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RESUMEN

El estudio evalué la motilidad espermatica post descongelacion en semen
equino, en dos medios comerciales (Mexicano y Brasilefio) en garafiones de
raza cuarto de milla, ubicados en dos localidades en Mexicali y Ensenada, el
semen fue colectado con vagina artificial, los contenidos seminales fueron
centrifugados, se mezclaron con los dos crioprotectores, se envasé en pajillas
de 0.5 cc, se estabilizé por 60 minutos y se congela en vapores de nitrégeno
por 20 minutos, las pajillas se llevaron al laboratorio de Andrologia de la Silla en
el estado de Nuevo Leon y por medio del sistema C.A.S.A.(Computer
Assisted Sperm Andlisis) se evaluaron los parametros de motilidad como
velocidad lineal media (VAP), velocidad rectilinea (VSL), velocidad
curvilinea (VCL), indice de oscilacion (ALH), Amplitud media del
desplazamiento lateral de la cabeza del espermatozoide (BCF), indice de
rectitud (STR),indice de linealidad (LIN), datos fueron analizados por medio
del procedimiento R; el mejor indice de motilidad fue (BCF) mostrando
diferencia significativa tanto para el crioprotector Mexicano y Brasileiio, durante
todas las épocas del afio con excepcion del invierno con el crioprotector
Mexicano, para los garafiones ubicados en Ensenada, parametros como VAP,
VSL, LIN se observo diferencia significativa solo durante la primavera con el
crioprotector Brasilefio, también para los caballos ubicados en Ensenada, en los
parametros MT, MP y BCF se observo diferencia significativa a favor de
Mexicali pero no durante todas las temporadas, y para los parametros VCL y
STR no se mostré diferencia significativa para ninguna estacién ni crioprotector,
se analizaron también los datos indistintamente a la ubicacion y estacion del
afno, mostrando una diferencia muy altamente significativa (P=<0.001) con el

crioprotector Brasilefio los parametros de MT, MP, VAP, VSL y VCL.

PALABRAS CLAVE: Equino, espermatozoide, crioprotector, C.A.S.A.



ABSTRACT

The study evaluated sperm motility after defrosting in equine semen, in two
commercial media (Mexican and Brazilian) in quarter-mile race stallion, located
in two locations in Mexicali and Ensenada, the semen was collected with
artificial vagina, the seminal contents they were centrifugal, were mixed with the
two cryoprotectants, stabilized for 60 minutes, packed in 0.5 cc straws, and
frozen in nitrogen vapors for 20 minutes, the straws were taken to the Silla
Andrology Laboratory in the state of Nuevo Ledn and through the CASA system
(Computer Assisted Sperm Analysis) motility parameters were evaluated as
mean linear velocity (VAP), rectilinear velocity (VSL), curvilinear velocity (VCL),
oscillation index (ALH), mean displacement amplitude lateral sperm head (BCF),
straightness index (STR), linearity index (LIN), data was rum analyzed by means
of the R procedure; The best motility index was (BCF) showing significant
difference for both the Mexican and Brazilian cryoprotectant, during all seasons
of the year except for the winter whit the Mexican cryoprotectant, for the stallion
located in Ensenada, parameters such as VAP, VSL, LIN. Significant difference
was observed only during the spring with the Brazilian crioprotectant, also for
horses located in Ensenada, in the MT, MP and BCF parameters significant
difference was observed in favor of Mexicali but not during all season, and for
parameters significant difference was observed in favor of Mexicali but not
during all seasons, and for parameters VCL and STR no significant defference
was shown for any station or cryoprotectant, the data was also analized
regardless of the location and season of the year, showing a very highly
significant difference (P< 0.001) with the Brazilian cryoprotectant the
pareameters of MT, MP,VAP, VSL and VCL.

KEYWORDS: Equine, spermatozoon, cryoprotectant, C.A.S.A
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INTRODUCCION

Se documentd por primera vez sobre la preservacion del semen en el
siglo XVIII, pero el periodo més activo fue en el siglo XX. A partir de 1950 con la
utilizacion de criopreservadores facilito el uso de la congelacién del semen y
aun mas con la utilizacién de la IA intrauterina (Rodriguez y Pefia, 2013). El
semen congelado es cada vez mas importante en la industria equina ya que es
una herramienta importante para el mejoramiento genético, tanto que
actualmente se tratan de perfeccionar las técnicas para congelacion,
inseminacion artificial y transferencias de embriones. La congelacion de semen
permite la preservacion de las caracteristicas genéticas de un semental por
tiempo indefinido y permitir con esto transmitirlas por generaciones sin

alteraciones cuando sea requerido (Wernli, 2010).

Varios procesos como la adicibn de diluyente, centrifugacion,
refrigeracion pueden afectar la membrana plasmatica del espermatozoide, para
evaluar su integridad funcional se realiza una prueba hipoosmotica (Sanchez y
Garrido, 2013).

La principal ventaja de la inseminacion artificial es que es una de las
técnicas mas importantes para el avance de la genética ya que se aprovechan
las caracteristicas de los diferentes sementales (Valencia et al., 1994) y
también el control de enfermedades venéreas y disponibilidad de los registros

exactos de servicios (Mejia, 2017).

La motilidad es una de las caracteristicas mas importantes asociadas con
la habilidad fecundante de los espermatozoides lo que indica su viabilidad e
integridad estructural. El andlisis de semen asistido por computadora (CASA)
permite una evaluacion precisa y objetiva de diferentes caracteristicas de

movimiento del esperma con alta repetitividad. (Nagy et al., 2015)



JUSTIFICACION

Muchos factores afectan el resultado de la IA, ademas de la calidad del
semen y van desde los métodos de manejo y congelacién del semen, dosis y

tiempo de la IA, manejo y fertilidad de la yegua (kuisma et al, 2006).

Como analisis de rutina se hace una evaluacion macroscoépica del
eyaculado y en la evaluacion por microscopia de los espermatozoides (Pesch et
al. 2006; Restrepo et al., 2013); sin embargo, el andlisis convencional ha sido
poco efectivo en la prediccion de la fertilidad del semen (Kuisma et al. 2006;
Restrepo et al.,, 2013). La relacion ente la calidad y la fertilidad del esperma
puede estar limitada por el numero de sementales examinados, asi como el
numero de yeguas cubiertas por cada semental (love, 2011). Restrepo y
colaboradores en el 2013 analizaron la motilidad con microscopia contraste de
fases y el sistema CASA del semen criopreservado de tres caballos de la raza
criollo colombiano (tres eyaculados cada uno) que fue congelado, en un
diluyente (4% de yema de huevo, 5% de dimetilformamida). Se hallaron
promedios de movilidad total de 54,3 + 10,1 y 61,8 + 13,9, para evaluacién
convencional y por el sistema SCA®, respectivamente. Donde no se encontrd

diferencia significativa entre los métodos de andlisis.

Cuando se utiliza semen congelado, se debe inseminar lo mas cerca de
momento de la ovulacién debido a la reduccién de la longevidad de los

espermatozoides en la mayoria de los sementales (Sieme et al., 2003).

