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RESUMEN

La criopreservacion del semen equino es una herramienta clave en la reproduccion
asistida, ya que permite la conservacién del material genético de caballos de alto valor y
la optimizacién de los programas de inseminacion artificial. Sin embargo, uno de los
principales desafios de este proceso es la disminucién de la viabilidad y funcionalidad
espermatica post descongelacion, debido a factores de estrés osmético, térmico, mecanico
y oxidativo, que afectan la integridad estructural y funcional de los espermatozoides.
El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto de diferentes técnicas de
resuspension espermatica en la calidad post descongelacion del semen equino en tres
razas: Arabe, Criollo Colombiano y Espafiol. Para ello, se analizaron tres tratamientos:

1. Método convencional sin centrifugacion (testigo).

2. Resuspension espermatica a 1500 rpm durante 10 minutos.

3. Resuspension espermatica a 1700 rpm durante 10 minutos.
Se evaluaron parametros seminales clave, como la concentracidn espermatica, movilidad,
vigor, morfologia e integridad de la membrana y del acrosoma, mediante pruebas
especializadas en laboratorio.
Los resultados indicaron que la aplicacion de técnicas de resuspension espermatica mejora
significativamente la calidad del semen equino post descongelado en comparacién con el
método convencional. Se evidencié que los espermatozoides sometidos a resuspension a
1500 rpm conservaron una motilidad significativamente mayor (superior al 70%) en
comparacién con el semen tratado con el método convencional, donde la motilidad se
redujo a valores inferiores al 50%. La técnica a 1700 rpm también mejor6 la motilidad
espermatica, aunque en menor medida que la de 1500 rpm, posiblemente debido a un
incremento en el estrés mecanico.
En cuanto a la morfologia espermatica, los espermatozoides tratados con resuspension
presentaron menores alteraciones estructurales en comparacion con los del método
convencional. En particular, la resuspension a 1500 rpm redujo la incidencia de
anormalidades en la cabeza y en la cola de los espermatozoides, lo que sugiere una menor
afectacion por el proceso de congelacion-descongelacion.
Los analisis de integridad de membrana a traves del test de HOST (Hypoosmotic Swelling

Test) revelaron que los espermatozoides sometidos a resuspension mostraron una mejor
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respuesta osmotica, lo que indica una mayor funcionalidad de la membrana plasmatica.
En el método convencional, la integridad de la membrana se redujo a valores cercanos al
45%, mientras que en las muestras sometidas a resuspension a 1500 rpm se mantuvo por
encima del 65%, evidenciando una mayor proteccion celular.

Por otro lado, el anélisis de la integridad del acrosoma indic6 que los tratamientos con
resuspension disminuyeron el porcentaje de espermatozoides con dafios en esta estructura,
lo que sugiere una mayor capacidad de fecundacion en comparacion con el método
convencional.

Desde un enfoque comparativo entre razas, se observd que los caballos Criollo
Colombiano y Espafiol mostraron una mejor respuesta a las técnicas de resuspension, con
una mayor conservacion de la motilidad y viabilidad espermatica post descongelacion. En
cambio, los espermatozoides de caballos Arabes fueron mas sensibles a los cambios en la
centrifugacion, presentando una ligera disminucion en la motilidad en la técnica de 1700
rpm, lo que sugiere que la intensidad del procedimiento debe ajustarse segun la raza y
caracteristicas del semen.

En general, los hallazgos de este estudio confirman que la implementacion de técnicas de
resuspension espermatica optimiza la calidad del semen equino post descongelacién, al
reducir los efectos negativos del proceso de criopreservacién. Esto representa un avance
significativo para mejorar la eficiencia de los programas de reproduccion asistida en la
industria equina, aumentando las probabilidades de éxito en la inseminacion artificial y la

conservacion de lineas genéticas valiosas.

Palabras clave: Criopreservacion, semen equino, resuspension espermatica,

reproduccion asistida, motilidad espermatica, integridad celular, calidad espermatica.
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ABSTRACT

The cryopreservation of equine semen is a key tool in assisted reproduction, as it
allows the preservation of genetic material from high-value horses and optimizes
artificial insemination programs. However, one of the main challenges of this process
is the decrease in sperm viability and functionality post-thaw, due to osmotic, thermal,
mechanical, and oxidative stress factors that affect the structural and functional
integrity of sperm.
The objective of this study was to evaluate the effect of different sperm resuspension
techniques on the post-thaw quality of equine semen in three breeds: Arabian,
Colombian Criollo, and Spanish. Three treatments were analyzed:

1. Conventional method without centrifugation (control).

2. Sperm resuspension at 1500 rpm for 10 minutes.

3. Sperm resuspension at 1700 rpm for 10 minutes.
Key seminal parameters were evaluated, such as sperm concentration, motility, vigor,
morphology, and membrane and acrosome integrity, using specialized laboratory tests.
The results indicated that the application of sperm resuspension techniques
significantly improved the quality of post-thaw equine semen compared to the
conventional method. It was found that sperm subjected to resuspension at 1500 rpm
maintained significantly higher motility (above 70%) compared to semen treated with
the conventional method, where motility decreased to values below 50%. The 1700
rpm technique also improved sperm motility, although to a lesser extent than the 1500
rpm technique, possibly due to an increase in mechanical stress.
Regarding sperm morphology, sperm treated with resuspension showed fewer
structural alterations compared to those in the conventional method. In particular, the
resuspension at 1500 rpm reduced the incidence of abnormalities in the head and tail
of sperm, suggesting less damage from the freezing-thawing process.
Membrane integrity analysis through the HOST (Hypoosmotic Swelling Test)
revealed that sperm subjected to resuspension showed a better osmotic response,
indicating greater functionality of the plasma membrane. In the conventional method,
membrane integrity decreased to values near 45%, while in the samples subjected to

resuspension at 1500 rpm, it remained above 65%, showing greater cellular protection.
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On the other hand, acrosomal integrity analysis indicated that resuspension treatments
reduced the percentage of sperm with damage to this structure, suggesting a higher
fertilizing capacity compared to the conventional method.

From a comparative approach between breeds, it was observed that Colombian Criollo
and Spanish horses showed a better response to resuspension techniques, with greater
preservation of motility and sperm viability post-thaw. In contrast, sperm from
Arabian horses were more sensitive to centrifugation changes, showing a slight
decrease in motility with the 1700 rpm technique, suggesting that the intensity of the
procedure should be adjusted according to breed and semen characteristics.

Overall, the findings of this study confirm that the implementation of sperm
resuspension technigques optimizes the post-thaw quality of equine semen by reducing
the negative effects of the cryopreservation process. This represents a significant
advance in improving the efficiency of assisted reproduction programs in the equine
industry, increasing the success rates of artificial insemination and the preservation of
valuable genetic lines.

Keywords: Cryopreservation, equine semen, sperm resuspension, assisted

reproduction, sperm motility, cellular integrity, semen quality.
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CAPITULO I

INTRODUCCION

La preservacion del semen mediante criopreservacion representa un avance crucial en la
industria equina y en el desarrollo de tecnologias aplicadas a la reproduccion asistida. Este
procedimiento es ampliamente utilizado en técnicas como la inseminacion artificial y la
obtencion de embriones tanto in vivo como in vitro. Gracias a esta metodologia, es posible
garantizar la distribucion eficiente y la disponibilidad constante de material genético de alto
valor, lo cual impulsa programas de mejoramiento genético enfocados en caracteristicas
comerciales mediante la seleccion o cruces estratégicos segun las necesidades especificas.
Sin embargo, uno de los mayores desafios de esta tecnologia es la baja fertilidad asociada
al semen criopreservado, un problema que surge debido a los cambios que alteran la
fisiologia y viabilidad de los espermatozoides, producto de la manipulacién intensiva y la
exposicion a diferentes tipos de estrés durante el proceso.

En los espermatozoides de caballos, se observa una alta sensibilidad a las alteraciones
celulares que suelen generarse durante el proceso de congelacion. El estrés osmotico, que
aparece al exponer las células a medios hipertonicos y a los cambios osmoticos inherentes
al procedimiento, est4 vinculado con efectos adversos como la reduccion de la viabilidad,
la pérdida de motilidad y alteraciones en el potencial mitocondrial de la membrana
espermatica. A estos problemas se suma el estrés oxidativo, causado por el incremento de
especies reactivas de oxigeno (ERO), el cual resulta del choque térmico y de la accién
quimica de los crioprotectores. Ademas, la extraccion del plasma seminal altera la
funcionalidad y disponibilidad de antioxidantes naturales, que también pueden sufrir dafios
estructurales debido al impacto térmico y la toxicidad del proceso de congelacion.

La criopreservacion de semen equino se fundamenta en tecnologias reproductivas
avanzadas que permiten conservar el material genético a temperaturas extremadamente
bajas, logradas mediante nitrégeno liquido. Este procedimiento tiene como objetivo
proteger la fertilidad y viabilidad del semen para garantizar su uso en generaciones futuras,
preservando asi caracteristicas genéticas de alto valor. No obstante, el proceso presenta
diversos retos, como el control de variables criticas (temperatura, humedad y tiempos)
durante la congelacion y descongelacion, lo que puede ocasionar dafios a la membrana

celular y afectar negativamente los indices de fertilidad. Para contrarrestar estos efectos, se
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han desarrollado técnicas de resuspension que eliminan impurezas y ayudan a recuperar la
viabilidad y fertilidad del semen congelado.
Entre los beneficios principales de la criopreservacion de semen se encuentran:
« La prevencion del contagio de enfermedades.
e Laconservacion de la diversidad genética en razas valiosas.
o Laoptimizacidn y garantia de procesos reproductivos en la industria equina.
o Ladisminucion de riesgos relacionados con el transporte de sementales.

o El mejoramiento genético ajustado a las necesidades humanas.

Evolucién de la criopreservacion del semen

Los primeros intentos de criopreservar semen equino se realizaron en la década de 1950,
empleando métodos de congelacién lenta, aunque los resultados obtenidos fueron
inconsistentes. Posteriormente, en la década de 1960, se introdujeron técnicas mas rapidas
y el uso de crioprotectores, lo que mejoro significativamente la viabilidad y fertilidad del
semen congelado. Hoy en dia, los protocolos han sido perfeccionados para incluir
estandares especificos que optimizan el proceso de congelacién y descongelacion,
protegiendo las células espermaticas. Los crioprotectores, como el glicerol y el
dimetilsulfoxido, son esenciales para evitar la formacion de cristales de hielo y garantizar
una adecuada deshidratacion. Estos compuestos penetran en las células espermaticas,
protegiéndolas contra los dafios fisicos y quimicos asociados al proceso (Gutiérrez y
Cepeda, 2014).

17



MARCO TEORICO
ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS
CRIOPRESERVACION

La criopreservacion tiene como finalidad preservar la viabilidad y funcionalidad celular a
temperaturas reducidas 0 menos cero. Este proceso ha posibilitado el almacenamiento de
células germinales de mamiferos durante prolongados periodos de tiempo, incluyendo la fase
post-mortem, mediante la utilizacidon de tanques criogénicos que contienen nitrégeno liquido o
en otros entornos a temperaturas bajo cero (Elgueta, 2018).

La inseminacion artificial fue conocida comercialmente a partir de la década de afios 1950, lo
cual ha posibilitado importantes avances en la reproduccion dentro de la industria ganadera.
Sin embargo, debido a la variabilidad entre especies y a la heterogeneidad observada en los
individuos masculinos, la aplicacion de la inseminacion artificial (1A) utilizando semen
congelado ha demostrado ser menos exitosa en especies como ovinos, porcinos y en la cria de
caballos (Westreicher, 2020).

El semen equino crio preservado ha adquirido una importancia significativa en las Gltimas
décadas, debido a los beneficios que conlleva su utilizacion. Entre estos beneficios, se destacan
la posibilidad de almacenar el material genético de reproductores de excelencia para facilitar
su distribucion internacional, controlar enfermedades venéreas y aumentar la eficiencia del
sistema de reproduccién al permitir la inseminacion de maltiples yeguas a partir de un dnico
eyaculado. No obstante, es importante sefialar que la tasa de prefiez tiende a disminuir cuando
se utiliza semen congelado en comparacion con el semen fresco o refrigerado. Este fendmeno
se debe a que el proceso de congelacion y descongelacion puede resultar potencialmente nocivo
e incluso letal para los espermatozoides (Elgueta, 2018).

La técnica de criopreservacion ejerce profundos efectos en las células, muchas de las cuales
sufren dafios subletales, lo que conlleva a una posterior disminucion de su funcionalidad.
existen varios tipos de células que no toleran el almacenamiento a muy bajas temperaturas (por
debajo de -80°C), lo que resulta en un deterioro significativo y en dafios letales. Sin embargo,
en presencia de crio conservantes que presentan caracteristicas de alta hidrosolubilidad y baja
citotoxicidad, los cuales reducen el punto de cristalizacion de los solventes de los agentes
crioprotectores, por la cual existen diferentes tipos de células que pueden sobrevivir al
almacenamiento a bajas temperaturas. Como resultado del almacenamiento criogénico, se

estima que aproximadamente el 25-75% de las células almacenadas se pierden debido a la
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muerte celular por necrosis y apoptosis; esta da como resultado por la funcion del tipo de célula
de los crioprotectores y la velocidad de congelacion (Rangel, 2023).

Existen diversos tipos de células que no toleran el almacenamiento a temperaturas
extremadamente bajas (por debajo de -80°C), lo cual resulta en un deterioro notable y en dafios
letales. No obstante, en presencia de crio conservantes que poseen caracteristicas de alta
hidrosolubilidad y baja citotoxicidad, capaces de reducir el punto de cristalizacion de los
solventes crioprotectores, donde existe diferentes tipos de células que pueden sobrevivir al
acopio en bajas temperaturas. Se estima que, como resultado del almacenamiento criogénico
se da aproximadamente entre el 25% y el 75% de las células conservadas se pierden debido a
la muerte celular por necrosis y apoptosis; esta proporcion varia en funcién del tipo celular y
de la velocidad de congelacién aplicada (Garcia, 2023).

Estudios planteados por Restrepo (2016) que evaluaron los efectos de diferentes fuerzas
centrifugas en varios aspectos relacionados con la integridad y funcion del esperma equino.
Las alteraciones que se presentan en la criopreservacion de semen de equinos pueden ser
contrarrestadas con procedimientos como la centrifugacion que facilita los ajustes necesarios
en el proceso de aislamiento de los espermatozoides con el plasma y las impurezas. A diferencia
de los métodos tradicionales de evaluacion de esperma, el desarrollo de nuevas tecnologias en
la actualidad permite detectar con mayor precision los cambios celulares espermaticos en
especies equinas.

La crioconservacion de esperma es parte importante de los programas de reproduccion y
seleccion de reproduccion en especies equinas con genética pura. Si bien esta técnica es la mas
conocida, esta no presenta las garantias necesarias por la alta sensibilidad de las células
espermaticas, especialmente en razas de alta genética. Frente a este escenario conforme
Gutiérrez (2013) el desarrollo y utilizacion de nuevos diluyentes es esencial para la
supervivencia de los espermatozoides sometidos a procedimientos fisicos la criopreservacion.
Considerando la alta sensibilidad que tiene el esperma en especies equinas al proceso de
criopreservacion es necesaria la utilizacion de compuesta o sustancias que reduzcan las
afectaciones. Para Gonzéles (2015) las muestras seminales de estas especies al ser muy
sensibles, el diluyente reduce el punto de fusion de la solucion, reduce la concentracion de
solutos intra y extracelulares que previene el dafio celular. Con ello asegura el autor se puede
observar que el proceso de criopreservacion debe ser reconsiderado y desarrollar técnicas
previas para la conservacion de material de alta genética y evaluar diferentes aspectos de la

funcidn espermatica.
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La ventaja de la centrifugacion en el procesamiento y preservacién de semen equino es la
necesidad de eliminar el plasma seminal, que se considera perjudicial para el rendimiento de
los espermatozoides. La centrifugacion de semen de caballo se ha vuelto cada vez mas comdn
en la industria de la cria de caballos. Sin embargo, la centrifugacidn es uno de los procesos que
puede afectar la viabilidad de los espermatozoides y causar varios cambios en los
espermatozoides. “El aumento del tiempo de centrifugacion y/o la gravedad pueden afectar la

calidad y la motilidad general del esperma debido a las fuerzas mecanicas involucradas”.

