes concentraciones3IgM1 (SpermaCue, Minitlib, Tiefenbach, Germany). Sélo
EHA sobre la calidad de semen canino descongelado. muestras con una concentrack90x10 espermatozoides/
mL y una motilidad=70% fueron incluidas en el estudio
(Kim et al). Posteriormente, alicuotas similares en concen-
MATERIAL Y METODO tracién espermatica fueron mezcladas para obtener un pool
de semen con el propésito de aumentar el volumen y elimi-
nar la variabilidad entre las muestras a evaluar.

El estudio fue aprobado por el Comité Etico Cienti-
fico de la Universidad de La Frontera, Temuco, Chile. T&riopreservacion de espermatozoides de canino con me-
dos los productos quinos utilizados fueron adquiridos dedios de congelacion suplementados con diferentes con-
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centraciones de EHAEI procedimiento de congelacién ypos diferentes. El promedio de seis estimaciones sucesivas
descongelacién espermatica se realizé de acuerdo al prdéte registrado como porcentaje de motilidad progresiva
colo descrito previamente por Kiet al., con modificacio- (Risopatréret al, 2002; Kimet al).

nes. En cada ensayo experimental el pool de semen fue di-

vidido en cinco alicuotas iguales, las cuales fueroviabilidad e Integridad de Membrana plasmatica: La
centrifugadas a 300 g por 5 min, el plasma seminal eliminavaluacién de los espermatozoides vivos con integridad de
do y el pellet de cada alicuota resuspendido en Tris (Ttismembrana plasmatica se realiz6 con la técnica de tincion
buffer—glucosa) y nuevamente centrifugadas. Hluorescente SYBR-14/PIl (LIVE/DEADSperm Viability
sobrenadante fue eliminado y cada pellet resuspendildii, Molecular Probes L-7011, Eugene, OR, USA), de acuer-
(200x10 espermatozoides/mL) en el medio de congelacido a lo descrito por Cheuquemetral. (2012) con modifi-

1 (Tris suplementado con 20 % [v/v] de yema de huevo ycaciones. A un volumen de 2al0de suspensién espermatica
% [v/v] de glicerol) suplementado con diferentes conceii2x1® espermatozoides/mL) se adicionarqud dle SYBR-
traciones de EHA y sin suplementacion (control). Las cod4 (10 mM en DMSO), luego de 7 min de incubacion a 38
centraciones de EHA adicionadas al medio de congelaci@®, se adicion6 Rl de loduro de Propidio (PI, 12 mM) in-

1 fueron de un 1 % (v/v) de EHA (EHAL), 2 % (v/v) decubando 7 min adicionales a 38 °C y lavando las suspen-
EHA (EHA2), 4 % (v/v) de EHA (EHA4), 6 % (v/v) de EHA siones espermaticas por centrifugacion a 300 x g por 5 mi-
(EHA®B) y sin EHA como control. Posteriormente las muestutos con 1 mL de Tris. Luego de eliminar el sobrenadante
tras espermaticas fueron equilibradas a 4 °C por 1 h y luegjellet fue resuspendido en 4@del mismo medio para
cada muestra fue rediluida (1:1 v/v) con el medio de cong&s andlisis por citometria de flujo. Los espermatozoides ana-
lacion 2 [Tris suplementado con 20 % [v/v] yema de huevbizados se clasificaron como vivos con membrana plasmatica
7 % [viv] glicerol y 1 % [v/v] de Equex STM paste (Novaintacta (SYBR-14 +/Pl -), muertos (SYBR-14 - /Pl +) y
Chemical Sales, Scituate, MA, USA)]. La concentracion fimoribundos (SYBR-14 + /Pl +).

nal de espermatozoides correspondi6 a 100x10

espermatozoides/mL. Transcurridos 10 min°@4le equi- Integridad de la membrana acrosomal:La integridad de
librio con el medio de congelacién 2, las muestraa membrana del acrosoma fue evaluada en espermatozoides
espermaticas fueron guardadas en pajuelas de 0,5 mL yvieos, utilizando la técnica de tincidon fluorescente de
locadas en atmoésfera de vapor de nitrégeno liquidg) (LNluoresceina conjugada con LectinaAlachis hypogaea