12



HIPOTESIS

No existe diferencia alguna en las caracteristicas espermaticas del semen
equino descongelado usando dos crioprotectores y su efecto segun época del

afio en Baja California.

OBJETIVO GENERAL

Determinar las caracteristicas espermaticas del semen equino descongelado

usando dos crioprotectores y su efecto segun época del afio en Baja California.

Objetivos especificos

Determinar motilidad total

Determinar motilidad progresiva

Determinar velocidad media de trayectoria

Determinar velocidad en linea recta

Determinar velocidad curvilinea

Determinar desplazamiento lateral de la cabeza espermética
Determinar frecuencia de batida

Determinar rectitud de movimiento

Determinar el indice de linealidad

13



REVISION DE LITERATURA

Anatomia del semental

El aparato reproductor esta suspendido dentro del a cavidad pélvica por
el saco genital y externamente por el escroto y el prepucio. Consta de dos
testiculos, glandulas accesorias (ampula o ampolla, glandulas vesiculares,
préostata y glandulas bulbouretrales) y el pene conformado por los musculos
isquiocavernoso y bulboesponjoso y la uretra (McKinnon et al., 2011; Méndez
C., 2015).

Los testiculos se encuentran dentro de los sacos escrotales cada uno
con un eje horizontal largo y el epididimo ubicado lateralmente que se divide en
cabeza, cuerpo y cola, el parénquima testicular esta encapsulado por la tinica
albuginea, que se proyecta en el tejido testicular y lo divide en l6bulos, cada
testiculo y epididimo asociados estan cubiertos por la capa visceral de la tlinica
vaginal que se adhiere a la tanica albuginea, el espacio estrecho formado entre
las capas visceral y parietal de la tinica vaginal, es llama cavidad vaginal y se
comunica con la cavidad peritoneal (Carleton C., 2011).

El parénguima testicular esta formado por el tejido intersticial y los
tubulos seminiferos, el tejido intersticial estd compuesto por células de Leydig,
vasos sanguineos y linfaticos y fibroblastos. Los tabulos seminiferos estan
revestidos por el epitelio seminifero (células germinales) y las células de Sertoli
y estdn compuestos tubulos seminiferos rectos donde estos convergen en los
dos tercios craneales del testiculo. Los tubulos rectos se fusionan con uno de
los 13 a 15 conductos eferentes que conducen al conducto epididimario en la
cabeza del epididimo. El cuerpo del epididimo se encuentra en el aspecto dorso
lateral de cada testiculo, la cola del epididimo se adhiere al polo caudal del
testiculo. El tracto tubular continla desde la epidermis de la cauda hasta el

conducto deferente, el conducto deferente que suministra espermatozoides
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maduros al coliculo seminal. El conducto deferente se dilata en su porcion final
a medida que se acerca a la uretra pélvica, estas dilataciones se denominan

ampollas del conducto deferente.

Los cordones esperméaticos se extienden desde los anillos vaginales
hasta el borde adjunto de cada testiculo. Cada una est4 encerrada por la capa
parietal de la tunica vaginal. EI mesorquio rodea la arteria testicular, el plexo

pampiniforme, los vasos linfaticos, los nervios y el conducto deferente.

El masculo cremaster, que se origina en el musculo oblicuo abdominal
interno, se adhiere al borde lateral y caudal del cordon espermético
proporcionando movimiento hacia arriba y hacia abajo del testiculo para
mantener la termorregulacion (Carleton C., 2011)

vesicula ureter

Recto seminal

Prostata

i

Epididimo

Testiculo Cuerpo esponjoso

Saco escrotal

Figura 1.Tracto Reproductor‘del macho equino vista de diseccion sagital

(Modificado de Ozanam F. y colaboradores, 2014)
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Anatomia del espermatozoide equino

El espermatozoide de los mamiferos consta de 5 regiones: cabeza,
cuello, pieza intermedia, pieza principal y pieza terminal (Ortega C, 2011,
Nufiez, 2018). La medida de un espermatozoide equino es aproximadamente
de 60um y se encuentra rodeado en su totalidad por la membrana plasmatica o
plasmalema (firmemente unida al margen caudal de la cabeza), el anillo
(annulus) y longitudinalmente a las columnas de la pieza principal, la membrana
plasmatica cambia en su composicién durante el desarrollo y maduracién, su
funcién principal es prevenir el movimiento de proteinas y lipidos de la cabeza
hacia la cola (Brito, 2007). Es una doble capa, compuesta fundamentalmente
por lipidos, que recubre al espermatozoide. En condiciones normales los grupos
hidrofilos (cabezas) de los fosfolipidos de la membrana se disponen formando
capas, externa e interna de la bicapa lipidica, mientras que las colas hidréfobas

se mantienen entre ambas capas (Ortega C, 2011; Nafez, 2018).

Cabeza del espermatozoide

Es aplanada y esta formada por el nucleo, el acrosoma y estructuras
del citoesqueleto y una pequefia cantidad del citoplasma. El ndcleo esta
constituido por la cromatina altamente condensada, el acrosoma y el segmento
ecuatorial y la fosa de implantacion.
Cromatina: se encuentra compactada mediante proteinas especificas
(protaminas) que se unen entre si mediante puentes disolfuro.
Acrosoma: se localiza en la porcion anterior del nucleo y es una vesicula
especializada que contiene enzimas hidroliticas, necesarias para la penetracion
de la zona pelucida del ovocito en la fecundacion.
Segmento ecuatorial: es una evaginacion de la membrana plasmatica del
espermatozoide localizada en la porcibn media de la cabeza. Su fusion con la

membrana plasmatica del ovocito es fundamental para la fecundacion.

16



Fosa de implantacion: es el lugar de insercion del flagelo en la cabeza. En el
50% de los casos y de forma fisiolégica en el caballo, esta insercién de la cola
no es central, sino abaxial. Por ello el patrén de motilidad progresiva en el

caballo no es tan rectilineo como en otras especies.

El cuello del espermatozoide

Es la union entre la cabeza y la pieza media. Esta constituido por el
capitulum, mitocondrias, el centriolo proximal y una serie de columnas
laminadas que proporcionan gran flexibilidad al espermatozoide para moverse

lateralmente durante la batida flagelar.

El flagelo del espermatozoide

Es el responsable del movimiento y lo constituyen tres regiones: la
pieza intermedia, la pieza principal y la pieza terminal. Esta constituido en su
totalidad por el axonema que es la estructura que le confiere el movimiento. El
axonema esté formado por una serie de micro tibulos agrupados en dobletes y

se distribuyen en uno central y nueve periféricos.

Pieza intermedia (Pl): se caracteriza por la presencia de una doble hélice de
mitocondrias. Estas organelas, ademas de ser las responsables del
metabolismo energético y de la regulacién de muerte celular se ha comprobado
recientemente que son la mayor fuente intracelular de especies reactivas de
oxigeno, mitocondrias se disponen alrededor de 9 pares de fibras longitudinales
denominadas “fibras densas™ que rodean al axonema. La pieza intermedia
gueda limitada caudalmente por el anulus que es la zona donde la membrana

se condensa.
Pieza principal (PP): constituye la porcion de la cola. Esta formada por las 9

fibras densas y el axonema que se contindan desde la zona intermedia. Las

fibras van reduciendo su tamafio hasta desaparecer al final de la PP.