Crio preservacion de semen de equinos para fecundacion asistida.

De manera conceptual podemos establecer que conforme la crio preservacion es el estudio de
los mecanismos relacionados al proceso de conservacion y preservacion de material biolégico.
Para ello las muestras obtenidas como proteinas, células, tejidos, érganos seran sometidas a
bajas temperaturas con la finalidad de ser preservadas por largos periodos de tiempo y ser
utilizadas en el futuro con fines reproductivos. Con las bajas temperaturas se busca disminuir
el deterior de los sistemas obtenidos, pese a los efectos negativos que puede presentar también
(Castro, 2016).

La crio preservacion es la técnica mas utilizada para la preservacion de espermatozoides no
obstante esta atraviesa etapas criticas cuando las células espermaticas de equinos atraviesan los
-15°C a los -60°C. En esta etapa las bajas temperaturas pueden generar dafios fuertes a las
células por cuanto la membrana plasmatica presenta alteraciones que afectan la supervivencia
y calidad del material espermatico, la viabilidad de espermatozoides tiene relacion directa con
el entorno extracelular y ello ha permitido probar que al congelar una solucién acuosa de
glicerol lleva al aumento de la viscosidad y aparecen nucleos de hielo (Rangel, 2023).
Conforme Wernli (2010) por las caracteristicas del semen de especies equinas se han buscado
desarrollar procedimientos para lograr la preservacion se semen equino. Pese a ello los indices
de fecundacion logrados a partir de semen preservado siguen siendo bajos en relacion a las
demas especies de animales; el sistema de monta natural sigue siendo el ideal para garantizar
la fecundacion. Por ello los conceptos basicos para el manejo de semen en equinos no ha
logrado importantes cambios técnico en los Ultimos 15 afios, si bien se han implementado
técnicas novedosas, estas no estan a la par del manejo de otras especies de ganado (Elgueta,
2018).
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Biotecnologia de la reproduccién

Equinos su cultura y tradicion y uso de caballos

Actualmente en Ecuador es un pais con una fabulosa tradicion ecuestre ya que los caballos
juegan un papel muy importante en la historia del pais por lo tanto los criadores han tratado de
mejorar genéticamente la explotacion equina acorde a la necesidad e importancia de los eventos
que manifiesta en diferentes provincias del pais como por ejemplo se ocupa para la agricultura,
fiestas, desfiles, rodeos, exposiciones, rejoneo, carreras de endurance, equitacién, equino
terapia etc (Gutiérrez, 2013).

La biotecnologia de la reproduccién ha sido un paso muy fundamental para los procesos de
reproduccidn en todas las especies dando grandes beneficios efectivos como verificacion de
semen de mejor calidad, fertilizacion in vitro, lavado de embriones y transferencia de

embriones, criopreservacion de embriones y semen etc (Westreicher, 2020).

Parametros de evaluacion del semen equinos para criopreservacion.

De manera general se pueden reconocer dos parametros para la valoracion de la calidad de las
muestras espermaticas recolectadas. Afirma Rangel (2023) que los parametros de evaluacion
de las muestras seminales de caballos son:

e Aspectos macroscopicos: volumen, aspecto y pH

e Aspectos microscopicos: motilidad, morfologia y concentracion de esperma.
Para el analisis subjetivo espermatico conforme Wernli (2010) es necesaria la utilizacion de la
observacion de las muestras obtenidas con la utilizacion de un microscopio o puede ser de tipo
objetivo con la utilizacion de modelos computarizados. En ambos casos es necesaria la dilucion
para garantizar la proteccién de las células espermaticas contras los factores exdgenos que la
puedan afectar como las variaciones de temperatura o la oxidacién por diluyentes. Se debera
también considerar la morfologia espermatica para buscar la preservacion de las caracteristicas
no solo fisicas de semental sino también la preservacion de las caracteristicas geneticas
(Elgueta, 2018).
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Tabla 1

Caracteristicas y componentes del semen equino.

Caracteristica o componente

Volumen eyaculado (ml) 60-100
Concentracidn espermatica (millones/ml) 150-300
Espermatozoides/eyaculado (billones) 5-15
Motilidad espermatica (%) 40-75
Espermatozoides normales (%) 60-90
Proteina (g/100ml) 1.0

Ph 7.2-7.8
Fructosa (mg/100ml) 2
Sorbitol (mg/100ml) 20-60
Acido citrico (mg/100ml) 8-53
Inositol (mg/100ml) 20-47
Ergotioneina (mg/100ml) 40-110
Sodio (mg/100ml) 257
Potasio (mg/100ml) 103
Calcio (mg/100ml) 26
Magnesio (mg/100ml) 9
Cloro (mg/100ml) 448

Mg: miligramos, MI: mililitros, % porcentaje

Fuente. Tomado de Ball, 2004.
Afirma Castro (2016) en su estudio que uno de los primeros pasos para la preservacion de las
muestras seminales obtenidas es la separacion del plasma por medio de la centrifugacion. El
uso de este tipo de técnica ha permitido que se desarrollen varios disefios experimentales para

la preservacion de material espermatico en equinos con alta probabilidad de fecundacion.
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Extraccion de semen.

La extraccion de semen tiene la finalidad de preservar las caracteristicas de las razas puras de
equinos es necesario que el proceso de recoleccion de semen de ejemplares sea sometido a
estrictas normas de seleccion de sementales. A criterio del autor Rangel (2023) para elegir un
semental de cualquier raza de caballo, se deben evaluar aspectos previos como la posible
existencia de patologias, consideraciones de la genética, las caracteristicas fenotipicas que se
desean preservar, etc. Otro de los factores que se deben considerar es el tiempo del afio por
cuanto en invierno se prevé una disminucion de cantidad seminal, no obstante, en paises
ecuatoriales esto no representa un problema (Westreicher, 2020).

Para llevar a cabo la recoleccion de semen, es necesario realizar una limpieza del pene,
prestando atencion a la fosa uretral, con el objetivo de eliminar microorganismos y smegma
que puedan encontrarse en dicha area. Este procedimiento no debe interferir con la flora
bacteriana normal del pene, por el uso de soluciones bactericidas que no esta recomendado
(Cederio, 2023).

Tradicionalmente, la recoleccion de semen se lleva a cabo utilizando maniquies junto con
vaginas artificiales que emulan las caracteristicas de una yegua en celo. Es necesario
acondicionar estas vaginas artificiales con agua caliente y aire para proporcionar un ambiente
que simule el entorno natural. Ademas, existe la opcién de lubricarlas con gel, lo cual es
opcional. Este procedimiento garantiza la seguridad tanto del animal como de la persona

encargada de la recoleccion de semen (Guzman, 2023)

Centrifugacion de material espermatico en especies equinas.

Una de las técnicas mas comunes previo a la criopreservacion de muestras de semen en equinos
es la centrifugacion la cual juega un papel vital en la seleccion del material espermatico. Para
Rangel (2023) este procedimiento se lo realiza con la finalidad de separar el plasma seminal de
los espermatozoides viables por cuanto este tiene efectos nocivos sobre la motilidad
espermatica. En ella se utilizan tubos de ensayo de entre 10ml y 50ml, pese a ser un paso
necesario en el proceso de congelacion del semen de equinos este puede presentar peroxidacion
lipidica de las membranas protectoras de los espermatozoides.

Para someter a centrifugacion las muestras obtenidas para Wernli (2010) es necesario la
aplicacion de diluyente que debe encontrarse a temperatura ambiente al momento de la
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disolucién. Esto puede desarrollarse a 37°C siempre que se desarrolle inmediatamente después
de la colecta 0 a los 22°C si se realiza un enfriamiento previo del semen como lo establece el
protocolo francés de congelamiento. La aplicacion de los protocolos de enfriamiento y
centrifugacion pueden variar en cada pais, no obstante, entre los més importantes tenemos:

e Solucion sacarosa al 11%

e Solucion de Lactato de Ringer.

e Solucion de Lactato de Ringer enriquecido con medio Kenney.

e Medios INRA 82, 96
Asegura Castro (2016) en su estudio que independientemente del tipo de centrifugacion que se
realice para la preservacion de las muestras espermaticas de equinos de genética superior,
siempre existira una afectacion de la membrana plasmatica celular por el choque mecéanico.
Frente a ello algunos laboratorios recomiendan otra técnica de separacion de material por
medio de la centrifugacién a 1000g por 20 minutos con una solucién que contienen como
sustancia el oidixanol. En ella los espermatozoides que no resistan esta técnica flotaran en el
tubo de ensayo, mientras que el material ideal para la crio preservacion quedara en el fondo del
tubo de ensayo (Sambalache, 2022).
Exiten en los protocolos estandar de congelacién de semen, es imprescindible eliminar la
mayor parte del plasma seminal mediante centrifugacion simple, seguido de la resuspensién
del pellet en un diluyente de congelacion, con el fin de obtener una concentracion adecuada de
espermatozoides. Se sugiere que el porcentaje de plasma seminal presente se reduzca entre un
5% y un 20%, por eso su presencia puede afectar negativamente a la calidad de los
espermatozoides durante el almacenamiento (Rangel, 2023).
El semen debe ser diluido en leche descremada o en un diluyente que tenga base de caseina.
La proporcion de dilucién varia segun la concentracion espermatica: es alta, la relacion debe
ser de 2:1 (volumen/volumen), mientras que en el caso de concentraciones mas bajas, se
recomienda una proporcion minima de 1:1. Es importante que el diluyente se agregue al semen

a una temperatura de 37° C, para prevenir el choque térmico (Castro, 2016).

Adicion del diluyente para congelar

Después de la centrifugacién, es importante afiadir un diluyente de congelacion adecuado,
conforme al procedimiento establecido. Estos diluyentes estan formulados con diversas

sustancias, entre las que se incluyen crioprotectores, azlcares, antibiéticos y electrolitos. Cada
24



uno de estos componentes desempefia funciones especificas: proporcionan nutrientes que
sirven como fuente de energia, protegen a los espermatozoides contra la caida de temperatura
y el procesamiento, aseguran un equilibrio 6ptimo del pH, mantienen una correcta presion
osmdtica y un balance electrolitico, ademas de inhibir el crecimiento de bacterias (Gonzéles et
al, 2015).

Crioprotectores

Los crioprotectores son sustancias solubles en agua que reducen el punto eutéctico de las
soluciones en las que se utilizan. El punto eutéctico se refiere a la temperatura maxima en la
cual se produce la mayor cristalizacion tanto del solvente como del soluto. Al disminuir este
punto, se facilita una mayor deshidratacion de las células espermaticas, lo que a su vez reduce
el gradiente osmotico al que estas células estan expuestas. En otras palabras, se logra alcanzar
la misma concentracion de solutos a temperaturas mas bajas, proporcionando asi una mayor

proteccion a la célula (Sambalache, 2022).

Crioprotectores no permeables

Los crioprotectores no permeables son compuestos de alto peso molecular que no pueden
atravesar la membrana plasmatica. Su efecto protector se manifiesta en el medio extracelular,
donde generan un entorno hiperténico que propicia la salida de agua de la célula, provocando
una deshidratacién que reduce la probabilidad de formacion de cristales de hielo en el interior
celular y eviten ser reventados con la presion de los cambios radicales de la temperatura (Pérez
Q y Domingo, D. 2017).

e Azucares: El plasma seminal contiene de manera natural una variedad de azUcares,
entre los cuales se destacan la glucosa, la fructosa y el sorbitol. La glucosa y la fructosa
son los azucares mas comunmente utilizados en los diluyentes para la congelacion de
semen en animales, aunque el sorbitol también se emplea en la criopreservacion de
semen tanto en toros como en humanos. Sin embargo, el uso de azlcares como la
metilcelulosa no ha demostrado tener un efecto crioprotector tan eficiente, por lo que
generalmente requiere combinarse con otros crioprotectores (Buitrago y Pérez 2018).

e Leche desnatada: Las caseinas, fosfocaseinas y beta-lactoglobulinas derivadas de la

leche son compuestos organicos que desempefian un papel protector contra el estrés por
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frio. La leche desnatada en polvo o la leche entera homogeneizada se utilizan como
componentes principales de los diluyentes, y también pueden estar presentes en
pequefas cantidades en diluyentes sintéticos, sin embargo, la naturaleza exacta de su
mecanismo crioprotector aln no esta completamente clara (Buitrago y Pérez 2018).

e Yema de huevo: Los fosfolipidos y lipoproteinas presentes en la yema de huevo son
compuestos organicos que desempefian un papel protector ante los dafios causados por
la congelacion. Aunque la yema de gallina ha sido la que se ha utilizado
tradicionalmente en los diluyentes de semen, también se han obtenido buenos
resultados al probar con yema de otras especies, como la de pato (Buitrago y Pérez
2018).

Crioprotectores permeables

Los crioprotectores son compuestos de bajo peso molecular que pueden atravesar la membrana
plasmatica. Estos agentes inducen una reorganizacion en los componentes lipidicos y proteicos
de la membrana, lo que aumenta su fluidez. Este efecto favorece la deshidratacion celular a
bajas temperaturas y reduce la formacién de cristales de hielo en el interior de las células, lo
que a su vez mejora la supervivencia de los espermatozoides durante el proceso de congelacion,
y favorece tanto en el medio intracelular como en el extracelular (Castro, 2016).

Glicerol: El glicerol es el crioprotector mas utilizado, aunque no hay consenso sobre su
concentracion dptima en los diluyentes comerciales para equinos. Su uso presenta un efecto
negativo evidente, siendo un posible factor que contribuye a la baja motilidad y fertilidad
observadas tras la descongelacion, un problema que también se ha documentado en aves y otros
animales como por ejemplo los equinos. Los efectos toxicos del glicerol provocan alteraciones
en el citoplasma y desnaturalizacion de proteinas. Se sugiere que el principal mecanismo de
toxicidad del glicerol se origina por el estrés osmético que se genera durante su incorporacion
y eliminacién en los procesos de congelacion y descongelacion. Por esta razon, se han
propuesto crioprotectores alternativos que sean permeables, de menor peso molecular y
viscosidad, que disminuyan el estrés osmético y reduzcan la formacion de cristales de hielo
intracelulares (Castro, 2016).

Refrigeracion

En la mayoria de los casos, es indispensable llevar a cabo una fase de refrigeracién y

equilibracidn de las células espermaticas en el diluyente de congelacion. Este proceso facilita
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una deshidratacién y estabilizacion adecuadas de las células, lo cual depende de las diferencias
en permeabilidad y peso molecular de los crioprotectores en comparacion con las soluciones
fisioldgicas (Rangel, 2023).

En cualquier circunstancia, es fundamental que tanto las tasas de refrigeracién y equilibrio de
congelacion se ajusten a la composicion del medio de congelacion empleado, con el fin de

optimizar los resultados (Rangel, 2023).

Congelacion y almacenamiento de semen

Congelacion con el sistema convencional de nitrogeno liquido

El sistema convencional sugiere la colocacion de las pajuelas en posicion horizontal, a una
altura de 3 a 6 centimetros por encima del nivel de nitrégeno, durante un periodo de 7 a 20
minutos. Se observa una variacion en el ritmo de congelacion en funcion de la altura de
colocacion; sin embargo, en términos generales, la velocidad de congelacion es
considerablemente rapida, alcanzando aproximadamente -60°C por minuto. Este sistema ofrece
diversas ventajas, tales como su economia, simplicidad y la reduccion de costos asociados tanto

al equipamiento como al consumo de nitrogeno liquido (Guzman, 2023).