de manera horizontal, 4 cm sobre la superficie dgldiN  (peanut, FITC-PNA, L-7381, Sigma-Aldrich Co., St. Louis
rante 10 minutos y posteriormente sumergidas y almacem©, USA) y PIl. El procedimiento se realizd en base a lo
das en LNalo menos por un mes. Cada pajuela fue descatescrito previamente por Kiet al (2012) con modifica-
gelada en un bafio de agua a 38 °C por 60 s y el contenidaidees. A alicuotas de 250 de suspensién espermatica
cada una vaciado cuidadosamente en diferentes tubos (il espermatozoides/mL) se adicion@l1Pl (250 mg/
medio de descongelacion [Tris Buffer a un volumen de 1r@L) y 0,5ul FITC-PNA (100ug/mL). Luego de incubar a
(v/v)] y centrifugando a 300 g por 5 min, el sobrenadan®8 °C por 15 min se adiciond 1 mL de Tris centrifugando a
fue eliminado y el pellet resuspendido en medio Tris Buff@00 g por 5 min y eliminando el sobrenadante. La muestra
a una concentracion de 28E3permatozoides/mL. Alicuotasse resuspendié en 4Q0 de Tris para su analisis por
de suspension espermatica de cada uno de los tubos fuaitometria de flujo. Los espermatozoides fueron clasifica-
utilizadas para la evaluacion de los parametros espermatides como vivos con acrosoma intacto (FITC-PNA- /PI-) y
correspondientes. vivos con acrosoma dafiado (FITC-PNA+/PI-).

Evaluacién de parametros espermaticos post-descongela-Citometria de flujo y obtenciéon de datos:Las lecturas de
cién: Los espermatozoides congelados con y sin EHA fuerdinorescencia de los espermatozoides tratados con cada una
analizados post-descongelacion con respecto a motilidad pde-las tinciones especificas se realizaron en un citbmetro de
gresiva, viabilidad e integridad de la membrana plasmatifiajo FACS Canto I, Becton Dickinson, USA. Las células
(VIMP) e integridad de la membrana acrosomal (IMA).  fueron excitadas a una longitud de onda de 488 nm utilizando
un laser de Argén. Cada analisis incluy6é 10.000
Motilidad Progresiva: La motilidad progresiva fue deter- espermatozoides tefiidos, los cuales fueron cuantificados si-
minada subjetivamente utilizando un microscopio de lunultdneamente para cada fluorescencia. Los datos fueron pro-
(Carl Zeiss, Jena, Germany) con aumento de 400X. Diparcionados sobre una escala logaritmica y digitalizados uti-
microlitros de cada suspension espermatica fueron colotiaando el software FACs DiVa 6.0, Becton Dickinson, USA.
dos sobre un portaobjeto temperado y el porcentaje de
espermatozoides con motilidad progresiva fue determinadoalisis estadisticosPara el analisis de datos se utiliz6 el
por observacion en un minimo de 300 células, en seis casoftware GraphPad Prism® version 5.0 (GraphPad Software,
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San Diego, CA, USA). Los resultados fueron sometidosespermatozoides congelados con EHA6 presentaron los
un test de normalidad para detectar distribucién Gaussianmanores valores de IMA y al contrario los espermatozoides
La prueba de analisis de la varianza (ANOVA) se aplicdongelados con EHA4 presentaron los mayores valores de
para cada evaluacion, con el fin de comprobar la existenthdA, siendo éstos significativamente diferentes entre si (48,5
de diferencias significativas en los diferentes grupos exg#-y 55,7 %, P <0,01). Los valores de IMA observados en
rimentales. El test paramétrico de comparacion multiple des grupos EHAL, EHA2 y el control fueron de 53,8 %, 51,5
Tuckey fue utilizado para establecer diferencias significatie y 53,8 %, respectivamente.

vas entre los diferentes grupos para cada una de ' _
parametros espermaticos evaluados. Los resultados son a) 80~
sentados como promedidE, con niveles de significancia
correspondientes a P <0,05.

=, a ab be ab c
< 604 __
=
RESULTADOS 5
S 40
(=)
E
Efecto de diferentes concentraciones de EHA sobre la —é 20
motilidad progresiva: El efecto de la adicion de diferentes =
concentraciones de EHA al medio de congelaciéon sobre

motilidad progresiva en los espermatozoides de canino 0
presentado en la Figura 1a. No fue observado un efecto
sitivo sobre la motilidad espermatica con la adiciéon de EH
en ninguna de las concentraciones utilizadas con respect
control. Los grupos EHA1 y EHA4 no presentaron diferer
cia significativa respecto al control (54,6 % y 53,8 % v¢
56,8 %; P >0,05), mientras que en los grupos EHA2 y EHA
fueron observados valores de matilidad significativamen
menores que en el control (50,8 % y 47,6 %; P <0,01y
<0,001, respectivamente).