17



La pieza terminal (PT): constituye la pieza final de la cola y esta formada por el

axonema, sin vaina fibrosa (Ortega C, 2011; Nufez, 2018).

. Acrosoma

Cabeza —
\— Postacrosoma

Pieza de conexion

. Pieza intermedia

Cola \x

— Pieza principal

|

Pieza terminal

Figura 2. Espermatozoide equino (Ortega, 2011).

Espermatogénesis

Es el proceso cronolégicamente organizado que involucra la
multiplicacion y diferenciacién de las células germinales (espermatogonias)
localizadas en el epitelio seminifero del testiculo, que resulta en la formacion de
células especializadas llamadas “espermatozoides” que constituyen el gameto

del macho.

La espermatogonia juega un papel fundamental en la regulacion de la
espermatogenesis, sin embargo, sus detalles siguen siendo relativamente
oscuros en especies no ruedores. EI testiculo equino contiene
aproximadamentre un 100% mas de espermatogonias en el verano que en el

invierno y parece ser un buen modelo para identificar los componentes flexibles

18



de la espermatogenesis que causan cambios estacionales en la produccion
diaria de esperma en el semental, las diferencias estacionales son mayores en
el numero de espermatogonias que en la produccion de esperma (Jonhson L.,
1991).

La espermatogénesis se puede dividir en espermatocitogénesis,
espermatidogenesis (meiosis), espermiogénesis y Espermiacion (Brito, 2007,
Méndez, 2015), en el caballo, esta secuencia dura aproximadamente de 55 a 57
dias (Carleton, 2011)

Espermatocitogénesis

Es un ciclo de proliferacion de las espermatogonias por medio de la
mitosis para producir espermatocitos primarios y al mismo tiempo generar
nuevamente un numero propio y continuar con la linea de células germinales,

con una duracién de 19.5 dias en los caballos (garafiones).

Espermatidogenesis

Es la segunda fase donde comienza la divisibn meiética, mediante la cual
el espermatocito primario diploide va a originar dos espermatocitos secundarios
originando las espermatides haploides, que son células de mayor tamafio y mas
diferenciadas (amann,2008) teniendo una duraciéon de 19.4 dias. (Brito, 2007;
Méndez, 2015).

Espermiogénesis

Es la porcion de la espermatogénesis que implica la maduracion de las
espermatides redondas en espermatozoides (Carleton, 2011) que poseen una
cabeza aplanada con el ndcleo condensado y una vesicula con enzimas
especializadas y la cola que es necesaria para la motilidad. La espermiogénesis
no involucra divisiones celulares y tiene una duracion de 18.6 dias (Brito, 2007;
Méndez, 2015).
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Espermiacion

En esta ultima fase se rompen las uniones de la espermatida madura y

las células de Sertoli quedando liberada al lumen de los tubulos seminiferos,

donde finalmente ocurre la maduracion y adquieren la habilidad de fertilizacion,

proceso que dura de 9 a 14 dias. Es entonces que los espermatozoides

presentes en el eyaculado se han producido entre 66 a 71 dias, por lo tanto, la

morfologia espermatica es un reflejo de los eventos ocurridos en 2 meses

anteriores que influyeron en transporte y maduracion de los espermatozoides a
través del epididimo (Aman, 1993; Brito, 2007; Méndez, 2015).

Figura

z
&
5
3
&
8
o
W
u
#
8
£
8

ESPERMIOGENESIS

ESPERMIACION

Lamina basal

Sertoli cell

ESPERMATOGOMNILA v

ESPERMATOGOMNIA B

Barmera hemato-testicular

ESFERMATOCITO

PRIMARIO

ESPERMATOCITOD

SECUNDARIO

ESPERMATIDAS

ESFERICAS

ESFERMATIDAS

ELONGADAS

Cuerpos residuales

ESFERMATOZIDES

|
I
‘ =

O

Diploidel2ut)

Diploide{2wt)

Diplolde (4xC)

MEIDSIE |

Haploide (2xC)

MEIOSIS 0

Haploide (1xG)

Haploide (1xG)

NODYHHINONd
e

Haploide (1xG)

=

_'
...... =

|

| =

|
L O
I
&

o
-l m
E
= =
F

b

m

prs |

o

o

=
E
=
e

3.

Espermatogénesis;

espermacitogenesis,
espermiogenesis, Espermiacion (Ortega, 2011).
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La participacion de las células de Sertoli en la regulacion y desarrollo
de la espermatogénesis es de vital importancia, ya que proporciona soporte
estructural y nutricional entre otras funciones (Johnson, 2008; Nufiez, 2018). En
comparacion con otras especies, el caballo tiene numeros intermedios de
células de Sertoli por parénquima testicular por gramo y nimeros por testiculo.
Sin embargo, la funciéon de las células de Sertoli individuales, medida por la
proporcion de células germinales (espermatocitos y especialmente
espermatides redondas) por célula de Sertoli, fue mayor en el caballo que en
otras especies a pesar de que el caballo exhibe una considerable degeneracion
de células germinales durante espermatogénesis (Johnson,2008).

Fisiologia espermatica

La funcién primordial del espermatozoide es el transporte de material
genético masculino, la penetracion del ovocito y fusion con su ADN. El
espermatozoide de los mamiferos es incapaz de fecundar el ovocito tras la
eyaculacién. Durante su transito por el aparato reproductor femenino,
experimenta una serie de transformaciones (capacitaciobn) que consiste
basicamente, en cambios de la fluidez y la permeabilidad i6nica de la
membrana, en un cambio en el patron de motilidad y en la activacién de vias de
sefalizacion intracelular dependientes de la cAMP/PKS. Estos espermatozoides
capacitados son ya capaces de alcanzar el ovocito, unirse a la zona pellcida y
experimentar un nuevo cambio, la reaccion acrosomica. La proteasas liberadas
por el acrosoma mediante exocitosis, degradan las glicoproteinas que
envuelven la membrana plasmatica del ovocito, permitiendo que el
espermatozoide fusione su nucleo con el del gameto femenino (Ortega C, 2011,
Nufez, 2018).

En la eyaculacion, algunos millones de moléculas BSP-Al / A2 se unen
a la superficie del esperma. Parte de Estas moléculas permanecen adheridas a

la membrana plasmatica durante el transporte de esperma a través del tracto
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genital femenino hasta la trompa de Falopio y parecen estar involucrados en el
establecimiento de esperma oviductal. La fuerte union de BSP-Al1 / A2 a la
superficie del esperma es mediado por su interaccion especifica con
fosfolipidos que llevan un grupo principal de fosforilcolina (PC). Interaccion de
Las proteinas Fn-2 con membranas lipidicas y con esperma epididimario
provocan una rigidez efectiva de la membrana. A concentraciones mas altas,
las proteinas inducen un permeabilizacion de las membranas lipidicas vy
estimulan un flujo de salida de colesterol y fosfatidilcolina de las membranas
celulares que resulta en la formacién de particulas de proteina y lipidos. Este
lanzamiento de lipidos que pueden verse alterados por factores secretados por
el oviducto como glicosaminoglicanos similares a la heparina y lipoproteinas de
alta densidad (HDL) es un proceso crucial de la capacitacion de células

esperméticas (Ekhlasi, M., et al, 2004).