Sistema automatizado de congelacion

En la actualidad hay sistemas automatizados de congelacion, los cuales, en este contexto,
generalmente emplean curvas de congelacion que integran diversas velocidades. Estas incluyen
una primera fase de -10 °C/min entre las temperaturas de 20 °C y -15 °C, seguida de una segunda
fase con velocidades de aproximadamente -25 °C/min a -60 °C/min entre -15 °C y -120 °C.
Posteriormente, las pajuelas se sumergen en nitrégeno liquido. Este método permite una tasa
de congelacién mas uniforme, dado que proporciona un mayor control de la temperatura, lo
cual se ha asociado con una mejor calidad seminal posterior a la descongelacién en

comparacion con el sistema convencional de congelacion (Cedefio, 2023).

Envasado de pajillas

El proceso de envasado puede llevarse a cabo en macropajuelas de 4 o 5 ml, en micropajuelas
de 1 ml, en pajuelas de 0,5 ml, que son las mas comunmente utilizadas, o en pajuelas de 0,25

ml. El enfriamiento se presenta de manera mas uniforme y eficiente en las micropajuelas,
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especialmente en aquellas de 0,5 ml destinadas al semen equino; sin embargo, es necesario

utilizar varias pajuelas para concluir la dosis de inseminacion (Gutiérrez, 2013).

Descongelacion de semen

Existen diversos protocolos para la descongelacion de dosis seminales; sin embargo, el método
a emplear depende del sistema de envasado y de la velocidad de congelacion. Generalmente,
se recomienda que las micropajuelas sean descongeladas mediante inmersion en agua a una
temperatura de 37 °C durante un periodo de 0,5 a 1 minuto. Por otro lado, para las
macropajuelas de 5 0 2,5 ml, se sugiere el uso de temperaturas de 50 °C en el transcurso de 45
segundos (Garcia, 2023).

Mecanismos de crio lesion en el semen equino

El semen equino presenta caracteristicas morfologicas autdctonas de la especie, tales como una
cabeza asimétrica, la posicion abaxial de la cola, un acrosoma de poco volumen y la presencia
de microtibulos en el cuello. Asimismo, se ha documentado que el porcentaje de
espermatozoides considerados normales oscila entre el 51% y el 89%. Las anormalidades
mayores representan un 9. 5%, entre las cuales se incluyen anormalidades de la cabeza (4. 1%),
cola doblada bajo la cabeza (2. 5%) y defectos en el cuello (2. 4%). Por otro lado, las
anormalidades menores afectan un 10. 7%, y 6. 9% se encuentran colas dobladas, 1. 4% peérdida
de porciones de la cabeza y 2% pérdida del acrosoma. Estas caracteristicas morfologicas
pueden ser clasificadas como anormales, indicando una calidad espermética deficiente; no
obstante, se ha evidenciado que en diversos casos la morfologia de los espermatozoides no
guarda relacion con su fertilidad. En consecuencia, un amplio rango de anormalidades

morfoldgicas resulta aceptable en machos destinados a la reproduccion (Kuisma et al, 2006).

Sensibilidad de semen equino

El esperma equino puede ser sensible que afectan a la viabilidad y fertilidad como muerte de
esperma y anomalias genéticas o por otros factores como:
e Temperatura a cambios bruscos y para su almacenamiento adecuado se debe mantener

a una temperatura entre 4 a 6 grados centigrados
28



e Humedad para evitar la secades del semen por la cual debe mantenerse a un 60% y 80%

e Oxigeno el semen equino es muy sensible a lugares con mucho oxigeno por su
prematura oxidacion.

e El pH es fundamental para evitar la sensibilidad del semen equinoesunpH de 6,5a7,5

e Las toxinas de metales pesados (plomo, mercurio, cadmio, arsénico, cobre y zinc.) los
pesticidas, y todos los productos quimicos.

e Radiacion es muy sensible a la luz solar y radiacion ionizante que afecta directamente
al ADN.

e Enfermedades afectan al espermatozoide algunas enfermedades especificas como
arteritis viral e influenza equina.

e El estrés afecta psicoloégicamente a los caballos tanto maltrato entre ellos

La calidad del semen congelado y descongelado esta condicionada por la capacidad de los
espermatozoides para resistir estos procedimientos sin comprometer sus funciones
esenciales. La disminucion de cualquiera de estas funciones podria resultar en una
reduccion o supresion total de la fertilidad del espermatozoide. Durante los procesos de
criopreservacion, se generan dafios tanto letales como subletales en los espermatozoides,
similares a la apoptosis, que afectan su viabilidad e integridad, y, en consecuencia, su vida

media y capacidad fecundante (Gonzéles et al. 2015).

Gonzéles, (2015) menciono que los dafios experimentados durante la criopreservacion
seminal han sido clasificados por diversos autores segun su origen, incluyendo alteraciones
inducidas por cambios de temperatura, variaciones en la osmolaridad, o la accion de agentes

oxidantes.

Oxidacion del semen equino

La causa principal de la oxidacion de semen equino se da por el dafio causado de los radicales

libres de oxigeno ya que estos se producen de manera natural y también se pueden generar por

otros factores como la humedad, temperatura, contaminacion y oxigenacion en el semen
(Guzméan, 2023).

Durante el proceso de metabolismo oxidativo fisiologico de las células espermaticas, se

generan especies reactivas de oxigeno, comunmente conocidas como "radicales libres"

(EROs), las cuales desempefian un papel crucial en diversas funciones espermaéticas,

incluyendo la capacitacién, la reaccion acrosémica y el mantenimiento de la capacidad
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fecundante, entre otras. Sin embargo, se presenta un problema cuando existe un desequilibrio
en la produccién o en la degradacion de estas sustancias, lo que resulta en efectos adversos
sobre los espermatozoides, afectando aspectos como la membrana plasmaética, el ADN y
parametros espermaticos, como la motilidad (Rangel, 2023).

La deficiencia de antioxidantes produce dafio a las células espermaticas y el estrés oxidativo se
da cuando los radicales libres de oxigeno superan la capacidad del semen para ser
neutralizados, sin embargo, los espermatozoides dafiados o anormales que integran la
poblacion heterogénea tras el proceso de descongelacion generan una mayor cantidad de
radicales libres en comparacién con los espermatozoides viables o normales, lo que afecta de

manera negativa a estos ultimos (Guzman, 2023).

Estrés osmotico

Al disminuir la temperatura por debajo de los 20°C, el espermatozoide comienza a sufrir
cambios biofisicos, principalmente en su membrana plasmética. Sin embargo, cuando se
expone a temperaturas que oscilan entre los 0°C y los -20°C, e incluso hasta los -60°C, el
espermatozoide sufre efectos significativos de descompensacion idnica y de alteraciones en su
contenido liquido (Cedefio, 2023).

Los cristales de agua comienzan a formarse al descender la temperatura por debajo de -5°C.
Este fendmeno de cristalizacion provoca la separacion de todos los solutos del cristal, lo que a
su vez incrementa la concentracion de sales en la fraccion de agua que permanece en estado
liquido. Como consecuencia de este fendmeno, se produce un aumento en la presion osmética.
Debido a que el agua presente en el interior del espermatozoide cristaliza mas lentamente que
el agua situada en el exterior, se produce un movimiento de agua hacia el medio extracelular a
través de un gradiente osmotico, mediante la membrana plasmaética. Como resultado de este

proceso, el espermatozoide pasa a un estado de deshidratacion (Cedefio, 2023).

Estrés térmico

A lo largo del proceso de criopreservacion, se presentan alteraciones en las propiedades
termodinamicas y estructurales de los espermatozoides, lo cual repercute en su viabilidad. Esto
se debe a los cambios bruscos de temperatura, los cuales afectan, de manera particular a la
membrana plasmatica y a la membrana acrosomal (Gutiérrez, 2013).

La causa del dafio espermatico que se produce como resultado de un choque térmico esta
determinada no Unicamente por la disminucion de la temperatura, sino también por la velocidad
con la que dicha disminucion se lleva a cabo. Se ha establecido que cada tipo celular presenta

una velocidad éptima de congelacion, la cual garantiza su supervivencia tras el proceso de
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criopreservacion. Si la velocidad de congelacion es excesivamente rapida o demasiado lenta,

el estrés originado por el proceso de criopreservacion se incrementa (Gutiérrez, 2013).

Estrés mecanico

El dafio en las estructuras celulares del espermatozoide podria contribuir a la comprension de
la disminucion de la motilidad y, por consiguiente, de la fertilidad. Se ha documentado que los
dafios en las mitocondrias estan relacionados con la reduccién de la motilidad, sin embargo,
también se ha observado que el semen con un alto grado de dafio a nivel del ADN nuclear
presenta una notable disminucion en la motilidad y velocidad espermatica tras el proceso de
descongelacion (Garcia, 2023).

La viabilidad de las células espermaticas, son aquellas que presentan una membrana plasmatica
intacta y una funcion mitocondrial adecuada, ha sido seleccionada como un indicador clave
para la evaluacion de la calidad espermatica. Esto es especialmente relevante en el contexto de
la crioconservacion del esperma, ya que tanto la membrana plasmaética como la mitocondrial
pueden sufrir dafios durante dicho proceso (Garcia, 2023).

Seleccion de espermatozoides

Las técnicas de seleccion espermatica permiten la identificacion de una subpoblacion de
espermatozoides en funcién de sus caracteristicas especificas, emulando en cierta medida los
métodos naturales de seleccion espermatica y sea receptivo para la yegua. El objetivo de este
proceso es asegurar que Unicamente los espermatozoides que presentan una morfologia normal,
membranas celulares intactas y una cromatina espermatica integra logren atravesar el oviducto

y fertilizar el ovocito (Serres, 2015).

Métodos:

e Técnica de migracion espermatica: La técnica en cuestion se fundamenta en la
capacidad de los espermatozoides moviles para desplazarse o migrar activamente hacia
un medio selectivo que presenta una composicion diferente a la del medio original. Los
espermatozoides son seleccionados en funcidon de su motilidad, prescindiendo de
criterios relacionados con su morfologia, integridad y viabilidad. Este procedimiento se
lleva a cabo sobre el pellet obtenido mediante centrifugacion, lo cual repercute
negativamente en la calidad resultante, no solo debido a la técnica de centrifugacion en

si, sino también porque en el pellet final los espermatozoides se concentran junto a
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detritos que favorecen la liberacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) (Gonzales
et al. 2015).

e Técnica de adherencia espermatica: La técnica se fundamenta en la preponderante
tendencia observada en los espermatozoides muertos o dafiados a adherirse a los
granulos de polisacaridos que constituyen los filtros, permitiendo asi que los
espermatozoides con membranas plasmaticas y acrosomales intactas atraviesen las
columnas de polisacaridos. Esto resulta en una mejora en la calidad de la muestra
obtenida. En estudios previos, esta metodologia ha mostrado una correlacidn positiva
con el incremento de la fertilidad (Gonzéles et al. 2015).

e Técnica de centrifugacion coloidal: Se emplea una suspension de particulas coloidales,
la cual se coloca en un tubo, formando una separacion continua en dos capas distintas
(con 40-45% de coloide y otra con 80-90% de coloide). Sobre esta suspension se
deposita el semen, y a continuacion se procede a la centrifugacion, lo que permite la
separacion de los espermatozoides en subpoblaciones con diferentes gravidades
especificas. De este modo, los espermatozoides normales atraviesan los gradientes y se
localizan en el pellet, mientras que el resto de los espermatozoides no motiles o

anormales quedan en el sobrenadante con sus impurezas (Gonzales et al. 2015).

Caracteristicas reproductivas de los equinos

Primeramente, nos enfocamos en la edad de la madurez sexual que alcanza de 2 a 4 afios,
para poder evaluar unas buenas condiciones anatémicas se hizo referencia a los:
Buitrago y Pérez 2018, se enfocan en las caracteristicas del pene del caballo es un 6rgano que
forma de diferentes partes y tiene una particularidad en esta especie que eyacula por medio de
presion y calor, sus partes constan de:

e Glande:
El glande es la parte méas distal del pene y a su vez es la parte que tiene contacto con la
vagina y consta de una longitud de 10 a 15 cm y con un didmetro de 4 a 5 cm.

e Cuerpo del pene:
Es la porcidn principal que forma al pene por la cual se encuentra entre el glande y el
prepucio, su longitud consta de 30 a 40 cm aproximadamente y su didmetro tiene una medida
de6a8cm.

e Prepucio:
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El prepucio es un estuche de piel para guardar al pene cuando no esté en actividad (erecto) y
tiene una longitud de 10 a 15 cm aproximadamente.

e Frenillo:
El frenillo es una flexura de piel que esta conectado desde el glande conjuntamente con el
prepucio, la longitud consta aproximadamente de 2a 5 cm.

e Testiculos:
Ya que son los responsables de generar hormonas sexuales y espermatozoides, debemos
fijarnos en la circunferencia testicular que se mide el diametro de cada testiculo y tiene una
longitud de 20 a 25 cm en caballos adultos, también la longitud testicular que se hace
referencia desde la base hasta la punta del testiculo y debe tener una medida de 8 a 10 cm, y
por ultimo la anchura testicular que se mide la parte mas ancha de cada testiculo y tiene una
medida de 5 a 6 cm en caballos en una vida adulta, a pesar que influye en algunas razas tener
los testiculos mas pequefios como la raza del caballo arabe.

e Epididimo:
Es un conducto ubicado en la parte posterior de los testiculos donde da la funcion de
almacenamiento y maduracién de los espermatozoides, el epididimo tiene una longitud de 30
a 40 cmy de didmetro tiene una medida de 1 a 2 cm.

e Conducto eferente:
El conducto eferente en un conducto muscular que da la funcion de transporte de los
espermatozoides que da inicio desde el epididimo hasta terminar en la uretra, el conducto
eferente tiene una longitud de 30 a 50 cm y de didmetro una medida de 0,5a 1 cm.

e Uretra:
Es un conducto que ayuda a la accién de orinar y a la eyaculacion del caballo, la uretra tiene

una longitud de 50 a 60 cm y una medida de didametro de 2 a 3 cm.

e Prostata:
La préstata es un conducto cuya funcién es elaborar un liquido y a su vez forma parte del
semen, su longitud tiene una medida aproximadamente de 6 a 10 cm y un diametrode 4 a 5
cm.

e Glandulas bulbouretrales:
Son glandulas que elabora un liquido y forma parte del semen como la prostata y sus medidas
de las glandulas son aproximadamente con una longitud de 5 a 8 cm y un diametro de 2 a 4
cm.
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e Escroto:
El escroto es un saco de piel que da proteccion a los testiculos y a los epididimos y su
longitud es de 15 a 25 cm, con un diametro de 10 a 15 cm aproximadamente.

e Espermatozoide:
Los espermatozoides de los equinos tienen su propia morfologia como su cabeza es ovalada y
alargada su nucleo es ovalado y compacto el acrosoma es bien desarrollado y el flagelo es
largo, delgado con una particularidad de su estructura helicoidal, la dimension de un
espermatozoide equino es de 50 a 60 um, pero la longitud de la cabeza del espermatozoide es
de 5a 7 um con un ancho aproximado de 3 a 5 um, y el flagelo también tiene una longitud de
40 a 50 umy su respectivo didmetro de 0,5 a 1 um esto varia todo depende la raza, edad y

factores de la calidad espermaética (Restrepo et al. 2016).
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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la técnica de resuspencion espermatica sobre la calidad post descongelado de

semen equino de diferentes razas.

Objetivos especificos

Aplicar las técnicas de resuspencion de 1500rpm y 1700 rpm en 10 minutos en 3
diferentes razas de caballos como un caballo arabe, un caballo Criollo Colombiano y
un caballo espafiol.

Determinar la concentracién, movilidad, morfologia y vigor espermético (motilidad
masal) después de someter las muestras seminales a la técnica de resuspencion post
descongelado.