Control EHALI EHA2 EHA4 EHAG6

=
~

80

60+

40+

204

Viabilidad e Integridad de la
Membrana Plasmatica (%)

Efecto de diferentes concentraciones de EHA sobre la
viabilidad e integridad de la membrana plasmatical.os
resultados de la adicion de diferentes concentraciones
EHA sobre la viabilidad e integridad de la membran
plasmatica de los espermatozoides de canino post-desc
gelacion son presentados en la Figura 1b. Ninguna de
concentraciones de EHA fue eficaz en mejora
significativamente los valores de VIMP en los
espermatozoides descongelados. Los grupos experimer
les EHAL, EHA2, EHA4 y el control no presentaron dife:
rencia significativa entre si, con valores de VIMP de 55,
%, 51,2 %, 52,0 % y 54,7%, respectivamente (P >0,0¢
mientras que el grupo EHAG presentd los valores mas ba
en este parametro espermatico (47,3 %) y significativamet
menores a los del control y grupo EHAL (P <0,001).

Control EHAI EHA2 EHA4 EHA6

]
-’

80+

ab ab ab a b
60

40

Acrosomal (%)

20

Integridad de la Membrana

0 _
Efecto de diferentes concentraciones de EHA sobre la MRAHGH RN TR BEEE - EHEG
integridad de la membrana acrosomal:La calidad Fig. 1. Espermatozoides de canino congelados con diferentes con-

espermatica en términos de integridad de la membraﬁéﬁtramones de extracto de hojas de arandano (EHA) adicionadas

acrosomal son presentados en la Figura 1c. En este prclrérn\%trrnecllo de congelacion (Promedi®E). a) Motilidad progresi-

- . . ,8) Viabilidad e integridad de la membrana plasmética y c) Inte-
espermatico no fueron observadas diferenciggigag de la membrana acrosomal. EHA (0 %; Control), EHAL(L
estadisticamente significativas en ninguno de 10s grup@g, EHA2 (2 %), EHA4 (4 %) y EHAG (6 %). Diferentes letras

experimentales con EHA, respecto al control sin EHA. LaRdican diferencias estadisticamente significativas (P <0,05).
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DISCUSION tros resultados mostraron los menores rangos de este
parametro con la mayor concentracién de EHA. De igual
modo el romero e hinojo no presentan efectos significativos

El semen criopreservado presenta una baja sobrevigapecto a la viabilidad espermatica en espermatozoides de

y una marcada reduccion de su calidad con rangos de feccerdo inmediatamente descongelados (Malal, 2011,

daciéon generalmente menores que con semen fresco. S@W0E2). Por otro lado, el uso de té verde en esta especie no

reportado que la adicién de antioxidantes al medio de canejoré la viabilidad e integridad de la membrana (@ale
gelacion ejerce un efecto positivo sobre la calidad del sa-). Contrario a nuestros resultados, en espermatozoides de
men canino descongelado, mejorando la motilidad, viabiliero y carnero, en que se evalu6 el efecto del romero y clavo

dad espermatica e integridad de las membranas (Miehaetle olor respectivamente, sobre la viabilidad espermatica e

al.; Monteiroet al; Neaguet al). integridad de la membrana, se demostrd que éstos fueron
efectivos en mejorar este parametro post descongelacién

Hasta la fecha, no existe informacion disponible déDaghigh-Kiaet al; Baghshahét al).

efecto del extracto de hojas de arandano en la
criopreservacion de espermatozoides de mamifero, y este  Respecto a la integridad de la membrana acrosomal,
estudio seria el primero que evalla la suplementacion @el este estudio se observéd que los EHA no tendrian efecto
medio de congelacién con EHA en espermatozoides de sabre este parametro, ya que ninguna de las concentracio-
nino, por lo cual no existen antecedentes que nos permitaas de EHA utilizadas produjo aumento o disminucion sig-
comparar nuestros resultados. En nuestro estudio, la adiandicativa en los porcentajes de integridad de la membrana
de extractos de hojas de arandano al medio de congelacaxrpsomal en los espermatozoides descongelados. En cani-
con las concentraciones de EHA utilizadas no mejoré e, Gonzalezt al, observaron que el uso de romero no
motilidad espermatica del semen de canino descongelasgeria beneficioso para mantener la integridad acrosomal, pues
Escasos estudios existen en espermatozoides de caha® valores obtenidos post-descongelacion fueron
criopreservados con antioxidantes de origen vegetalgnificativamente menores que sin la adicién de romero.
Gonzéalezt al. (2010), estudiaron la motilidad espermatic&imilares resultados a nuestro estudio obtuvieron Motlagh
en canino adicionando romero al medio de congelaciondaal y Maloet al (2011) al adicionar extractos acuosos de
que se redujo significativamente, especialmente con la canmero al medio de congelacién de carnero y cerdo, en don-
centracion mas alta del extracto de romero. Este resultat® no hubo efecto sobre el estado acrosomal de los
concuerda con nuestro estudio en que la concentracién rmspermatozoides descongelados. Igualmente, el uso de hi-
yor de EHA fue la mas perjudicial. Estudios previos, enojoy té verde en cerdo no mejoraria la integridad acrosomal
espermatozoides de otras especies donde se ha adicior{dido et al; Galeet al).