Estacionalidad reproductiva

Las yeguas presentan particularidades en la fisiologia reproductiva, la
principal es que es poliestrica estacional de fotoperiodo largo, presenta ciclos
de duracion variable (Duran, 2007).La duracién del ciclo estral en las yeguas es
de aproximadamente 21 + 3 dias, se describe comUunmente como una
combinacion de una fase folicular, o celo donde la yegua es receptiva al
semental y comprende de 5-7 dias, este es muy variable ya que al final de la
etapa reproductiva la duracién es de 7 a 12 dias y alrededor del solsticio de
verano es mas corto durando de 3 a 4 dias, y una fase Iutea o diestro donde no
existe aceptacion y este finaliza con la regresion del cuerpo lateo debido a la
liberacion de prostaglandinas (PGF2a) en el endometrio, con una duracion de
14-15 dias (Raz T.y A. Raz, 2012).

Generalmente, los cambios en las caracteristicas seminales del caballo y
su comportamiento sexual, causado por la estacion, coinciden con la estacion
reproductiva de la yegua. Los principales factores que determinan la

produccion espermatica son la época del afo, la talla testicular y la frecuencia
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de eyaculacion. Pickett et al. (1976) y Sharp y Davis (1993) sefialaron
variaciones en las caracteristicas seminales del caballo, por los efectos
estacionales con variaciones en el namero de espermatogonias,

espermatocitos y produccién diaria de semen (Diaz N., 2010)

En el semental, un “criador de dia largo”, endocrino y, en consecuencia,
la funcion testicular germinativa estan influenciados por la gestaciéon. Como
resultado en el hemisferio norte, las concentraciones de hormonas sexuales en
plasma periférico muestran un patron estacional definido con un aumento que
comienza en febrero, maximo en abril y mayo y valores bajos nuevamente en el

periodo de octubre a noviembre (Hoffmann B. y A. Landeck ,1999).

Sistema de analisis computarizado (CASA)

La estimacion manual de la motilidad a través del microscopio resulta
una técnica imprecisa, poco acertada y subjetiva; por otra parte, es de bajo
costo y simple de realizarse, siendo requerida experiencia, entrenamiento y

supervision por parte del personal del laboratorio.

Los sistemas de analisis computarizado (CASA) otorgan informacion
precisa y acertada con una variedad de caracteristicas de movimiento del
espermatozoide y pueden ser utilizadas para obtener una evaluacién objetiva
de la motilidad (Hoogewijs et al., 2011). Existen diferentes dispositivos y marcas
que utilizan los sistemas CASA siendo los analizadores espermaticos mas
comunes CEROS o IVOS de la compafia Hamilton Thorne (Baumber-Skaife,
2011).

La habilidad del sistema casa de registrar muchos datos facilita la
comparacion de resultados y hace posible encontrar sutiles diferencias entre
tratamientos, ademas este sistema parece tener alta exactitud y repetibilidad

(Awad, 2011). Permite que cada esperma sea detectado individualmente vy, al
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determinar posiciones sucesivas de cabezas de esperma en marcos de video,

permite reconstruir la trayectoria de cada esperma (Gaczarzewicz D., 2015).

En los cuales se determinan las caracteristicas de movimiento

espermético incluyendo:

La motilidad total espermatica y progresiva continda siendo una de las
caracteristicas mas importantes cuando se hace la evaluacion seminal a pesar
de su pobre correlacion con la fertilidad. La motilidad es generalmente
considerada como un reflejo de la viabilidad de esperma en una muestra.
Espermatozoides no motiles o pobremente motiles son considerados incapaces

de fertilizar sin la ayuda de técnicas de reproduccion asistida.

Velocidad curvilinea VCL (um/s), la longitud de la ruta real seguida por la
funcién de los espermatozoides durante el tiempo, se informa a 1 decimal.
Velocidad media de la trayectoria VAP (um/s), la longitud de la trayectoria
suavizada seguida por el espermatozoide en funcién del tiempo, informada con
1 decimal.

Velocidad en linea recta VSL (um/s), la "ganancia neta de espacio” (distancia
entre el primer y el Ultimo punto de la pista) en funcion del tiempo, reportada
con 1 decimal.

indice de Linealidad LIN (VSL / VCL X 100;%), una comparacion de las
longitudes (y, por lo tanto, las formas relativas) de las rutas de linea recta y
curvilineas, informadas como un porcentaje entero.

Rectitud de movimiento STR (VSL / VAP X 100;%), una comparaciéon de las
longitudes (y, por lo tanto, las formas relativas) de las rutas de linea recta y
promedio, informadas como un porcentaje entero.

Amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza ALH (mm), el ancho completo
de la trayectoria curvilinea (en lugar de una amplitud verdadera), reportado
como valor medio o maximo, a 1 decimal.

Frecuencia cruzada de batido BCF (Hz), una expresion calculada como el
namero de veces que la ruta curvilinea cruza la ruta promedio (VAP) en funcién

del tiempo, informada con 1 decimal
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En funcion de su progresividad, los espermatozoides son clasificados
en: estaticos, moviles progresivos y moviles no progresivos. En funcion de su
velocidad, llamese curvilinea (VCL), velocidad lineal (VSL), velocidad media
(VAP), se clasifican en: rapidos, medios y lentos. (Mortimer S. y C. Jonge ,
2018).

(MAD)
& & BCF
%
",)-.
/ VAP
[ ]
\.
VSL

Figura 4. Diagrama demostrativo de como los instrumentos de analisis
computarizado calculan los parametros de VSL, MAD, BCF, VAP, ALH y VCL
(Valverde, A., 2018)

Los sistemas CASA funcionan con principios similares, difieren en
términos de caracteristicas oOpticas y de hardware, asi como en algoritmos para
la identificacibn de espermatozoides y la reconstruccion de la trayectoria
(Gaczarzewicz D., 2015).
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El sistema CASA también es valioso en la evaluaciéon objetiva de la
morfologia de los espermatozoides, particularmente en especies con cabezas
de esperma relativamente grandes. La morfologia anormal es una indicacion de
perturbaciones en el desarrollo de espermatozoides en los testiculos, por lo que
puede servir como un marcador funcional de exposicidon a sustancias toxicas
para la reproduccion y un predictor de fertilidad reducida. Esta informacién es
invaluable en estudios de investigacion de los efectos de nuevos productos

farmacéuticos y en estudios de exposicion ambiental

Aunque se ha demostrado que los sistemas CASA son mas precisos que
los métodos tradicionales pueden producirse variaciones en los resultados que
induzcan al error, incluso cuando se utiliza la determinacién computarizada de
la movilidad espermatica. Los resultados pueden verse influenciados por una
serie de fuentes de variacion, como la configuracion del sofware, el nUmero de
imagenes capturadas, el numero de campos analizados, la dilucion de la
muestra, la temperatura de la muestra y el tiempo transcurrido desde la
eyaculacién hasta el examen. Otros factores como la estandarizacion de los
equipos utilizados, pueden influenciar los resultados, junto a la aptitud del
técnico, el tipo de sofware y el tipo de camara utilizada para el analisis
(Valverde y Madrigal M., 2019).