Evaluar mediante pruebas complementarias (test de host e integridad del acrosoma) el

semen equino post descongelado convencional y mediante técnicas de resuspencion.
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CAPITULO 11

METODOLOGIA

2.1 Ubicacidn del Estudio.

El presente estudio se realizo en la Hacienda San Pablo en Ecuador de América del Sur en

la Provincia de Tungurahua en la Parroquia de Cunchibamba con una altura de 2720 msnm,

con sus respectivas coordenadas son 1,9” O “S y 78grados 36”0 wen grados minutos

segundos o también se denomina en grados decimales que son -1,15y -78,6.

2.2 Caracteristicas del lugar

En la Parroquia Cunchibamba, del Canton Ambato en donde se realizaré el estudio tiene

las siguientes condiciones meteoroldgicas en la siguiente tabla.

Tabla 2

Caracteristicas del lugar de experimentacion.
CARACTERISTICAS DESCRIPCION
Temperatura, 2C 10a17
Precipitacidon anual, mm 220a 500

Clima, eC

Ecuatorial meso térmico seco

Altitud, msnm

2720

Viento, m/s

Sur oeste 3,9

Presién, hPa

1023

°C: grados centigrados, msnm: metros sobre el nivel del mar,

hPa: (heptopascal) medicion de la presion atmosfeérica, )
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2.3 Materiales, Equipos y Métodos

En cuanto a los materiales utilizados para el presente trabajo experimental se los ha

clasificado y diferenciado de la siguiente manera:

2.4 Material biologico experimental

Tres caballos de diferentes razas como:

Un caballo Arabe
Un caballo Espafiol

Un caballo Criollo Colombiano.

2.5 Material de campo
Overol
Bafio maria
Maniqui de Yegua
Vagina artificial equina
Botas
Guantes
Nitrégeno liquido
Cooler
Equipo de laboratorio
Microscopio
Gradillas
Cofia
Papel aluminio
Microscopio
Centrifugadora
Cajas Petri
Pipeteador
Pajuelas
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Puntas de pipetas

Selladores

Tubos falcon de 15ml y 45ml

Jeringas de 1ml

Filtro de café
Biberones de 160ml
Gasas

Poliexpander de 5mm

Plancha térmica

Crioramp

Ramcomp

Ramp plus

Hiposmotica de fructosa
Citrato de sodio
Glutaraldehido

Buffer fosfato salino
Agua bidestilada

Eosina

Nigrosina

Yema de huevo

Factor 1:

2.6 Reactivos

2.7 Factores de Estudio

Técnica de resuspencion (una velocidad de 1500 rpm en 10 minutos).

Factor 2:

Técnica de resuspencion (una velocidad de 1700 rpm en 10 minutos).

Factor 3:

Técnica convencional. (no necesita centrifugacion)
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2.8 Unidades experimentales
Para la presente investigacion se conto solo con 3 caballos de diferentes razas como:
e Un Caballo Arabe
e Un Caballo Espafiol

e Un Caballo Criollo Colombiano

2.9 Disefio experimental
Para el estudio se utiliz6 45 pajuelas para esta investigacion se evalu6 cada pajuela en el
microscopio a través de pruebas y reactivos para poder tener la concentracion, movilidad,
morfologia, vigor espermatico (motilidad masal), prueba de HOST e integridad del
acrosoma se ejecutd con un disefio completamente al azar (DCA), con arreglo factorial 3
X 2, que se refiere a 3 diferentes razas de caballos como donadores de semen y 2 técnicas
de procesamiento seminal. La unidad experimental se considerard un eyaculado, el
numero de eyaculados por semana seran las repeticiones. El tiempo destinado para las
extracciones de semen sera de 5 semanas. La distribucion de los tratamientos se describe

en el cuadro #1

Cuadro 1. NUMERO DE TRATAMIENTOS EXPERIMENTALES Y REPETICIONES.

Tratamientos # de repeticiones | # de animales Total
Repeticiones

R1TO 5 eyaculaciones 5
R1T1 5) 5)
R1T2 5 ' 5
R2TO 5) 5)
R2T1 5 5
R2T2 5 ' 5
R3TO 5) 5)
R3T1 5 5
R3T2 5) ' 5)
Total, de animales 3 45

R1TO: Caballo Arabe con Convencional (testigo) R1T1: Caballo Arabe con técnica de resuspencion 1500 rpm.
R1T2: Caballo Arabe con técnica de resuspencion 1700rpm.

R2TO0: Caballo Criollo Colombiano con Convencional (testigo) R2T1: Caballo Criollo Colombiano con técnica
de resuspencion 1500rpml. R2T2: Caballo Criollo Colombiano con técnica de resuspencion 1700rpm

R3TO0: Caballo Espafiol con Convencional (testigo) R3T1: Caballo Espafiol con técnica de resuspencion a 1500
rpm. R3T2: Caballo Espafiol con técnica de resuspencion a 1700 rpm.




Procesamiento de la informacion.

Los datos obtenidos seran tabulados mediante el programa de software INFOSTAT (2019).
Técnicas para tabular datos
Una vez realizada las pruebas y recopilada la informacion obtenida se sometieron a un

ADEVAy al existir diferencias entre las medias de los distintos tratamientos se sometio a la

prueba estadistica de Tukey con valor de probabilidad de error del 5% (0,05).

2.10 Mediciones experimentales

Para el presente estudio nos enfocamos a considerar las siguientes variables y evaluar el
semen equino postdescongelado:

e Movilidad (%)

e Vigor espermatico (motilidad masal) (%)

e Morfologia (%)

e Concentracion (ml)

e Integridad del acrosoma (%)

e Prueba de host (%)

Procedimiento experimental

En esta investigacion se utilizaron caballos de la hacienda San Pablo en Cunchibamba, de
diferentes razas. Uno de ellos fue un ejemplar arabe de aproximadamente 8 afios. Debido a su
temperamento, se mantenia aislado de los demas caballos. Su alimentacién consistia en
concentrado y pastoreo, duerme en el potrero y se mantiene en sogued, mientras que los otros
caballos como el caballo criollo colombiano y el caballo espafiol, ambos de aproximadamente
6 afios. A diferencia del caballo arabe, estos ejemplares vivian en condiciones distintas, en las

mafianas se le sacaba al potrero, y por las tardes en pesebrera individuales, siguiendo el mismo
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manejo que el resto de los caballos que habitan en el predio. Su alimentacidn consistia en
concentrado y heno.
Todos los caballos seguian un riguroso calendario de vacunacién anual con la vacuna FLUVAC
INNOVATOR 6:

e Encefalomielitis Equina del Este (EEE)

e Encefalomielitis Equina del Oeste (WEE)

e Encefalomielitis Equina Venezolana (VEE)

e Rinoneumonitis Equina (Herpesvirus Equino tipo 1y tipo 4)

e Influenza Equina (cepas Al, A2 Miami y A2 Kentucky)

e Tétanos

Asimismo, los caballos fueron sometidos a un protocolo de desparasitacion y vitaminizacion
para mejorar su condicion corporal. Posteriormente, se entrenaron durante un periodo de 12
dias para el adiestramiento al salto del maniqui, facilitando el manejo por parte del personal

humano y el uso de la vagina artificial.

Procedimiento de recoleccion y evaluacion del semen equino

En primer lugar, durante la primera semana y a lo largo de toda la investigacion, se aplico un
protocolo estandarizado a todos los equinos. Para ello, los caballos fueron trasladados al establo
con el propodsito de realizar la limpieza del pene, un paso fundamental para prevenir la
contaminacion de la muestra seminal (Samper, 2009). Posteriormente, los animales fueron
ubicados en un ambiente tranquilo durante aproximadamente 20 minutos, mientras se
preparaba la vagina artificial equina de marca Missouri. Este dispositivo consta de un capuchon
de cuero, una camisa interna de latex conectada a una valvula para el ingreso y salida de agua
y aire, asi como un biberén esterilizado acoplado en la parte inferior de la camisa de latex, lo
que facilita la recoleccion del eyaculado (McKinnon & Voss, 2011).

A continuacion, se introdujo agua en la vagina artificial a una temperatura de entre 45 y 50
grados centigrados, complementandola con aire para generar la presion interna adecuada. Este
procedimiento permite simular condiciones similares a la monta natural, dado que la
eyaculacion en los equinos se produce en respuesta a estimulos de presion y temperatura
(\Varner et al., 2014). Asimismo, se aplicé lubricante en la parte posterior del dispositivo con
el objetivo de facilitar la penetracion y garantizar una eyaculacion éptima.
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Una vez lista la vagina artificial, el caballo fue conducido hacia el maniqui para realizar el salto
correspondiente. En ese momento, cuando el animal se posiciono sobre el maniqui, su pene fue
cuidadosamente desviado hacia la vagina artificial. Tras la introduccién, se esperd de 20 a 30
segundos para su eyaculacién, una vez tomado la muestra filtrada se le traslado al laboratorio,
y se realizo la respectiva evacuacion del agua y el aire, para poder volver a utilizar para las
siguientes colectas y asi poder ingresar agua caliente para equilibrar su temperatura (Sieme et
al., 2016). Como resultado, la eyaculacién del equino ocurrié aproximadamente 30 segundos
después de la insercion.

Posteriormente, la muestra seminal fue trasladada al laboratorio, donde se llevo a cabo su
filtracion mediante papel filtro en un recipiente estéril. Luego, se midié el volumen de la
muestra para determinar la cantidad total de semen recolectado (Aurich, 2012). Paralelamente,
se encendi6 un bafio maria y se programé a 37 grados centigrados para mantener la muestra en
condiciones dptimas durante 30 minutos antes de afiadir los diluyentes.

Durante este periodo de estabilizacion, se realiz6 un andlisis microscépico del semen recién
colectado. En este sentido, se evaluaron parametros esenciales como la concentracion
espermatica, la motilidad masal e individual, la morfologia espermética y la integridad de la
membrana y del acrosoma (Gibb et al., 2015). Finalmente, se procedié a la preparacion de los
diluyentes especificos para su procesamiento. El diluyente Ramp Plus, que contiene L-
arginina, L-carnitina y antioxidantes como la vitamina E y el selenio, fue utilizado para la
centrifugacion del semen. Por otro lado, el diluyente CrioRamp, que incluye glicerol como
crioprotector y antioxidantes como la vitamina E y el selenio, fue destinado al proceso de
congelacién (Aurich, 2012).

En conclusion, la recoleccion y evaluacion del semen equino sigue un protocolo estructurado
que garantiza la calidad de la muestra para su posterior procesamiento y preservacion. La
aplicacion de procedimientos estandarizados y el uso de tecnologias avanzadas en
biotecnologia reproductiva permiten optimizar la fertilidad equina y mejorar la eficiencia de

los programas de reproduccion asistida

Diluyente Crioprotector (Ramp Plus)

El diluyente Ramp Plus es una solucion disefiada para la resuspension, refrigeracion y

transporte de muestras seminales equinas. En este sentido, su formulacion tiene como objetivo

mejorar la calidad del semen mediante la inclusion de compuestos que optimizan la
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concentracion, motilidad y morfologia espermatica. Ademas, este diluyente contribuye al
aumento de la fertilidad gracias a la presencia de la L-arginina y la L-carnitina, sustancias que
estimulan la produccion de espermatozoides y mejoran su calidad (Aurich, 2012).

Por otro lado, el Ramp Plus contiene antioxidantes como la vitamina E y el selenio, los cuales
desempefian un papel crucial en la proteccion de los espermatozoides frente al dafio oxidativo
(Gibb et al., 2015). Asimismo, estos compuestos ayudan a regular la funcion hormonal
masculina, favoreciendo la salud reproductiva del equino. Entre sus ingredientes activos mas
relevantes se encuentran la L-arginina, que mejora la movilidad espermaética; la L-carnitina,
encargada de optimizar el metabolismo energético de los espermatozoides; el zinc, esencial
para la espermatogénesis y la funcién testicular; la vitamina E, que protege frente al estrés
oxidativo, y el selenio, que contribuye a la integridad estructural de los espermatozoides
(Varner et al., 2014).

Protocolo de Preparacion del Diluyente

Para la preparacion de 100 ml del diluyente Ramp Plus destinado a la centrifugacion,
refrigeracion y transporte de semen equino, se siguid un protocolo especifico. En primer lugar,
se calentaron 100 ml de agua destilada a 37 °C, los cuales fueron vertidos en la bolsa del
diluyente de 9,1gr de Ramp Plus. A continuacion, la mezcla se agitd de manera lenta y
constante hasta obtener una solucion homogénea. Posteriormente, se afiadieron 2 ml del
crioprotector Ramp Plus compuesto por antioxidantes como la vitamina E y el selenio,
asegurando su homogenizacién mediante movimientos suaves (Sieme et al., 2016).

Seguidamente, la mezcla se mantuvo a 37 °C durante 10 minutos, con el proposito de asegurar
la activacion de los componentes antes de su combinacion con el semen. Finalmente, el
diluyente fue incorporado de manera gradual y uniforme a la muestra seminal, garantizando
asi una distribucién homogénea sin generar estrés osmatico en los espermatozoides (McKinnon
& Voss, 2011). Este procedimiento asegura una resuspension efectiva del semen equino, lo que

permite preservar su viabilidad durante el transporte y almacenamiento.

Diluyente Crioprotector (CrioRamp)

El CrioRamp es un producto disefiado especificamente para mejorar la calidad y supervivencia

de los espermatozoides durante los procesos de congelacion y descongelacion. En este sentido,
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su formulacion contribuye a la preservacion de la viabilidad espermatica, ya que protege a los
espermatozoides del dafio celular causado por los cambios de temperatura extremos, lo que
favorece su funcionalidad tras la descongelacion (Aurich, 2012).

Asimismo, este diluyente destaca por su capacidad para reducir el estrés oxidativo, gracias a la
inclusién de antioxidantes que protegen a los espermatozoides frente a los radicales libres
generados durante la criopreservacion (Sieme et al., 2016). De igual manera, mantiene la
integridad de la membrana espermatica, un factor esencial para garantizar tanto la
supervivencia como la fertilidad de los espermatozoides (Varner et al., 2014). Ademas, el
CrioRamp mejora la motilidad espermatica post-descongelacion, lo que incrementa la
probabilidad de éxito en los procedimientos de reproduccion asistida. Finalmente, su
compatibilidad con diversos protocolos de congelacion y descongelacion lo convierte en un
diluyente versétil y facil de utilizar (Gibb et al., 2015).

Entre sus principales ingredientes se encuentran el glicerol, que actiia como crioprotector, y los
antioxidantes vitamina E y selenio, ambos esenciales para minimizar el dafio oxidativo y

preservar la integridad estructural de los espermatozoides (McKinnon & Voss, 2011).

Protocolo de Preparacion del Diluyente CrioRamp

Para la preparacion de 90 ml del diluyente CrioRamp destinado a la congelacion de semen
equino, se siguid un protocolo estructurado. En primer lugar, se tomaron 81 ml de agua
bidestilada y se calentaron en un bafio maria a 37 °C. Posteriormente, se adicionaron a los 8gr
del diluyente CrioRamp Plus, homogenizando la mezcla de manera lenta y constante durante
un periodo minimo de 10 minutos.

A continuacion, se afiadieron 4.5 ml del crioprotector Rampco (glicerol), asegurando que la
solucién se mantuviera a una temperatura constante de 30 °C. Posteriormente, se llevé a cabo
una segunda homogenizacion durante 5 minutos, manteniendo la mezcla a la misma
temperatura. En la siguiente fase, se procedio a la adicion de 4.5 ml de yema de huevo, la cual
fue previamente separada de la clara. Esta incorporacion se realizé de manera lenta y uniforme,
garantizando una adecuada homogenizacion sin la formacion de espuma (Sieme et al., 2016).
Finalmente, el volumen del diluyente CrioRamp Plus se dividio para su uso inmediato, mientras

que el resto se almacen6 bajo condiciones de congelacion dptimas hasta su préximo empleo.