componentes de origen vegetal al medio de congelacion han

demostrado diferentes efectos sobre la motilidad inmedia- Del presente estudio puede concluirse que la adicion

tamente post-descongelacion. Al respecto, el uso de romdemextracto de hojas de arandano en las concentraciones uti-

en espermatozoides de cerdo (Mataal, 2010), carnero lizadas no es un suplemento adecuado para adicionar al

(Mascaroeet al, 2013) y toro (Daghigh-Kiat al), no ten- medio de congelacion en espermatozoides de canino, en re-

dria efecto sobre la motilidad progresiva. Contrariament@cién a las funciones espermaticas evaluadas.

Motlaghet al., observé en carnero que la utilizacién de ro-

mero en el medio de congelacién mejoraria significa-

tivamente la motilidad progresiva inmediatamente despuggppe M: PEZO. F.- REYES-DIAZ. M. & RISOPATRON

de descongel_ar. De igual modo,-la mOt”idaq .p,rogresiva 8NCryopreservation of canine spermatozoa with blueberry leaf
espermatozoides de carnero mejoro con adicion de clavoeit@act Yaccinium corymbosur.). Int. J. Morphol., 34(2553-

olor (Syzygium aromaticuny en cerdo el hinojo aumenté 659, 2016.

la motilidad total (Baghshabht al,, 2014; Malcet al., 2012).

SUMMARY: During cryopreservation, oxidative stress

En este estudio ninguna de las concentraciones dpmage leads to a deterioration of the quality of thawed semen,
EHA utilizadas fue efectiva en mejorar la viabilidad e inteWhiCh could be reduced by the additiorapitioxidants to freezing

gridad de la membrana plasmética, y la mayor concentlee{(-tender' This study was designed to determine the effect of the

ci6n disminuvé significativamente este parametro. En ca addition of blueberry leaf extract (EHA) to freezing extender, on
! ! ' uyo signif ,'V P T uality of cryopreserved canine sperms. Sperm devoid from seminal
no, Gonzalezt al, describe que el uso de concentraciongsasma were frozen with different concentrations of EHA (0 %,

crecientes de romero serian inadecuadas para cltrol: 1 %, EHAL: 2 %, EHA2: 4 %, EHA4y 6 %, EHA6) added
criopreservacion, afectandose negativamente la viabilidag freezing extender. Post-thawing progressive motility was

e integridad de la membrana plasmatica. Similarmente, nuesgaluated; the viability and plasma membrane integrity (SYBR-
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14/PI1) and acrosomal membrane integrity (FITC-PNA/PI) werkim, S.; Lee, Y.; Yang, H. & Kim, Y. J. Rapid freezing without
assessed by flow cytometry. Progressive motility was similar to cooling equilibration in canine sperénim. Reprod. Sci.,
the control with concentrations of EHA1 and EHA4 (P >0.05); at 130(1-2)111-8, 2012.

concentrations of EHA2 and EHAG6 a significant decrease of this

parameter compared to control (P <0.01and P <0.001, respectivdalo, C.; Gil, L.; Gonzalez, N.; Martinez, F.; Cano, R.; de Blas, I.
was observed. The addition of EHA1l, EHA2 and EHA4 to the & Espinosa, E. Anti-oxidant supplementation improves boar
freezing extender showed no significant differences with respect sperm characteristics and fertility after cryopreservation:
to the control on viability and plasma membrane integrity (P >0.05); comparison between cysteine and rosem&gsarinus
however with the addition of EHAG6 values significantly lower (P officinalis). Cryobiology, 61(1)142-7, 2010.

<0.001) were exhibited. The concentrations of EHA used showed

no significant differences with respect to the control on acrosonMalo, C.; Gil, L.; Cano, R.; Martinez, F. & Galé, |. Antioxidant
membrane integrity. In conclusion, the results of this study revealed effect of rosemary Rosmarinus officinalison boar
that none of the concentrations of EHA used were effective in epididymal spermatozoa during cryopreservation.

improving canine thawed semen quality. Theriogenology, 75(9)735-41, 2011.
KEY WORDS: Canine; Spermatozoa; Cryo- Malo, C.; Gil, L.; Cano, R.; Gonzélez, N. & Lufo, V. Fennel
preservation; Antioxidants; Blueberry. (Foeniculum vulgareprovides antioxidant protection for
boar semen cryopreservatidmdrologia, 44(Suppl. 1J10-
5, 2012.
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