Las velocidades espermaticas, principalmente velocidad curvilinea (VCL)
y velocidad en linea recta (VSL) son las dos caracteristicas cinematicas
relacionadas con el potencial de fertiidad. VCL es un herramienta para la
formacion de espermatozoides de reserva en la unién Gtero-tubal en ratones,
mientras que los espermatozoides que presentan altos valores de VSL tienen
un alto potencial de fertilidad en humanos, en equinos aun no hay estudios que
demuestren una correlacion directa pero se cree que el obtener valores alto, se

puede pensar en un alto potencial de fertilidad (Lopez C. et al., 2007).
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El ALH es un parametro importante, ya que este es uno de los
parametros que afecta el resultado de la fecundacion in vitro y la capacidad de
los espermatozoides humanos para penetrar en el cuello uterino y su fusién con
el ovocito. Este parametro es importante ya que indica el vigor del latido flagelar
junto con la frecuencia de rotacion celular que probablemente son importantes
para la progresion de los espermatozoides hacia el moco cervical (Verstegen J.
et al, 2002)

Se puede indicar que la velocidad media (VAP) y curvilinea (VCL) son
reconocidas como paradmetros importantes en la evaluacion del semen, debido
a que son los responsables del transporte de espermatozoides a lo largo del
tracto genital de la hembra (Verstegen et al., 2002)

Verstegen et al. (2002) correlacionaron los parametros cinéticos de los
espermatozoides con la tasa de fertilizacion, encontrando que los valores de
VAP, VSL y VCL fueron significativamente mayores en muestras que producen
mas del 50% de ovocitos fertilizados, que en aquellas donde la tasa de
fertilizacion de ovocitos fue inferior al 50%. Muestras con altos valores de VAP,
VSL y VCL, asi como de LIN y BCF presentan mejor migracion y penetracion en
el moco cervical, en forma similar, Cox et al. (2006) reportan que
espermatozoides caprinos con velocidad eficiente en la migracion del moco
cervical in vitro presentan valores de LIN >50% y ALH = 4.8im (Ormachea y

colaboradores, 2019)

Diluyentes del semen

Diluyente es una solucidn acuosa que nos permite incrementar el
volumen del eyaculado, preservar las caracteristicas del semen y mantener el
nivel de fertilidad (Gadea, 2003). El aprovechamiento de los efectos benéficos
combinados de diferentes sustancias Utiles para la proteccién de las células
espermaticas ha enfocado muchos esfuerzos en la busqueda de nuevas
formulaciones de diluyentes que mejoren la conservacion del semen equino,

incluyendo otros ingredientes quimicos para ajustar el pH y la osmolaridad, asi
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como la utilizacion de antibiéticos con el fin de inhibir el crecimiento bacteriano y

de diversas sustancias antioxidantes (Restrepo G. et al, 2014).

Algunos diluyentes comerciales se destacan por su amplio uso para la
criopreservacion del semen equino, asi como por las multiples investigaciones
realizadas para determinar su efectividad, como es el caso de los denominados
INRA 82 e INRA 96, formulados con componentes como sales de Hanks,
glucosa, lactosa, rafinosa, fosfocaseina, citrato sodico, citrato potasico y leche
desnatada, y suplementados comUnmente para congelacion con yema de
huevo y glicerol. También han sido desarrollados y estudiados para la
criopreservacion de semen equino, el diluyente Caceres, compuesto por
solucion de Hank suplementada con HEPES, glucosa, lactosa, BSA vy
fosfocaseinato de leche, yema de huevo, dimetilformamida y glicerol, y el
diluyente Botucrio®, compuesto por agua ultrapura, aminoacidos, carbohidratos,
glicerol, amidas, gentamicina, penicilina y yema de huevo. Otras alternativas
son el Gent®, un diluyente compuesto de soluciones tampén, leche, yema de
huevo y glicerol; y el Equipro®, constituido por caseinatos, proteinas de suero,
glucosa, sacarosa y sulfato de gentamicina (Restrepo G. et al, 2014).

Crioprotectores

Los crioprotectores son sustancias hidrosolubles que disminuyen el
punto eutéctico de la solucién a las que incorporan. El punto eutéctico es la
temperatura mas baja a la cual se puede fundir una mezcla de solutos con una
composicién fija. La disminucion del mismo permite una mayor deshidratacion
de la célula esperméatica disminuyendo el gradiente osmotico al que dicha célula

es sometida, es decir, se alcanza la misma concentracion (Gutiérrez L., 2014).

Estas sustancias contienen componentes que protegen y permiten la
supervivencia espermatica fuera del tracto reproductivo y ademas cumplen la

funcién de aumentar el volumen de la dosis inseminante. Los componentes que
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hacen parte del diluyente deben suplir las necesidades metabdlicas del
espermatozoide como son la glucosa que constituye fuente de energia. Proveer
capacidad protectora al shock térmico por medio de lipoproteinas presentes en
la yema de huevo y la leche, como también es importante incluir una sustancia
tampon que neutralice sustancias toxicas que se producen en el metabolismo

espermético como el 4cido lactico (Wernli J., 2010)

Crioprotectores no permeables

Son compuestos de elevado peso molecular que no atraviesan la
membrana plasmatica, por lo que su efecto protector lo desarrollan en el medio
extracelular a través de mecanismos osmoticos favoreciendo un medio

hipertonico que hace que salga el agua de la célula (Gutiérrez L., 2014).

Crioprotectores permeables

Son compuestos de bajo peso molecular y permeables a través de la
membrana que producen una reorganizaciéon de los componentes lipidicos y
proteicos de esta que hace incrementar su fluidez, favoreciendo Ia
deshidratacion celular a baja temperaturas y disminuyendo la formacién de
cristales lo que incrementa la supervivencia espermatica a la congelacion,

actian tanto en medio extracelular como intracelular (Gutiérrez L., 2014).

Moore y colaboradores en el 2006, determinaron que los
espermatozoides congelados usando glicerol como crioprotector tuvieron
porcentajes mas altos de movilidad y motilidad progresiva en comparacién con
espermatozoides congelados utilizando los otros dos crioprotectores (P <.05).
En conclusidén, la supervivencia de los espermatozoides sementales es similar
cuando las tasas de enfriamiento son de 5 ° C / min a 45 ° C / min. Cuando se
usa 4% de crioprotector, el glicerol es un crioprotector mas eficaz que el

etilenglicol o dimetilformamida.
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Factores que afectan la conservaciéon del semen

En las JdUltimas décadas el campo de Ila investigacion de
criopreservacion de semen, ha sido pesadamente hacia estudios empiricos. Se
han publicado muchos articulos en los que los efectos de variar algunos
parametros técnicos, como la concentracion de crioprotectores, otros han
examinado los aditivos, o las tasas de enfriamiento y calentamiento. Si bien
esto pueden ayudar a mejorar la calidad del esperma después de la
descongelacién. Los temas de la criobiologia espermatica son de uso limitado
para predecir el camino a seguir. Alguna investigacion los grupos han
reconocido la limitacion de este enfoque y se han centrado en modelar flujos
hidraulicos que los espermatozoides experimentan durante el proceso (Holt W.,
2000).