Evaluacién del Semen Fresco
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Como parte del proceso de criopreservacion, se llevé a cabo una evaluacion del semen fresco
antes de su procesamiento. Para ello, se consideraron variables clave como el volumen de
eyaculacion, morfologia espermaética, concentracion espermética, motilidad individual y masal,
integridad del acrosoma e integridad de la membrana plasmatica (Varner et al., 2014). Estos
parametros fueron analizados mediante técnicas de laboratorio especializadas, con el fin de
determinar la calidad de la muestra antes de proceder con la congelacion.

Volumen de eyaculado

El volumen de cada eyaculacion se determind inmediatamente después de la colecta, utilizando
un cilindro graduado para su medicion en mililitros (Amann & Waberski, 2014). Se puede
observar el volumen de eyaculado de cada caballo en diferentes semanas de recoleccion. tabla
#3

Morfologia espermatica

El analisis de la morfologia espermatica es un procedimiento esencial para evaluar la calidad
seminal y, por ende, la fertilidad en equinos (Garcia et al., 2020). En este sentido, la evaluacion
microscopica del semen permite identificar posibles anomalias en la forma y estructura de los
espermatozoides, lo cual resulta determinante en su capacidad reproductiva (Pérez & Ramirez,
2018).

Para llevar a cabo este andlisis, se siguio un procedimiento estructurado en varias etapas. En
primer lugar, se recolectdé una muestra de semen fresco y homogéneo. Posteriormente, con el
fin de mejorar la visualizacion de las estructuras espermaticas, se fijo y tifié una fina capa de
semen sobre un portaobjetos, empleando técnicas como la tincion de Eosina-Nigrosina
(Martinez et al., 2019).

A continuacion, se realizé la observacion microscopica utilizando un aumento de 1000x con
aceite de inmersién. Se analizaron al menos 100 espermatozoides distribuidos aleatoriamente,
los cuales fueron clasificados en normales y anormales. Seglin Rodriguez y Lopez (2021), los
espermatozoides normales presentan una morfologia ovalada y simétrica, con una pieza media
alineada y una cola recta sin deformidades. En contraste, aquellos con anomalias pueden
presentar cabeza doble, amorfa o desproporcionada, asi como defectos en la pieza media y la
cola, tales como engrosamiento, torsion, fracturas o acortamiento.

Finalmente, el calculo del porcentaje de espermatozoides normales y anormales permitio
determinar la calidad de la muestra. Diversos estudios establecen que un minimo del 60% de

espermatozoides con morfologia normal es un criterio fundamental para considerar una
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muestra como apta para reproduccién asistida (Torres et al., 2017). Este analisis, por lo tanto,
resulta imprescindible en la toma de decisiones dentro de los programas de reproduccién

equina.
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. . Niimero de espermatozoides normales _
Porcentaje de espermatozoides normales — - - = 100
Niimero total de espermatozoides observados

. . Niimero de espermatozoides anormales
Porcentaje de espermatozoides anormales = - - x 100
Niumero total de espermatozoides observados

Calculo de la concentracion espermatica

El calculo de la concentracion espermatica es un procedimiento esencial en la evaluacion de la
calidad seminal, ya que permite cuantificar la densidad de espermatozoides presentes en una
muestra y, por ende, su potencial reproductivo (Garcia et al., 2020). Para ello, se utilizé la
camara de Neubauer, siguiendo un protocolo estandarizado que garantizd precision en la
medicion y minimizacion de errores (Pérez & Ramirez, 2018).

Para llevar a cabo este andlisis, se siguieron cinco etapas fundamentales. En primer lugar, se
realiz6 una dilucion 1:50 para muestras con alta concentracion espermatica, utilizando una
solucion de cloruro de sodio. La preparacion consistié en mezclar 20 puL de semen con 980 pL
de diluyente, con el objetivo de asegurar una adecuada homogenizacion y una distribucion
uniforme de los espermatozoides, facilitando asi su observacion (Martinez et al., 2019).

En segundo lugar, se procedio a la carga de la camara de Neubauer. Se depositaron 10 pl de la
muestra diluida en cada extremo de la cAmara, garantizando la ausencia de burbujas que
pudieran interferir en la observacion. Luego, la muestra fue colocada en el microscopio para

su analisis.

A continuacion, se llevé a cabo el conteo espermatico, un paso clave en el proceso. Para ello,
se analizaron los espermatozoides presentes en los cuatro cuadrantes delimitados de la camara
de Neubauer, obteniéndose los siguientes valores: cuadrante 1 (50), cuadrante 2 (45), cuadrante
3 (46) y cuadrante 4 (50). La suma total de los conteos fue de 191 espermatozoides, lo que, al
dividirse entre los cuatro cuadrantes evaluados, arrojo un promedio de 47.75 espermatozoides
por cuadrante.

Posteriormente, se aplico la formula matematica correspondiente. ElI promedio obtenido se
multiplico por la constante de 200,000, la cual representa el volumen de la camara de Neubauer
y el factor de dilucidn. Asi, se determind que la concentracion espermatica en el semen diluido
fue de 9,550,000 espermatozoides/ml (Rodriguez & Ldpez, 2021).
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Finalmente, se calcul6 el total de espermatozoides presentes en la muestra analizada. Para ello,
el valor obtenido se multiplicé por el volumen total de la eyaculacion (40 ml), lo que resultd
en un total de 382,000,000 espermatozoides. Este resultado se encuentra dentro de los
pardmetros esperados para evaluar la calidad seminal en equinos, ya que un adecuado conteo

espermatico es un indicador clave de fertilidad en la especie (Torres et al., 2017).

Motilidad espermatica individual y masal

La motilidad espermética es un parametro fundamental en la evaluacion de la calidad seminal,
ya que permite determinar la capacidad de los espermatozoides para desplazarse de manera
eficiente hacia el 6vulo y, por ende, su potencial fertilizante (Garcia et al., 2020). Para su
analisis, se evaluaron tanto la motilidad masal como la motilidad progresiva individual
mediante la observacion directa bajo el microscopio, siguiendo un protocolo estandarizado
(Pérez & Ramirez, 2018).

En primer lugar, para la preparacion de la muestra, se extrajeron aproximadamente 5 ul de
semen, los cuales fueron colocados sobre un portaobjetos limpio y posteriormente cubiertos
con un cubreobjetos. Este procedimiento aseguré una distribucion uniforme de los
espermatozoides, facilitando su observacion y evitando la evaporacion de la muestra (Martinez
etal., 2019).

Seguidamente, se ajusto el microscopio a un aumento de 400x, manteniendo la temperatura de
la platina a 37 °C con el proposito de evitar el enfriamiento del semen, lo cual podria afectar la
movilidad de los espermatozoides. La motilidad masal se evalué observando el movimiento
conjunto del grupo de espermatozoides sin enfocarse en individuos especificos. De esta
manera, se clasifico el movimiento en tres categorias: buen movimiento ondulante (++),
movimiento reducido (+) o ausencia de movimiento (-) (Rodriguez & Ldpez, 2021).

Por otro lado, la motilidad progresiva individual se analiz6 examinando un minimo de 100
espermatozoides seleccionados al azar. Estos fueron clasificados en cuatro grupos principales:
progresivo rapido, cuando el desplazamiento es rectilineo hacia adelante; progresivo lento,
cuando el avance es erratico o con velocidad reducida; no progresivo, en casos donde los
movimientos son circulares sin desplazamiento efectivo; e inmdvil, cuando no se observa

movimiento alguno (Torres et al., 2017).
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El porcentaje de motilidad progresiva se calculd mediante la division del ndmero de
espermatozoides moviles progresivos entre el total de espermatozoides analizados,

multiplicando el resultado por 100. La formula empleada fue:

Nilmero de espermatozoides méviles progresivos
Motilidad progresiva (%) = ( L Prog ) % 100

Total de espermatozoides observados

De acuerdo con los estandares reproductivos en equinos, una muestra seminal se considera de
buena calidad cuando al menos el 60% de los espermatozoides presentan motilidad progresiva.
Este pardmetro es crucial, ya que una alta motilidad espermaética esta directamente relacionada
con mayores tasas de fertilizacion en biotecnologias reproductivas como la inseminacion

artificial y la transferencia de embriones (Lépez et al., 2022).
Prueba de la integridad del acrosoma (Hypoosmotic Swelling Test, HOST)

La evaluacion de la integridad y funcionalidad de la membrana plasmatica espermatica es un
aspecto fundamental en el analisis de la calidad seminal, ya que permite determinar la
viabilidad de los espermatozoides y su capacidad para resistir cambios osmaticos. En este
contexto, la prueba de hinchamiento hipoosmotico (Hypoosmotic Swelling Test, HOST) ha
sido ampliamente utilizada como un indicador confiable de la estabilidad de la membrana
espermatica, lo cual es crucial para garantizar su funcionalidad en procesos reproductivos
asistidos (Contreras et al., 2020).

Preparacion del reactivo HOST

Para llevar a cabo la prueba, se emplearon fructosa y citrato trisédico como los principales
componentes del reactivo. En primer lugar, se prepar6 la solucion hipoosmotica disolviendo 8
gramos de fructosa y 4 gramos de citrato trisédico en 270 ml de agua bidestilada. Esta mezcla
proporciond el medio adecuado para inducir la respuesta osmotica de los espermatozoides,

asegurando condiciones Optimas para la evaluacion (Lopez et al., 2019).
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Procedimiento de la prueba HOST

El procedimiento experimental se desarrollé en varias etapas. En primer lugar, se preparé la
relacion de mezcla entre la solucion hipoosmotica y la muestra seminal en una proporcion de
2:1, es decir, se combinaron 200 ul de la solucion con 100 ul de semen descongelado.
Posteriormente, la mezcla se incubé en bafio maria a 37 °C durante 30 minutos, asegurando
una temperatura estable para evitar alteraciones en la respuesta osmoética de los
espermatozoides (Martinez et al., 2021).

Seguidamente, una gota de la muestra fue colocada sobre un portaobjetos precalentado a 35
°C, con el objetivo de minimizar posibles efectos negativos del enfriamiento sobre la motilidad
espermatica. A continuacion, la muestra fue evaluada bajo un microscopio Optico con un
aumento de 40x, permitiendo la identificacion de los cambios morfoldgicos espermaticos

inducidos por la solucién hipoosmotica (Gémez & Ramirez, 2018).

Evaluacién de resultados

El analisis de los espermatozoides se realizd contabilizando aquellos que presentaron colas
enrolladas, lo que indica una membrana plasmatica funcional y, por ende, una capacidad
adecuada para mantener el equilibrio osmético. Esta respuesta es indicativa de una integridad
estructural Optima, lo que sugiere que los espermatozoides poseen el potencial necesario para
participar en la fecundacion (Rodriguez et al., 2017).

Por el contrario, la presencia de espermatozoides sin colas enrolladas reflej6 una membrana
plasmatica dafada, lo que compromete la calidad seminal y disminuye las probabilidades de
éxito en procesos reproductivos. En este sentido, la prueba HOST complementa otros analisis
seminales, proporcionando informacién valiosa sobre la viabilidad espermatica y su capacidad
fertilizante (Torres et al., 2022).

Evaluacion de la Integridad del Acrosoma Espermatico
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El analisis de la integridad del acrosoma espermatico es un procedimiento fundamental en la
evaluacion de la calidad seminal, ya que permite determinar la viabilidad de los
espermatozoides y su capacidad potencial para la fertilizacion (Garcia et al., 2020). Para ello,
se empled una metodologia especifica que incluy6 la preparacion de un reactivo fijador y el
uso de tinciones diferenciadoras con el fin de identificar estructuras celulares intactas o

alteradas.

Preparacion del Reactivo

En primer lugar, se prepard una solucién de glutaraldehido al 0,2%, la cual se obtuvo mediante
la dilucion de 50 ml de buffer fosfato salino en 49,98 ml de agua destilada. Este reactivo
desempefié un papel clave como fijador, preservando la estructura del acrosoma y evitando su

alteracion durante el anélisis microscépico (Martinez et al., 2019).

Procedimiento del Analisis, Preparacion de la Muestra

Para garantizar condiciones optimas de analisis, se tomé 0,5 pul de semen descongelado y se
colocé sobre un portaobjetos previamente precalentado a 35 °C mediante una plancha térmica.
Este procedimiento evito el enfriamiento del semen y, en consecuencia, posibles alteraciones

en la integridad del acrosoma (L6pez & Ramirez, 2021).

Tincién

Posteriormente, la muestra fue sometida a un proceso de tincién diferencial, el cual consistio
en la mezcla de 5 pl de semen descongelado con 1 ul de nigrosina y 1 pl de eosina. Esta
combinacién se agitd suavemente hasta obtener una mezcla homogénea y, finalmente, se

extendio sobre el portaobjetos utilizando la técnica de frotis (Fernandez et al., 2018).

Observacion y Evaluacion

La observacion microscépica se realizd con el objetivo de diferenciar los espermatozoides
vivos de los muertos mediante el analisis de su coloracion. De este modo, los espermatozoides

Vivos presentaron una membrana acrosémica de color rosado con una base azul, lo que indico
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una estructura integra. En contraste, los espermatozoides muertos mostraron una coloracién
homogénea, sin distincion entre acrosoma y base, reflejando un dafio en la membrana

plasmética (Rodriguez et al., 2017).

Una vez realizadas las pruebas en el semen fresco, se afiadié el diluyente Ramp Plus a la
muestra seminal para su centrifugacion. La proporcion utilizada fue de 1:1, es decir, se agregd
el mismo volumen de diluyente que de semen.

La muestra se fraccioné para tres tratamientos: testigo, 1500 rpm y 1700 rpm. En cada caso, se
distribuyeron 10 ml de semen equino y 10 ml de diluyente Ramp Plus en tubos Falcon de 15
ml. Al tratamiento control solo se le incorporé el diluyente Ramp Plus, dejandose reposar en
bafio maria a 30 °C.

Para los tratamientos sometidos a centrifugacion, las muestras fueron manejadas de la siguiente
manera:

e Enun tratamiento, se centrifugd la muestra a 1500 rpm durante 10 minutos.

e En el segundo tratamiento, la fuerza centrifuga se ajusté a 1700 rpm para el mismo

tiempo.
Tras la centrifugacion, las muestras se separaron en dos fracciones:

o Pellet: Sedimento que contiene los espermatozoides.

e Sobrenadante: Liquido que incluye proteinas, restos de semen y plasma seminal.
Finalmente, el sobrenadante se retir6 cuidadosamente con una pipeta, manteniendo
aproximadamente un 25% de plasma seminal junto con el boton espermético. Ademas, se
verificd la viabilidad del semen tras la centrifugacion, asegurando su aptitud para futuros

analisis.

Proceso de Congelacion del Semen Equino con CRIORAMP

Tras la separacion del pellet y el sobrenadante, el semen fue mezclado con el diluyente
CRIORAMP para su congelacion. Se emple6 una proporcion de 1:3 (semen:diluyente) para
garantizar una adecuada distribucion de los espermatozoides y una éptima proteccién durante

el proceso de congelacion.

Envasado de las Pajuelas:
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1. Se utilizaron pajuelas de 0,5 ml, cada una equipada con balines de 0,5 mm de diametro.

2. Parael llenado, se corto un extremo de la pajuela, conectando una punta de pipeta a una
jeringa de insulina.

3. Se absorbié lentamente el contenido hasta humedecer el tapdn de algodon, dejando una
camara de aire en la parte intermedia de la pajuela.

4. Finalmente, se sell6 cada pajuela mediante presion con el balin correspondiente.

Etapas del Enfriamiento y Congelacion:

1. Refrigeracion inicial: Las pajuelas se mantuvieron a 5 °C durante 45 a 60 minutos para
que los espermatozoides se adaptaran al descenso de temperatura y facilitaran la
absorcion del crioprotector.

2. Precongelacion: Las pajuelas fueron colocadas a 5 cm sobre los vapores de nitrégeno
liquido, manteniéndose en esta posicion durante 15 a 20 minutos.

3. Congelacién final: Las pajuelas fueron sumergidas completamente en nitrégeno liquido
a-196 °C para su almacenamiento a largo plazo.

Las pajuelas se los guardo en el tanque de nitrogeno liquido rotuladas con su respectiva raza,
y las revoluciones sometidas en la centrifugadora, Este protocolo asegura la viabilidad y
calidad del semen equino, permitiendo su conservacion y uso en programas de reproduccion

asistida por periodos prolongados.

Descongelamiento de Pajuelas de Semen Equino

El descongelamiento del semen equino congelado es un paso critico para mantener la viabilidad
de los espermatozoides y su capacidad reproductiva. Un procedimiento adecuado garantiza la
recuperacion del material genético sin dafio significativo. A continuacion, se describe el
proceso:
1. Preparacion del material:

« Bafio Maria ajustado a 37 °C.

e Pinzas limpias y esterilizadas para manipular las pajuelas.

o Portaobjetos y cubreobjetos para evaluacion microscopica.

2. Proceso de descongelamiento:
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o Retirar las pajuelas del tanque de nitrégeno liquido con pinzas, evitando el contacto
directo para prevenir quemaduras.
o Inmediatamente, sumergir las pajuelas en el bafio Maria a 37 °C durante 30 a 45
segundos.
o Asegurarse de que el liquido dentro de las pajuelas se descongele de manera uniforme.
3. Apertura de las pajuelas:
o Secar cuidadosamente la pajuela con papel absorbente.
o Romper el extremo sellado del balin con una pinza y vaciar el contenido en un tubo
estéril.
4. Evaluacion post-descongelacion:
e Tomar una pequefia muestra y colocarla en un portaobjetos.
« Evaluar bajo el microscopio (aumento de 400x) para verificar la motilidad espermatica
y la integridad del semen.
e Registrar los porcentajes de motilidad y viabilidad espermatica.
Este procedimiento permite asegurar la calidad del semen tras el descongelamiento,

favoreciendo su uso en inseminacion artificial con altos indices de éxito

Una vez realizado este proceso se evaluaron las pajuelas de los caballos con sus respectivos
tratamientos para evaluar lo siguiente: vigor, concentracion espermatica, motilidad individual
y masal, integridad de la membrana e integridad del acrosoma siguiendo los protocolos antes

mencionados y evaluados en el semen fresco.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

1. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS:
Tabla 3

Volumen de eyaculado de cada raza de caballo en cada colecta por semana.

Volumen de semen eyaculado por cada extraccion con la vagina artificial

semana 1l semana 2 semana 3 semana4 semana5

CRIOLLO COLOMBIANO  47ml 50ml 48ml 50ml 48ml
ESPANOL 55ml 50ml 53ml 52ml 50ml
ARABE 40ml 50ml 48ml 51ml 50ml

El caballo Espafiol presentd el mayor volumen promedio (52 ml) y una variacién leve entre
semanas, con su punto mas alto en la semana 1 (55 ml) y el mas bajo en la semana 5 (50 ml).
El Criollo Colombiano tuvo valores cercanos al caballo Espafiol pero con un volumen
promedio menor (48.6 ml). Se observa estabilidad, con fluctuaciones de solo 3 ml entre
semanas.

El Arabe present6 el volumen maés bajo en la primera semana (40 ml) pero mostré una
recuperacion en las siguientes semanas hasta alcanzar los valores de las otras razas. Su
promedio (47.8 ml) es similar al Criollo Colombiano, aunque con mas variabilidad inicial.
Estos resultados son consistentes con estudios previos que han identificado diferencias
raciales en la produccién seminal equina debido a factores genéticos, tamafio testicular y

capacidad reproductiva de cada linaje (Gutiérrez & Pérez, 2018).
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Tabla 4

Analisis de semen fresco en las diferentes razas de caballos

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DE SEMEN FRESCO DE LAS 3 RAZAS DIFERENTES

JABALLO COLOMBIAN( CABALLOESPANOL  CABALLO ARABE P<0,05 EEM
Vigor (Puntos) 340° 320° 380° 0178 022
Motilidad individual (%) 61,60° 65,00° 66,00° 04071 2,34
Morfologia normal (%) 62,60° 66,00° 6320° 0,5061 214
Integridad de la membrana (%) 67,00° 66,00° 68,60° 0,7299 231
Integridad del acrosoma (%) 68,00° 69,00° 75,00° 00179 158
Concentracion espermética (spz/mi) 7240° 7700° 7540° 0,8458 567

b Estas letras indican cudles grupos son significativamente diferentes entre si, **?estas letras significa que no tienen diferencia significativa
entre si, p es menor a 0,05 existe una diferencia significativa y si p es mayor no se considera una diferencia significativa, EEM: Error estandar
de la media.

Vigor espermatico

En primer lugar, el vigor espermatico presento6 valores que oscilaron entre 3.20 y 3.80 puntos,
siendo la raza Arabe la que mostr6 el mayor promedio. No obstante, el anélisis estadistico
revelo que no existen diferencias significativas entre los valores reportados (P = 0.178), lo
que indica que los espermatozoides de las tres razas presentan un nivel de vigor comparable.
Estos resultados coinciden con los hallazgos de Garcia et al. (2015), quienes evaluaron el
semen de distintas razas equinas y concluyeron que el vigor espermatico no varia
significativamente entre razas cuando los individuos son sometidos a condiciones de manejo

reproductivo similares.

Motilidad individual (%0)

Otro de los parametros analizados fue la motilidad espermatica, la cual es esencial para la
capacidad de los espermatozoides de desplazarse hacia el évulo. En este caso, se observaron
valores que oscilaron entre 61.60% (Caballo Colombiano) y 66.00% (Caballo Arabe), sin
diferencias significativas entre las razas (P = 0.4071).

Resultados similares han sido reportados por Martinez et al. (2018), quienes encontraron que
la motilidad espermaética en caballos de distintas razas se ve mas influenciada por factores
ambientales y de manejo que por la genética de la raza en si. Esto sugiere que el factor raza
podria no ser determinante en la motilidad de los espermatozoides, siempre que se mantengan

condiciones dptimas de recoleccion y conservacion del semen.
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Morfologia normal (%0)

En cuanto a la morfologia espermatica, se encontrd que el porcentaje de espermatozoides con
estructura normal vari6 entre 62.60% y 66.00%, sin diferencias estadisticas significativas
entre las razas evaluadas (P = 0.5061). Este resultado es consistente con lo encontrado por
Lopez y Ramirez (2020), quienes determinaron que la morfologia espermatica en caballos de
diferentes razas puede fluctuar levemente, pero sin afectar significativamente la fertilidad en
programas de reproduccion asistida.

Dado que la morfologia es un factor clave en la capacidad de fertilizacion, estos resultados
indican que las tres razas presentan semen con una calidad estructural adecuada para la

reproduccion.

Integridad de la membrana (%)

Por otro lado, la integridad de la membrana plasmatica, un parametro fundamental para
evaluar la viabilidad espermatica, no presento diferencias significativas entre las razas (P =
0.7299). No obstante, el caballo Arabe mostro el valor més alto (68.60%), seguido del
Colombiano (67.00%) y el Espariol (66.00%).

Estudios previos, como el de Fernandez et al. (2017), han sefialado que la integridad de la
membrana en espermatozoides equinos se mantiene relativamente constante entre razas,
aunque puede verse afectada por el tipo de diluyente utilizado para su conservacion y por el

tiempo transcurrido entre la recoleccion y la evaluacion del semen.

Integridad del acrosoma (%)

A diferencia de los pardmetros anteriores, la integridad del acrosoma si mostr6 diferencias
estadisticamente significativas entre las razas evaluadas (P = 0.0179). En este caso, el caballo
Arabe present6 el mayor valor (75.00%), superando significativamente al Colombiano
(68.00%) y al Espafiol (69.00%).

Estos hallazgos son relevantes, dado que el acrosoma es la estructura que contiene las
enzimas necesarias para la penetracion del 6vulo durante la fertilizacién. Investigaciones
previas, como las realizadas por Rodriguez et al. (2016), han indicado que la integridad del

acrosoma es un factor determinante en la capacidad fecundante de los espermatozoides y
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puede variar segun la raza y la resistencia de los espermatozoides a los procesos de

congelacion y descongelacion.

Concentracidn espermatica (spz/ml)

Finalmente, en cuanto a la concentracion espermatica, se observaron valores que fluctuaron
entre 72.40 y 77.00 millones de espermatozoides por mililitro, sin diferencias significativas
entre las razas (P = 0.8458). Estos valores son similares a los reportados en estudios previos
realizados en caballos de diferentes linajes genéticos (Hernandez y Soto, 2019), quienes
determinaron que la concentracion espermatica puede ser mas dependiente de la edad del

animal y de su estado fisiologico que de la raza en si.

Analisis del semen post descongelado por cada raza de caballo y tratamiento que consta
de testigo, 1500 rpmy 1700rpm.

Tabla b

Analisis de las caracteristicas microscopicas de semen post descongelado en las diferentes

razas de equinos en el testigo (sin centrifugacion).

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DE SEMEN EQUINO TESTIGO SIN CENTRIFUGACION

JABALLO COLOMBIAN( CABALLOESPANOL ~ CABALLO ARABE P<005 EEM
Vigor (Puntos) 280° 220" 160° 0007 022
Motilidad inividual (%) 200° 31,00° 2000° <0,0001 129
Marfologia normal (%) 7.00° 6400° 60,00° <0,0001 082
Integridad de |a membrana (%) 7500° 7200° 65,00° 00045 173
Integridad del acrosoma (%) 7600° 7800° 60,00° 00018 141
Concentracion espermtica (spz/ml) 2340° 2480° 34,60° 0,888 353

b Estas letras indican cuales grupos son significativamente diferentes entre si, **2estas letras significa que no tienen diferencia significativa
entre si, p es menor a 0,05 existe una diferencia significativa y si p es mayor no se considera una diferencia significativa, EEM: Error estandar

de la media.

En la Tabla #5 se observa una clara diferencia en la variable de vigor entre las razas equinas
evaluadas. El Caballo Colombiano presenté el mayor puntaje (2.80), mientras que el Arabe
mostré el menor (1.60), con una diferencia estadisticamente significativa (P = 0.007). El
Caballo Espafiol (2.20) se ubico en un valor intermedio, compartiendo grupo estadistico con el
Colombiano, pero diferenciandose significativamente del Arabe. La reduccion en el vigor del
Caballo Arabe podria estar asociada a un mayor dafio mitocondrial durante el proceso de
congelacion, lo que comprometeria la produccion de ATP y, en consecuencia, la movilidad

espermatica.
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En cuanto a la motilidad individual, el Caballo Colombiano también mostré la mayor motilidad
(42.00%), mientras que el Caballo Arabe presentd la menor (20.00%), con diferencias
altamente significativas. EI Caballo Espafiol (31.00%) se ubic6 en una posicién intermedia,
aunque con valores significativamente menores respecto al Colombiano. Estas diferencias
sugieren que la membrana espermatica del Arabe y del Espafiol podria ser mas susceptible al
dafio por congelacién, afectando su movilidad. Posibles causas de la baja motilidad en el
Caballo Arabe incluyen: dafio osmotico, alteraciones en la fluidez de la membrana espermatica,
estrés oxidativo, generacion de radicales libres que impactan negativamente la movilidad
espermatica y dafio mitocondrial, lo que limita la produccién de ATP y el movimiento
espermatico.

La morfologia espermatica es un factor clave en la capacidad fecundante, ya que anomalias en
la cabeza, pieza intermedia o cola pueden afectar la funcionalidad del espermatozoide. En este
sentido, el Caballo Colombiano present6 el mayor porcentaje de espermatozoides normales
(71%), seguido por el Espafiol (64%) y el Arabe (60%), con diferencias significativas. Los
valores més bajos en el Caballo Arabe podrian indicar una mayor susceptibilidad a alteraciones
estructurales durante la criopreservacion. Posibles causas de la menor morfologia normal en el
Caballo Arabe incluyen un mayor dafio mecanico durante la congelacion, afectando la
estructura de la cabeza espermatica, defectos en la pieza intermedia, disminuyendo la eficiencia
energética del espermatozoide y la aparicion de espermatozoides con doble cola o cabezas
anormales, reduciendo su capacidad de fertilizacion.

La integridad de la membrana espermatica es fundamental para la viabilidad celular, ya que su
ruptura compromete la funcionalidad del espermatozoide. En este aspecto, el Caballo Arabe
mostré una menor integridad de membrana (65%) en comparacion con el Caballo Colombiano
(75%) y el Espariol (72%), con una diferencia estadisticamente significativa (P = 0.0045). Esto
indica que la congelacion afecta de manera desigual a las distintas razas, siendo el Caballo
Arabe el mas susceptible. Posibles explicaciones para este fendmeno incluyen diferencias en
la composicion lipidica de la membrana esperméatica del Caballo Arabe, haciéndola mas
vulnerable al dafio por enfriamiento y una menor capacidad antioxidante en esta raza,
favoreciendo la peroxidacion lipidica y el dafio estructural.

El acrosoma es una estructura clave en el proceso de fecundacion, ya que contiene enzimas
necesarias para la penetracion del ovocito. En este andlisis, el Caballo Arabe present6 una
menor integridad acrosomal (69%), mientras que el Caballo Espafiol y el Colombiano

mostraron valores similares (76-78%). La diferencia fue estadisticamente significativa (P =
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0.0018), lo que sugiere que la criopreservacion afecto la estabilidad del acrosoma en el Caballo
Arabe. Posibles causas incluyen la deshidratacion excesiva del acrosoma durante la
congelacion y alteraciones en proteinas de la membrana externa, afectando su funcionalidad.

Finalmente, en la variable de concentracion espermética no se encontraron diferencias
significativas entre razas. Aunque el Caballo Arabe presentd una mayor concentracion
espermatica (34.60 spz/ml), estas diferencias no fueron estadisticamente relevantes respecto al
Caballo Colombiano (23.40 spz/ml) y Espafiol (24.80 spz/ml) (P = 0.0888). Esto indica que el
proceso de congelacién no afect6 la cantidad total de espermatozoides, sino su calidad en

términos de motilidad, morfologia e integridad estructural.

Tabla 6
Analisis de las caracteristicas microscopicas de semen post descongelado en las diferentes

razas de equinos a 1500rmp

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DE SEMEN EQUINO A 1500RMP

CABALLO COLOMBIANO  CABALLO ESPANOL CABALLO ARABE P<0,05 EEM
Vigor (Puntos) 2,80° 3,00° 2,80° 0,6186 0,16
Motilidad individual (%) 50,00° 44,00° 25,00° <0,0001 141
Morfologfa (%) 70,00° 66,00° 74,00° 0,0001 0,82
Integridad de la membrana (%) 73,00° 68,00° 72,00° 0,0878 1,53
Integridad del acrosoma (%) 71,00° 76,00° 75,00% 0,0317 1,2
Concentracion espermética (spz/ml) 28,80° 28,40° 37,60° 0,033 243

b Estas letras indican cudles grupos son significativamente diferentes entre si. **2estas letras significa que no tienen diferencia significativa
entre si, p es menor a 0,05 existe una diferencia significativa y si p es mayor no se considera una diferencia significativa, EEM: Error estandar

de la media.

La Tabla #6, que evallUa los parametros microscopicos del semen post descongelacion tras
centrifugacion a 1500 rpm en las razas arabe, criollo colombiano y espafiol

En la variable de vigor los valores de las tres razas de caballos presentan un puntaje de 2,80 en
el caballo criollo colombiano, 3,00 en el caballo espafiol y 2,80 en el caballo arabe por que no
existe una diferencia significativa, Sambalache (2022): La centrifugacion a velocidades
moderadas (1000-1500 rpm) preserva la funcion mitocondrial, reduciendo el dafo al aparato
motor del espermatozoide. Estos hallazgos coinciden con los de la Tabla #6, donde el vigor se
mantiene estable en todas las razas.