Existe una variacion considerable entre los sementales individuales
sobre como sobrevive su semen a la congelacion y descongelacion, Tischner
M. en 1979 evalué 200 eyaculaciones obtenidas de 36 sementales de las
cuales estimo que aproximadamente el 20% de los sementales son “buenos
congeladores” ya que sus caracteristicas no fueron afectadas como la
concentracion espermatica, el numero total de espermatozoides vivos, motiles y
morfolégicamente normales, su habilidad para adaptarse a los cambios de
condiciones osméticas y su capacitacion de una manera apropiada y en un
tiempo adecuado, entre otras (Petrunkina et al., 2007) y la mayoria con un 60 %
producen semen que es afectado adversamente pero se pueden congelar
usando diferentes técnicas y el resto de las muestras siendo completamente

inactivadas.

Los dafnos sufridos durante la criopreservacion son clasificados por
varios autores segun su origen en dafios debidos a los cambios de temperatura,
de osmolaridad o a la accibn de agentes oxidantes los cuales estan

relacionados (Gutiérrez, 2014).
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Las glandulas accesorias (ampula o ampolla, un par de glandulas
vesiculares, una prostata y un par de glandulas bulbouretrales), vierten sus
secreciones a la uretra, y al momento de la eyaculaciéon se mezclan con los
espermatozoides y secreciones ampulares del conducto deferente (Hafez y
Hafez , 2000). El plasma seminal posee un perfil proteico caracteristico de la
especie (Palma, 2001). Existe evidencia de que el plasma seminal en el equino
previene la capacitacion prematura del espermatozoide, estabilizando el
acrosoma o inhibiendo la unién con la zona peldcida del ovocito (Arenas et al.,
2010) y lo protege contra estrés oxidativo y a pesar de sus diversas funciones
no es un medio ideal para la conservacién de espermatozoides, siendo la
fraccion responsable la que se origina en las vesiculas seminales, teniendo un
efecto negativo en la motilidad vesiculas seminales (Palma, 2001) y en los

procesos de congelacion de semen (Rueda, 2011).

La centrifugacion es el metodo mas utilizado para la separacion del
plasma, sin embargo existe una perdida de 10% al 20% en el sobrenadante,
puede reducir la motilidad y aumentar las alteciones morfologicas (Palma,
2001).

La necesidad energética es suplida por en 90% por sustratos exdgenos y
el restante por los fosfolipidos, dependen del metabolismo aerdbico para la
produccion de ATP, produciendo peréxido de hidrogeno en las mitocondrias,
esto causa una per oxidacion de los lipidos el cual tiene un efecto adverso en
las membranas afectando la motilidad, viabilidad e integridad estructural,
sustancias antioxidantes presentes en el plasma seminal reducen los efectos.
Una vez consumido el oxigeno proporcionado por este depende del
metabolismo anaerdbico, produciendo un aumento en la concentracion de acido
lactico en el medio extracelular conduciendo a una disminucién de pH que debe
estar en un rango de 7.2 a 7.9 con menor produccién de ATP causando una

disminucién en la motilidad (Brinsko et al., 2011; Palma, 2001).
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El uso de yema de huevo para la congelacion de semen caprino esta
limitado al 3-4%, debido a una fosfolipasa presente en el plasma seminal
(Aisen, 2004, Hernandez L. et al.,, 2013) proveniente de las glandulas
bulbouretrales, la cual cataliza la hidrélisis de las lecitinas. Esto da como
resultado la liberacion de lisolecitinas y acidos grasos al medio de dilucion, los
cuales resultan toxicos para los espermatozoides, causando una mayor
fusogenicidad de las membranas, favoreciendo al mismo tiempo la induccién de
la reaccion acrosémica y la condensacion de la cromatina, lo cual deriva en un
mayor porcentaje de espermatozoides reaccionados y por tanto, una menor
capacidad fecundante (Valencia et al., 1994;Salgado, 2016).

Los diluyentes en congelacion de semen equino necesitan tener fuentes
de energia y proteinas y ademas de un crioprotector como el glicerol (Hafez y
Hafez , 2000). Por otro lado, cuando en el medio de congelacién se incluye la
leche descremada una lipasa del plasma seminal cataliza la hidrélisis de los
triglicéridos de la membrana plasmatica y de la leche, dando lugar a acidos
grasos libres (como el oleico) que son muy téxicos para los espermatozoides
(Valencia et al., 1994;Salgado, 2016). Acorde con Aisen, (2004), una indicacién
a seguir durante los protocolos de congelacion es la separacion previa del

plasma, con la finalidad de evitar la accién de esta enzima.

Los cambios asociados a los cambios de temperatura durante la
refrigeracion son la variacion en la fluidez de la membrana plasmatica,
reduccion de metabolismo, lesion de acrosoma alteraciones en la motilidad
como movimientos retrogrado, circular o perdida de la misma (Palma, 2001).
Con el enfriamiento los lipidos sufren una transicion en estado liquido cristalino
a gel, estos tienden a agregarse y formar microdominios en areas aun fluidas
gue no se unen con proteinas asi que los bordes de estos se vuelven mas
fragiles sujetos a ruptura y permeabilidad de iones (Palma, 2001). Ademas, se
forman huecos dando lugar a un desequilibrio idnico. Esto se traduce en dafios
celulares durante todo el proceso de criopreservacion, lo que puede

desencadenar una disminucion de la fertilidad del semen congelado (Medeiros

32



et al., 2002), resultado de alteraciones en la distribucion y la funcionalidad de
las proteinas de membrana y del citoesqueleto (Gutiérrez L., 2014).

La mayoria de los protocolos de criopreservacion de semen todavia
favorecen el uso del glicerol en los medios, siendo ejemplo de esto, glicerol con
metanol y etilenglicol permanecen a un grupo que penetra en la célula
espermatica, glicerol es el crioprotector mas comunmente utilizado para los
espermatozoides de animales de granja, sin embargo, cuando el glicerol es
utilizado en altas concentraciones tiene cierta toxicidad y también puede ser el
que causa mayor dafio osmoético en los espermatozoides debido a su
permeabilidad a través de la membrana plasmatica de los espermatozoides es

mucho mas baja que el agua y que muchos crioprotectores (Award, 2011).

El uso de criopreservadores es importante para preservar la vida celular
a temperaturas muy inferiores a 0°C (Aisen, 2004) su funcion béasica consiste en
evitar dafios originados principalmente por cambios osmdéticos y/o a la
formacion de hielo intracelular (Salgado, 2016), ya que el agua intracelular no
abandona la célula, formando grandes cristales, como resultado de un proceso
de congelado a una velocidad alta. Ocurre lo contrario en respuesta a un
congelamiento a velocidad baja, donde también la bicapa de fosfolipidos se
comprime y rompe su estructura (Aisen, 2004). Este doble estrés osmotico
provoca dafio en la membrana plasmética, en el citoesqueleto y en las
mitocondrias si se supera la tolerancia osmoética que esta determinada entre los
450y los 1500 mOsm/kg (Gutiérrez, 2014).

La criopreservacion afecta fuertemente todos los aspectos del control del
Cap+ del espermatozoide, independientemente de otros factores. Estos
resultados indican que las altas concentraciones intracelulares de Ca,+ de los
espermatozoides criopreservados, pueden ser una de las razones por las
cuales las yeguas deben ser inseminadas muy cerca de la ovulacion para
maximizar las tasas de embarazo usando semen criopreservado (Leopold et al.,
2000).
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La reaccion acrosomal in vivo comienza con la estimulacion de un
agonista natural como es la progesterona o la ZP. Este estimulo provoca una
entrada de Ca++ al espermatozoide provocando la desactivacion de ATPasas,
salida de H+ y un aumento de pH intraacrosomal, activando enzimas (acrosina),
induce modificaciones de lipidos y formacién de segundos mensajeros que
activan la reacciéon acrosomica y activacion de enzimas (fosfolipasa A2,
especifica de fosfatidilcolina), que genera lisofosfatidilcolina y acido
araquidénico sustancias necesarias para la reaccion acrosomal (Arenas et al.,
2010).
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MATERIALES Y METODOS

El presente estudio consistié en la utilizacion de ocho caballos de la raza
cuarto de milla, estabulados en caballerizas individuales de 25 metros
cuadrados, cuatro en el Instituto de Investigaciones en Ciencias Veterinarias de
la Universidad Autonoma de Baja California, Mexicali B.C. México. Con
direccién en km 3.5 carretera a San Felipe, fraccionamiento Laguna campestre,
haciendo el resto en Rancho Mi Hacienda, con direccion en la carretera a la
Bufadora km. 3.5, Maneadero, Ensenada, B.C. México. Dichos animales fueron
alimentados con alfalfa, henos con concentracion de proteina de al menos 16%.

Las edades promedio de los animales es de 10 afios.

Se realizaron dos recolecciones por mes durante todo el afilo para cada
caballo, obteniéndose un total de 179 muestras tanto como para el
crioprotector Mexicano como para crioprotector Brasilefio y realizar su posterior

evaluacion en la descongelacion.

Clima en Baja California

La temperatura maxima anual en Baja California es de 28.6°C
(CONAGUA, 2016) y la temperatura media anual es de 18 al9 °C. La
temperatura media mensual en la zona costera es de 20°C, y la mas alta se
presenta en el mes de agosto, los meses mas frios son diciembre y enero. En la
ciudad de Mexicali se han registrado temperaturas maximas extremas entre los
meses de junio y agosto, las temperaturas mas altas se presentan en los meses
de mayo a septiembre son mayores de 30°C y la méas baja en el mes de enero.
(INEGI, 2019).
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TEMPERATURAS MENSUALES
MAXIMAS Y MINIMAS EN
MEXICALI Y ENSENADA EN 2016
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Figura 5.Temperaturas mensuales maximas y minimas en Mexicali y Ensenada
en 2016 (INEGI, 2017)

Tabla 1. Las cuatro estaciones astronémicas

Inicio Hemisferio norte | Duracion (dias) Inclinacion
20-21 marzo primavera 92.9 0°

21-22 junio Verano 93.7 23,5° norte
22-24 septiembre | Otofio 89.6 0°

21-22 diciembre | invierno 89 23,5°sur

Preparacion de la yegua

Se utiliz6 una yegua en celo receptiva al garafion, se evacuo el
contenido fecal y se realizaran tres lavados de la region perianal con jabdn
neutro y agua potable, secando la region de la vulva de distal hacia proximal
para evitar el arrastre de particulas de heces hacia la vulva y reducir el riesgo
de contaminacion de la muestra. Para garantizar la seguridad del manejo se
utilizaran métodos de sujecion fisica (trabones) y quimica (xilazina) para evitar

gue el semental y/o personal sea lastimado (Dascanio y McCue, 2014).
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Preparaciéon del semental

Al momento que se recela la yegua, el semental va a desenvainar el
pene, el cual debera ser lavado perfectamente primero con agua corriente y
después con agua destilada, se verificara que la fosa uretral no tenga
contenido, el llamado “frijol”, que una acumulacion de tierra y esmegma la cual
es una fuente de contaminacion para la muestra y se dejara secar (Dascanio y
McCue, 2014).

Preparacion de la vagina artificial

Se realiz6 la recoleccion con una vagina artificial tipo Missouri con una
modificacion de la botella colectora de una vagina artificial modelo colorado
para poder insertar una micromalla de nylon. Debera estar limpia, lavada
previamente con jabon neutro y enjuagado con agua destilada, se lubricara con
gel no espermicida y estéril, se llenard con agua potable con una temperatura
de 47°C (Hafez y Hafez, 2000; Palma, 2001).

Evaluaciones en semen fresco

Una vez obtenida la muestra, se medié el volumen del eyaculado
utilizando cilindros graduados de vidrio con capacidad de 100ml, se vertiéo el
contenido de la botella colectora en su totalidad por la pared del cilindro (NUfez,
2018).

Se determind la concentracidon espermatica utilizando un densimetro
591B marca ARS, se coloco 3.42 ml de una solucion de formalina al 10 % en un
cubo ya calibrado y se procedié a colocar 180 pl de semen libre de gel en el
cubo. Mediante el densimetro se analizard la muestra y por diferencia de
densidad Optica en esta muestra se obtendra la concentracion espermatica
expresada en millones por ml, de acuerdo a las especificaciones (Animal
Reproduction Systems, 2007; Nufiez, 2018).
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Para determinar la motilidad del eyaculado en fresco se colocé en un vial
de 2 ml una alicuota de 100 ul de expansor de semen EZ Mixin previamente
atemperados a 37.5 °C, se agreg6 posteriormente a este expansor 20 pul del
semen libre de gel, con la finalidad de diluir la muestra, se agit6 la alicuota
gentilmente por 10 segundos, y posteriormente se tomara una muestra la cual
se colocarda sobre un porta objetos y se cubri6 con un cubre objetos
previamente atemperados a 37.5°C y se observard al microscopio (Primo Star
Zeiss) bajo el objetivo 40X observando 10 campos para la determinacién de
motilidad, la cual sera expresada en porcentaje (Dascanio & McCue, 2014;
Nufez, 2018).