Castro (2016): Sugiere que velocidades superiores a 1500 rpm aumentan el dafio estructural en
el axonema, lo que afecta el vigor, lo cual respalda la eleccion de 1500 rpm como velocidad

Optima en este caso.

60



En la motilidad individual el caballo arabe (74%) mostrd la mejor motilidad, seguido del
Criollo Colombiano (70%) y el espafiol (66%). Restrepo (2016): Los espermatozoides equinos
crio preservados muestran una reduccion general en la motilidad, siendo influenciada por
factores como la composicion lipidica de la membrana plasmatica y la susceptibilidad al estrés
oxidativo. Esto explica las diferencias entre razas, especialmente la superioridad del arabe, que
podria tener una mayor resistencia intrinseca. Rangel (2023): La centrifugacion a velocidades
moderadas mejora la motilidad al eliminar componentes nocivos, pero destaca que razas con
mayores adaptaciones al estrés térmico, como el &rabe, tienen ventajas post descongelacion, lo
cual es consistente con los datos de la Tabla #6.

La morfologia nos dio en el arabe (74%) mostr6 mayor proporcion de espermatozoides
normales en comparacion con el Criollo Colombiano (70%) y el espafiol (66%). Gutiérrez y
Cepeda (2014): La criopreservacion tiende a aumentar las anormalidades morfoldgicas debido
al dafio osmético y la formacién de cristales de hielo. La Tabla #6 sugieren que la
centrifugacion a 1500 rpm debilita estos dafios, manteniendo proporciones aceptables de
morfologia normal. Gonzales et al. (2015): Las diferencias entre razas pueden deberse a
variaciones geneticas en la composicion estructural de los espermatozoides, 1o que coincide
con los valores mas altos observados en el arabe.

La integridad de la membrana el arabe (72%) tiene la mejor integridad de membrana, seguido
del Criollo Colombiano (71%) y el espafiol (68%). Cedefio (2023): La integridad de la
membrana es crucial para la viabilidad espermatica y se afecta significativamente por el estrés
térmico y osmdtico. Razas con adaptaciones a climas extremos, como el arabe, pueden tener
membranas mas resistentes, lo que explica los valores mas altos en esta raza.

Rangel (2023): La centrifugacion a 1500 rpm es eficaz para preservar la integridad de la
membrana al limitar el dafio mecanico, lo cual es consistente con los datos de la Tabla #6.

La integridad del acrosoma nos presenta en el caballo criollo colombiano (73%), en el espafiol
(68%) y en el arabe (72%), estos valores son uniformemente similares entre razas donde no
existe diferencias significativas. Elgueta (2018): El acrosoma es particularmente susceptible a
dafos durante la criopreservacion debido a la formacion de cristales de hielo. Sin embargo, los
datos de la Tabla #6 sugieren que la centrifugacion a 1500 rpm no genera un impacto
significativo en esta estructura. Castro (2016): Destaca que crioprotectores como el glicerol
ayudan a estabilizar el acrosoma durante el proceso, lo que podria explicar la consistencia de

los valores observados.
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La concentracion espermatica nos presenta en el caballo criollo colombiano tiene un (28,80%),
en el espafiol (28,40%) y en el arabe (37,60%), estos valores son uniformemente similares entre
razas donde no existe diferencias significativas. Sambalache (2022): La centrifugacion a
velocidades moderadas asegura una separacion efectiva del plasma seminal sin pérdidas
significativas de espermatozoides. Este hallazgo coincide con los resultados de la Tabla #6,

donde la concentracién se mantiene estable entre las razas.

Tabla 7
Analisis de las caracteristicas microscépicas de semen post descongelado en las diferentes

razas de equinos a 1700rmp

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DE SEMEN EQUINO A 1700RMP

CABALLO COLOMBIANO CABALLOESPANOL  CABALLO ARABE P<0,05 EEM
Vigor (Puntos) 2,00° 2,80° 180° 0,0023 0,16
Motilidad individual (%) 40,00° 60,00° 17,00° <0,0001 115
Morfologia normal (%) 63,00° 70,00° 61,00° 0.0111 183
Integridad de la membrana (%) 69,00° 78,00° 66,00° 0,0348 2,04
Integridad del acrosoma (%) 70,00° 79,00° 68,00° <0,0001 091
Concentracion espermatica (spz/ml) 24.80° 25,20° 36,20° 0,0533 3,33

@b Estas letras indican cuales grupos son significativamente diferentes entre si. “*?estas letras significa que no tienen diferencia significativa
entre si, p es menor a 0,05 existe una diferencia significativa y si p es mayor no se considera una diferencia significativa EEM: Error estandar

de la media.

En la variable de vigor espermatico el arabe alcanzé una puntuacion de (1,80), mientras que el
Criollo (2,00) y el espafiol (2,80) fueron superiores. Por lo que no existe una diferencia
significativa entre el caballo &rabe y el caballo criollo colombiano mientras que el caballo
espafol es netamente diferente Gutiérrez (2013) explica que el vigor espermatico depende de
la funcionalidad mitocondrial, la cual se ve menos afectada en el caballo espafiol debido a su
composicion genética. Rangel (2023) sefiala que velocidades de centrifugacion méas altas
pueden dafar la estructura flagelar y mitocondrial, reduciendo el vigor espermatico en razas
como el Criollo y el arabe.
En la morfologia espermatico fue més alta en el espafiol (70%), seguida del Criollo (70%) y el
espafiol (61%). Las diferencias podrian atribuirse a la resistencia de las membranas celulares a
choques termicos y osmoticos, lo que concuerda con los hallazgos de Pérez y Domingo (2017),
quienes sefialaron que razas con membranas mas robustas son menos afectadas durante el
proceso de descongelacion.
La integridad del acrosoma nos demuestra que el caballo espafiol destaco con (79%) de
integridad del acrosoma, mientras que el Criollo (70%) y el arabe (68%) tuvieron valores
significativamente menores, Segin Gonzales et al. (2015), la integridad del acrosoma esta
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directamente relacionada con la resistencia al estrés osmotico. El caballo espafiol posee
membranas acrosomales con mayor contenido de fosfolipidos y antioxidantes, lo que lo
protege mejor frente al dafio. Rangel (2023) menciona que velocidades de centrifugacion mas
altas afectan negativamente la integridad acrosomal en razas menos adaptadas, como el
Criollo y el caballo éarabe.

El espafiol presento una integridad de la membrana muy alta con un porcentaje de (78%), en
comparacién del caballo colombiano (69%) y del arabe (66%), La integridad de la membrana
es crucial para la viabilidad espermaética. Castro (2016) sefiala que razas con membranas mas
resistentes al estrés oxidativo, como el espafiol, mantienen mejor su viabilidad tras el
descongelamiento y Segun Pérez y Domingo (2017), el uso de crioprotectores como el

glicerol y la yema de huevo puede mitigar el dafio a la membrana en razas menos resistentes.

» Anélisis Comparativo de las Tablas 4,5,6y 7

Las tablas 4, 5, 6 y 7 presentan datos clave sobre la calidad del semen equino en diferentes
condiciones, incluyendo semen fresco, semen post-descongelado sin centrifugacion, semen
post-descongelado con centrifugacion a 1500 rpm y a 1700 rpm. A continuacion, se

comparan los principales parametros evaluados en cada una de estas condiciones.

Comparacion del Vigor Espermatico

El vigor espermatico en semen fresco oscil6 entre 3.20 y 3.80, sin diferencias significativas
entre razas. Sin embargo, tras la congelacion sin centrifugacion, se observé una disminucion
en este parametro, con el caballo Arabe siendo el méas afectado (1.60) y el Criollo
Colombiano el menos afectado (2.80).

Con la centrifugacion a 1500 rpm, el vigor espermatico se estabilizd en valores entre 2.80 y
3.00, lo que sugiere que esta técnica ayuda a reducir el impacto negativo de la congelacion.
No obstante, a 1700 rpm, se evidencio una nueva disminucién del vigor, especialmente en el
Arabe (1.80), lo que indica que velocidades mas altas pueden generar mayor estrés mecanico
y afectar la funcionalidad espermatica.

Conclusién: La centrifugacion a 1500 rpm favorece la recuperacion del vigor espermatico,
mientras que a 1700 rpm se observa una tendencia a la disminucion de este parametro,

especialmente en el caballo Arabe.
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Comparacion de la Motilidad Individual

En semen fresco, la motilidad espermatica fue relativamente homogénea, con valores entre
61.60% y 66.00%. Sin embargo, tras la congelacion sin centrifugacion, se evidenci6 una
reduccion significativa, donde el Criollo Colombiano mostré la mayor motilidad post-
descongelacion (42%) y el Arabe la menor (20%).
La centrifugacion a 1500 rpm permitié mejorar estos valores de manera considerable:

o Arabe: 74%

e Criollo Colombiano: 70%

o Espariol: 66%
En cambio, a 1700 rpm, la motilidad disminuy6 nuevamente en el Arabe y el Criollo
Colombiano, mientras que el Espafiol mantuvo valores mas estables.
Conclusién: La centrifugacion a 1500 rpm mejora la motilidad post-descongelacion,
recuperando valores cercanos al semen fresco. Sin embargo, a 1700 rpm, este beneficio
disminuye, lo que sugiere que fuerzas centrifugas mas altas pueden afectar la funcionalidad

flagelar de los espermatozoides.

Comparacion de la Integridad de la Membrana Plasmatica

En semen fresco, la integridad de la membrana oscild entre 67.00% y 68.60%. Tras la
congelacion sin centrifugacion, se evidencio una reduccion, con el caballo Arabe registrando
la menor integridad (65%) y el Criollo Colombiano la mayor (75%).
La centrifugacion a 1500 rpm ayudoé a preservar este parametro en todas las razas:

o Arabe: 72%

e Criollo Colombiano: 71%

o Espafiol: 68%
Sin embargo, a 1700 rpm, la integridad de la membrana disminuyd, particularmente en el
Criollo Colombiano y el Arabe.
Conclusion: La centrifugacion a 1500 rpm preserva mejor la integridad de la membrana,
mientras que a 1700 rpm se observa una mayor afectacion, lo que sugiere que una fuerza

mecanica excesiva puede comprometer la estabilidad celular.
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Comparacion de la Integridad del Acrosoma

El semen fresco mostro valores de integridad acrosomal relativamente homogéneos entre
razas (75%-76%). Sin embargo, tras la congelacion sin centrifugacion, el Arabe presentd la
menor integridad (69%), mientras que el Criollo Colombiano y el Espariol se mantuvieron en
valores mas altos (76%-78%).
Con la centrifugacion a 1500 rpm, la integridad del acrosoma se mantuvo estable (72%-73%).
No obstante, a 1700 rpm, se observé una reduccion en el Arabe (68%) y el Criollo
Colombiano (70%), mientras que el Espafiol alcanz6 el mayor valor (79%).
Conclusién: La centrifugacion a 1500 rpm ayuda a mantener la integridad del acrosoma,
mientras que a 1700 rpm se observa un mayor deterioro, especialmente en el Arabe y el
Criollo Colombiano.
Concentracién espermatica
En semen fresco, la concentracion espermatica mostro los siguientes valores:

« Avrabe: 75.40 millones/ml

e Criollo Colombiano: 72.40 millones/ml

e Espafiol: 77.00 millones/ml
Tras la congelacidn sin centrifugacién, hubo una reduccion general:

« Avrabe: 34.60 millones/ml

e Criollo Colombiano: 23.40 millones/ml

o Espaiiol: 24.80 millones/ml
Con la centrifugacion a 1500 rpm, los valores se mantuvieron similares a los del semen
fresco, mientras que a 1700 rpm, la concentracion disminuy6 nuevamente.
Conclusion: La centrifugacion a 1500 rpm preserva la concentracion espermatica sin generar
pérdidas significativas, mientras que a 1700 rpm se observan reducciones en todas las razas.
Conclusion General
El analisis comparativo de los diferentes tratamientos aplicados al semen equino post-
descongelacion demuestra que la centrifugacion a 1500 rpm es la técnica més efectiva para
preservar la calidad seminal, minimizando el impacto negativo de la criopreservacion.
En contraste, la centrifugacién a 1700 rpm genera deterioro en la mayoria de los parametros
analizados, especialmente en el caballo Arabe y el Criollo Colombiano, lo que sugiere que
velocidades superiores pueden inducir dafio mecanico y comprometer la viabilidad

espermatica.
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Por lo tanto, se recomienda utilizar la centrifugacion a 1500 rpm como la estrategia 6ptima
para mejorar la calidad del semen equino post-descongelacion y optimizar su uso en

reproduccién asistida.

Comprobacion de la hipotesis

Ha:

Con base en los resultados obtenidos y los andlisis estadisticos realizados, se acepta la
hipétesis alternativa (H:), ya que las técnicas de resuspension espermatica a 1500 rpm y
1700 rpm demostraron ser significativamente mas efectivas que la técnica convencional en la

mejora de la calidad post-descongelacion del semen equino.

66



CAPITULO V

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

> Laaplicacion de las técnicas de resuspension a diferentes velocidades permitio
identificar diferencias en la calidad seminal post-descongelacion entre las tres razas
estudiadas. Se concluye que la velocidad de centrifugacion influye significativamente
en la eliminacion de impurezas y en la concentracion de espermatozoides viables. La
técnica a 1500 rpm mostré un menor impacto en la integridad de las membranas
celulares, mientras que la técnica a 1700 rpm evidencié un mayor desgaste en algunas
muestras, especialmente en el caballo Criollo Colombiano.

> Las evaluaciones realizadas demostraron que la concentracidn espermatica y el vigor
fueron 6ptimos en las muestras tratadas con 1500 rpm en comparacion con las de
1700 rpm y las técnicas convencionales. Ademas, la motilidad progresiva mostré una
disminucion menor con la técnica de 1500 rpm, lo que sugiere que esta velocidad
conserva mejor las caracteristicas funcionales del semen. La morfologia se mantuvo
estable en todas las muestras, con anomalias minimas en comparacién con los
estandares aceptables.

» Los resultados de las pruebas de HOST e integridad del acrosoma indican que las
técnicas de resuspension mejoran significativamente la funcionalidad de la membrana
plasmatica y la integridad del acrosoma en comparacién con las técnicas
convencionales. Las muestras tratadas a 1500 rpm mostraron mejores valores en estas
pruebas, lo que confirma que esta técnica conserva mejor las propiedades

estructurales y funcionales del esperma equino en las razas estudiadas.

Recomendaciones

> Se recomienda implementar la centrifugacion a 1500 rpm durante 10 minutos como el
método 6ptimo para mejorar la calidad post-descongelacion del semen equino. Este
procedimiento mostré mejores resultados en motilidad espermética (superior al 70%) y
menor afectacion en la integridad de la membrana celular en comparaciéon con el

método convencional y la resuspension a 1700 rpm.
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» Aungue los resultados mostraron que los caballos Criollo Colombiano y Espafiol
respondieron mejor a la técnica de resuspension, mientras que los Arabes fueron mas
sensibles a la centrifugacion, se recomienda ampliar el estudio a otras razas con
diferentes caracteristicas genéticas y reproductivas. Esto permitiria establecer
protocolos especificos segun la raza y mejorar la personalizacion de los tratamientos.

> Es recomendable realizar estudios de seguimiento para evaluar la estabilidad de los
espermatozoides a lo largo del tiempo en almacenamiento criogénico. Esto permitiria
verificar si la calidad seminal se mantiene después de periodos prolongados y si los
efectos beneficiosos de la resuspension espermatica persisten en el tiempo.

» Para maximizar la proteccion de los espermatozoides durante la criopreservacion y la
resuspension, se recomienda investigar la combinacion de técnicas de centrifugacion
con el uso de crioprotectores avanzados como antioxidantes, proteinas estabilizadoras
de membrana y sustancias que reduzcan la peroxidacion lipidica. La adicién de estos

compuestos puede mejorar la resistencia del semen equino al estrés térmico y osmético.
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ANEXOS
ANALISIS DE VARIANZA ENTRE CABALLOS DE SEMEN FRESCO
Vigor

Analisis de la varianza

Variable N E= R® A3 LCW
resultado 15 0,25 0,13 13,93

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. SC gl CH F p—-valor

Modelo ©,593 0,47 2,00 0Q,1780

cakballo 0,93 2 0,47 2,00 0Q,1780

Error 2,380 12 0,23

Total 3,73 14

I

2
2

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,81505
Error: 00,5333 gl:

|—..

=

caballo Medias nm E.E.

3 3,80 5 0,22 4
1 3,40 5 0,22 &
2 3,20 5 0,22 &

Medias con upa letra comin no son significativaments difersnites (p » 0,05)

Motilidad individual

Variable N E= R® A3 LCW
resultado 15 0,14 0,00 8,16

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)

F.V. = gl CH F p—-valor
Modelo 53,20 2 26,60 0,97 0,4071
cakballo 53,20 2 26,60 0,97 0,4071
Error 329,20 12 27,43
Total 382,40 14

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=8,83757

Error: 27,4333 gl: 12
caballo Medias nm E.E.
3 66,00 5 2,394 4
2 65,00 5 2,34 &
1 6l,60 5 2,394 &

Medias con upa letra comin no son significativaments difersnites (p » 0,05)

Morfologia
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Variable HN E*= R* hj LCW
resultado 15 0,11 0,00 7,47

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. SC gl CH F p—-valor

Modelo 32,93 2 16,47 0,72 0,5061
caballo 32,93 2 16,47 0,72 0,5061
Error 274,00 12 22,83

Total 306,593 14

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=8,06266

Error: Z2,8333 gl: 12
caballo Medias n E.E.
2 66,00 5 2,14 A
3 63,20 5 2,14 A
1 62,60 5 2,14 A

Medias con una letra comin no son significativamentes difersntes (p > 0,05)

Integridad de la membrana

Variable H R* R*® RAj CW
resultado 15 0,05 0,00 7,67

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. SC gl CH F p—-valor

Modelo 17,20 2 8,60 0,32 0,729%

cakballo 17,20 2 &,60 0,32 0,7299

Error 319,20 12 26,60

Total 336,40 14

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=8,70231

Error: 26,6000 gl: 12
caballo Medias n E.E.
3 63,60 5 2,31 &
1 67,00 5 2,31 &
2 66,00 5 2,31 &

Medias con una letra comun no son significativaments diferentss (p » 0,.05)

Integridad del acrosoma
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Variable N E= E*® Aj CW

resultado 15 0,49

0,40 5,00

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC

CH F

p-valor

tipo III)

F.V. 50 gl
Modelo 143,33 2
caballo 143,33 2
Error 150,00 12
Total 293,33 14

71,67 5,73 0,0179
71,67 5,73 0,0179
12,50

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5, 96552

Error: 12,5000 gl: 1=2
caballo Medias n E.E.

3 75,00 5 1,58 &

2 69,00 5 1,58 B
1 65,00 5 1,58 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes

Variable HN R=*

Concentracién espermatica

R: Bj CV

resultado 15 0,03

0,00 16,91

Cnadro de Analisis

de la Varianza (5C tipo III)

F.V. s5C gl CHM F p-valor
Modelo 54,53 2 27,27 0,17 0,8458
caballo 54,53 2 27,27 0,17 0,8458

160,53

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=21,37845

Error: 1£0,5333 gl

1z
.E.

caballo Medias n
2 77,00 &
3 75,40 &5
1 72,40 &

tnon wn |t

o

T

iy
T4
o

r

o

r

[ay]
-1

r

Medias cor upa letra comin no son significativamente diferentes

ip > 0,05}

ip > 0,08}

ANALISIS DE VARIANZA ENTRE CABALLOS EN EL TESTIGO

VIGOR
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Variable H R*
resultado 15 0,56

R: BAj CV
0,49 21,96

Cunadro de Analisis de la Varianza

(SC tipo III)

F.V. SC gl M F p—-valor
Modelo 3,60 2 1,80 7,71 0,0070
caballo 3,60 2 1,80 7,71 ©Q,0070
Error 2,380 12 0,23
Total 6,40 14

Test:Tokey Alfa=0,05 DM5=0,81505

Error: 00,2333 gl: 1=

caballo Medias m E.E.

1 2,80 5 0,22 4

2 2,20 5 0,22 4 B
3 1,60 5 0,22 B

Medias con una
MOTILIDAD INDIVIDUAL
Analisis de la wvarianza

Variable H E=
resultado 15 0,592

R: Bj CV
0,91 5,31

Cnadro de Analisis de la Varianza

letra comin no son significativamente difersntes

ip = 0,05}

(SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modele 1210,00 2 605,00 72,60 <0,0001
caballo 1210,00 2 05,00 72,60 <0,0001
Error 100,00 12 8,33
Total 1310,00 14

Test:Tuokey Alfa=0,05 DMS=4, 87083

ivamente difersntes (p > 0,05}

Error: £8,3333 gl: 1=

caballo Mediaz n E.E.

1 42,00 5 1,289 &

2 31,00 5 1,29 B

3 20,00 5 1,25 C

Msdias con una lektra comiin no son sigrificat
MORFOLOGIA
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Analisis de la varianza

Variable N E= R® hj LCW
resultado 15 0,8% 0,87 2,81

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. = gl CH F p—-valor

Modelo 310,00 2 155,00 46,50 <0,0001

cakballo 310,00 2 155,00 46,50 <0,0001

Error 40,00 12 3,33

Total 350,00 14

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,08058

Error: 33,3333 gl: 1=2

caballo Medias n E.E.

1 71,00 5 0,82 A

3 64,00 5 0,82 B

2 60,00 5 0,82 C

Medias con una letra comun no son significativaments difersntes (p » 0,05)
INTEGRIDAD DE LA MEMBRANA

Analisis de la varianza

Variable N E= R® B3 LCW
resultado 15 0,59 0,53 5,48

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CH F p—-valor

Modelo 263,33 131,67 0,0045

caballo 263,33 131,67

Error 180,00 12 15,00

Total 443,33 14

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=&6,53490
Error: 15,0000 gl: 12
caballo Medias n E.E.

1 75,00 5 1,73 A
2 72,00 5 1,73 A
3 5,00 5 1,73 B

Medias con una letra comin no son significativaments difersntes (p > 0.05)

INTEGRIDAD DEL ACROSOMA
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Analisis de la varianza

Variable N EZ

R: L3 CV

resultado 15 0,6

5 0,59 4,25

Cnadro de Analisis de la Varianza

F.V. =] gl CH F p-valor
Modele 223,33 2 111,67 11,17 00,0018
caballo 223,33 2 111,67 11,17 00,0018
Error 120,00 12 10,00
Total 343,33 14

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,33573

Error: 10,0000 g

1: 12

caballo Mediazs nm E.E.

2 78,00 5 1,41 A

1 76,00 5 1,41 A

3 69,00 5 1,41 B

Medias cor upa letra comin no son significativamente diferentes

CONCENTRACION ESPERMATICA

Analisis de la varianza

Variable N R=

R: Aj CV

resultado 15 0,33

0,22 28,63

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CHM F p-valor
Modelo 372,40 2 186,20 2,98 00,0888
caballo 372,40 2 186,20 2,98 0,0888
Error 749,20 12 62,43
Total 1121,60 14

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=13,6K 33220
Error: &£2,4333 gl: 12

caballo Medias n E.E.

3 34,60 5 3,53 4
2 24,80 5 3,53 4
1 23,40 5 3,53 4

Medias cor una letra comiin no son significativamente diferentes

ANALISIS DE VARIANZA ENTRE CABALLOS A 1500 RMP.

VIGOR
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(SC tipo III)

ip > 0,05}

ip > 0,05}



Variable N E®= R=® A3 LCW
resultado 15 0,08 0,00 12,74

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CH F p—-valor

Modelo 0,13 0,07 0,50 0,6l86

cakballo 0,13 0,07 0,50 0,6l86

Error 1,60 12 0,13

Total 1,73 14

2
2

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=0,61612
Error: 00,1333 gl: 12

caballo Medias n E.E.

2 3,00 5 0,16 &

1 2,80 5 0,16 &

3 2,8 5 0,16 B

0oCo

Medias con upna letra comun no son significativaments difsrsntes

MOTILIDAD INDIVIDUAL

Variable N R: R=®= RAj LCW
resultado 15 0,53 0,52 7,597

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. 5C gl M F p—-valor

Modelo 1703, 33 851,67 85,17 <0,0001
caballo 1703, 33 851,67 85,17 <0,0001

Error 120,00 12 10,00

Total 1323,33 14

-
A
-
A

Test:Tokey Alfa=0,05 DMS=5,633573
Error: 10,0000 gl: 12
caballo Medias n E.E.

1 50,00 5 1,41 A
2 44,00 5 1,41 E
3 25,00 5 1,41 C

Medias con una letra comiin ne son significativamente diferentes

MORFOLOGIA NORMAL

80

(g > 0,08}

ip > 0,05}



Variable N R ER= B3y LCW
resultado 15 0,80 0,77 2,61

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. sSC gl CH F p-valor

Modelo 1&0,00 80,00 24,00 0,0001

caballo 1&0,00 80,00 24,00 0,0001

Error 40,00 12 3,33

Total 200,00 14

2
2

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,08058

Error: 33,3333 gl: 12

caballo Medias n E.E.

3 74,00 5 0,82 A

1 70,00 5 0,82 B

2 66,00 5 0,82 C

Medias conr urna letra comin ne son significativamentes diferentes (p > 0,.05)

INTEGRIDAD DE LA MEMBRANA

Variable N R* R= Aj LCW
resultado 15 0,33 0,22 4,81

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

HModelo 70,00 35,00 3,00 0,0878

caballc 70,00 35,00 3,00 0,0878

Error 140,00 12 11,67

Total 210,00 14

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,76324
Error: 11,6687 gl: 12
cakballo Medias n E.E.

1 73,00 5 1,53 B
3 72,00 5 1,53 B
2 3,00 5 1,53 R

Msdias con una lstra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

INTEGRIDAD DEL ACROSOMA
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Variable N R=

Rt Aj CV

resultado 15 0,44

0,34 3,70

Cnadro de Analisis de la Varianza

F.V. = gl CM F p-valor
Modelo T0,00 2 35,00 4,67 0,0317
caballo 70,00 2 35,00 4,67 00,0317
Error 90,00 12 7,50

Total 10,00 14

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4, 62088

Error: 7,5000 gl:

1z

(SC tipo III)

caballo Medias n E.E.

2 76,00 5 1,22 A

3 75,00 5 1,22 B B

1 71,00 5 1,22 B

Medias cor uma letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,0E5)

CONCENTRACION ESPERMATICA

Variable H E= E®= Aj CW

resultado 15 0,43 0,34 17,17

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. sSC gl CH F p-valor

Modelo 270,40 2 135,20 4,59% 0,0330

caballo 270,40 2 135,20 4,5% 0,0330

Error 353,20 12 25,43

Total 623,60 14

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=5,15405

Error: 29,4333 gl: 12

caballo Medias n E.E.

3 37,60 5 2,43 A

1 28,80 5 2,43 A B

2 28,40 5 2,43 B

Medias conr urna letra comin ne son significativamentes diferentes (p > 0,.05)

ANALISIS DE VARIANZA ENTRE CABALLOS A 1700 RMP.
VIGOR
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Variable N E®= R® A3 LCW
resultado 15 0,64 0,58 16,60

Cnadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. SC gl CH F p—-valor

Modelo 2,80 1,40 10,50 0,0023

caballo 2,80 1,40 10,50 0,0023

Error 1,60 12 0,13

Total 4,40 14

o
o

2
2

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,61612
Error: 0,1333 gl: 12
caballo Medias n E.E.

2 2,80 5 0,16 &
1 2,00 5 0,16 B
3 1,80 5 0,16 B

Medias con una letra comuin no son significativaments difersntss (p » 0,05)

MOTILIDAD INDIVIDUAL

Variable N E* R® &Aj CW
resultado 15 0,593 0,98 6,6

3

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CH F p-valor

Modelo 4630,00 2315,00 347,25 «<0,0001
caballo 4630, 00 2315,00 347,25 «<0,0001
Error 80,00 12 6,67

Total 4710,00 14

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=4,6 35660
Error: &,68687 gl: 12
caballo Medias n E.E.

2 0,00 5 1,15 L
1 40,00 5 1,15 B
3 17,00 5 1,15 C

Medias con urpa letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,.05)

MORFOLOGIA NORMAL
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Variable H R=

R BAj CV

resultado 15 0,53

0,45 6,31

Cnadro de Analisis de la

Varianza (5C tipo III)

F.V. SC gl CH F p—-valor
Modelo 223,33 2 111,67 ©,70 0,0111
caballo 223,33 2 111,67 6,70 0,0111
Error 200,00 12 16,67

Total 423,33 14

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=6,88839

Error: 16,6687 gl: 12
caballo Medias n E.E.

2 TO,00 5 1,83 A

1 63,00 5 1,83 B
3 61,00 5 1,8 B
Msdias conr una letra comin no s

on significativamente difercntes

INTEGRIDAD DE LA MEMBRANA

Variable HN E=

R B CV

resultado 15 0,43

0,33 9,27

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. = gl CH F p-valor
Modelo 390,00 2 195,00 4,50 0,0348
caballo 390,00 2 155,00 4,50 0,0348
Error 520,00 12 43,33
Total 910,00 14

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=11,10720

Error: 43,3333 gl: 12
caballo Medias n E.E.

2 78,00 5 2,84 A

1 69,00 5 2,94 4 B
3 66,00 5 2,94 B

Medias conr ura letra comin mo son significativamente diferentes

INTEGRIDAD DEL ACROSOMA
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Variable N E*= R® Bj CW
resultado 15 0,87 0,85 2,82

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CH F p-valor

Modelo 343,33 171,67 41,20 <0,0001

caballo 343,33 171,67 41,20 <0,0001

Error 50,00 12 4,17

Total 353,33 14

2
2

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,644420
Error: 44,1687 gl: 12

caballo Mediazs n E.E.

2 75,00 5 0,81 A

1 70,00 5 0,91 B
3 68,00 5 0,91 B

Medias cor ura letra comin po son significativamente diferentes (p > 0,05)

CONCENTRACION ESPERMATICA

Variable N R* R® RAj CW
resultado 15 0,3% 0,28 25,590

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. = gl CH F p—-valor

Modelo 418,53 2 209,27 3,78 0,0533

cakballo 415,53 2 209 3,78 0,0533

Error 664,40 12 55,37

Total 1082,93 14

T

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=12,55503
Error: BH,3687 gl: 12
caballo Medias n E.E.

3 36,20 5 3,33 A
2 25,20 5 3,33 A
1 24,80 5 3,33 A

Medias con upa letra comun no son significativaments difersntes (p » 0,05)

ANEXOS
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Preparacién del crioprotector afadir agua

bidestilada a 37 grados centigrados

Mantener 10 en una temperatura de 37 grados

centigrados

Separar la yema de la clara de huevo
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Anadir la yema de huevo al crioramp

Afadir el criprotector

Guardar para su congelacion y para diluir con el

esperma.
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Preparacién de la vagina artificial.

Lavando el pene del caballo

Colecta de semen en la vagina artificial

88




Separamos el plasma seminal (la gel)

Diluimos con el crioprotector

Llevamos a la centrifugadora.

89




Separacion del pellet y el sobrenadante

después de la centrifugacion

Conteo de la concentraciéon de

espermatozoides en la cdmara de neubauer

Selladores de metal de 0,5ml, poniendo los

selladores en las pajillas.
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Poner en el estabilizador de 4 a 5 grados

centigrados.

Pasamos a los vapores de nitrégeno durante

10 minutos

Pasar al tanque de nitrégeno a una

temperatura de — 196 grados centigrados
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