Método de congelado

Inmediatamente después de la obtencion de las muestras para la
evaluacion en fresco, el eyaculado se mezcl6 1:1 con el expansor de semen EZ
Mixin previamente atemperados a 37.5 °C, y se distribuyé en porciones iguales
para centrifugarlo por 18 minutos a 1600 revoluciones para formar una pastilla
de espermatozoides a fin de concentrarlos y remover parte del plasma seminal
(Wernli, 2010). deseamos en cada una de las pajillas que son 200 millones
progresivamente motiles, se procedera a desintegrar la pastilla en los diferentes
criopreservadores para ser empajillado, previamente se etiquetaran pajillas con
los datos del semental asi como la fecha de recoleccion, se cargaron y se retiro
una pequeiia cantidad usando un peine de burbujeo para proporciona un
bolsillo de aire que después de sellada debe de quedar al centro,
posteriormente seran colocadas en una rejilla y refrigeradas por una horaa 5 °C
y después se colocara en una hielera de modo que las pajillas estén a 3-6 cm
por encima del nitrégeno liquido durante 20 minutos hasta que alcancen una

temperatura de -120 °C después de este tiempo las pajillas seran bajas a
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nitrégeno para ser almacenadas en bastones rotulados igualmente y guardadas
en tanques de nitrégeno liquido a una temperatura de -196°C.

Evaluaciones en semen congelado

La evaluacion de las muestras se llevd a cabo durante los meses de
febrero y septiembre de 2018 en el Laboratorio de Procesamiento de Semen del

Club Hipico la Silla, Monterrey, Nuevo Leon.

El proceso de descongelaciéon fue por medio de inmersion en bafio maria
a 37.5°C durante 1 minuto y que posteriormente se trasfiri6 el contenido de
cada pajilla de diferente criopreservador en alicuotas previamente atemperadas
y rotuladas, asi mismo se realizO en otra alicuota a una dilucion de 50

millones/ml con diluyente de la marca ARS de congelacion.

La motilidad de la dilucion fue evaluada en un sistema de analisis
computarizado (CASA) utilizando 10 tomas consecutivas, las imagenes
obtenidas por cada campo fueron registradas utilizando un microscopio de luz
de contraste de fases 20X (Olympus CX41) a través de un portaobjetos fijado a
una altura de 20um con cuatro cadmaras (Leja Products, B. V., Nieuw-Venneps)
y registradas por un software de analisis de movimiento (CEROS Hamilton

Thorne Inc Thorne Biosciences).
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Figura 6. Laboratorio de Procesamiento de Semen del Club Hipico la Silla,
Monterrey, Nuevo Ledn.

Las imagenes fueron tomadas en un lapso de 1 segundo (tiempo de
captura de la imagen) a través de la laminilla y registrando los siguientes
pardmetros para el semen: Motilidad total (MT), Motilidad progresiva (MP),
Velocidad curvilinea (VCL), Velocidad media de trayectoria (VAP), Velocidad en
linea recta (VSL), indice de linealidad (LIN), Rectitud del movimiento (STR),
Amplitud de Desplazamiento Lateral de la cabeza espermatica (ALH) y
Frecuencia de golpe cruzado (BCF), este procedimiento se realizé alos 0, 15y

30 minutos para cada una de las 358 muestras.
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Figura 7. Sistema de analisis computarizado (CASA).

El analisis de los datos se realizé obteniendo las medias de los mismos,
se utilizé una prueba de comparacion de medias y se contrastaron mediante

una prueba T, utilizando el programa estadistico R i386 version 3.4.3.
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RESULTADOS

El estudio evalu6 la motilidad espermética post descongelacion en
semen equino, en dos medios comerciales (Mexicano y Brasilefio) en
garafiones de raza cuarto de milla, ubicados en dos localidades en Mexicali y
Ensenada, el semen fue colectado con vagina artificial, parte de los
contenidos seminales centrifugados se mezclaron con los dos crioprotectores,
se estabilizé por 60 min, se envas6 en pajillas de 0.5 cc y se congela en
vapores de nitrégeno por 20 minutos, las pajillas se llevaron al laboratorio de
Andrologia de la Silla en el estado de Nuevo Le6n y por medio del sistema
C.A.S.A. (Computer Assisted Sperm Andlisis) se evaluaron los
pardmetros: motilidad total (MT), motilidad progresiva (MP), velocidad lineal
media (VAP), velocidad rectilinea (VSL), velocidad curvilinea (VCL),
amplitud del desplazamiento lateral de la cabeza espermatica (ALH), frecuencia
de batida de la cabeza del espermatozoide (BCF), indice de rectitud (STR),
indice de linealidad (LIN), datos fueron analizados por medio del
procedimiento R; el mejor indice de motilidad fue (BCF) mostrando diferencia
significativa tanto para el crioprotector Mexicano y Brasilefio, durante todas las
épocas del afio con excepciéon del invierno con el crioprotector Mexicano, para
los garafiones ubicados en Ensenada, parametros como VAP, VSL, LIN se
observé diferencia significativa solo durante la primavera con el crioprotector
Brasilefio, también para los caballos ubicados en Ensenada, en los pardmetros
MT, MP y BCF se observo diferencia significativa a favor de Mexicali pero no
durante todas las temporadas, y para los parametros VCL y STR no se mostré
diferencia significativa para ninguna estacién ni crioprotector, se analizaron
también los datos indistintamente a la ubicacion y estacion del afio, mostrando
una diferencia muy altamente significativa (P=<0.001) con el crioprotector
Brasilefio los parametros de MT, MP, VAP, VSL, VCL.
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Tabla 2. Motilidad total de los espermatozoides de equinos ubicados en Mexicali y Ensenada
en distintas estaciones del afio.
ESTACION CRIOPROTECTOR CRIOPROTECTOR
DEL ANO MEXICANO BRASILENO
MEXICALI ENSENADA V.P MEXICALI ENSENADA V.P
INVIERNO 25.88 21.98 0.005 28.65 22.83 0.001
PRIMAVERA 25.94 26.26 0.07 28.18 25.23 0.05
VERANO 18.50 18.87 0.8 21.48 20.65 0.6
OTONO 21.47 18.95 0.1 25.95 22.29 0.12

Motilidad total fue igual para los dos crioprotectores y grupo de
garafones, solo en invierno se observé diferencia significativa en el grupo de
garafiones de Ensenada 25.88% (0.005) y Mexicali 28.65% (P= 0.001).

Tabla 3. Motilidad progresiva de los espermatozoides de equinos ubicados en Mexicali y
Ensenada en distintas estaciones del afo.
ESTACION CRIOPROTECTOR CRIOPROTECTOR
DEL ANO MEXICANO BRASILENO
MEXICALI ENSENADA V.P MEXICALI ENSENADA V.P
INVIERNO 19.33 15.51 0.0003 22.01 17.08 0.001
PRIMAVERA 18.81 16.44 0.03 20.37 18.42 0.09
VERANO 12.51 12.75 0.8 15.06 14.34 0.6
OTONO 15.52 12.88 0.04 19.76 16.1358 0.05

Motilidad progresiva, se observo diferencia significativa en el invierno con
el grupo de garafiones de Mexicali con el crioprotector mexicano 19.33%
(0.0003) y Mexicali con el crioprotector Brasilefio 22.01% (P= 0.001), durante la
primavera el grupo de garafiones de Mexicali con el crioprotector mexicano
18.81% (0.03) y Mexicali con el crioprotector Brasilefio 20.37% (P= 0.09), en el
otofo el grupo de garafiones de Mexicali con el crioprotector mexicano 15.52%
(0.04) y Mexicali con el crioprotector Brasilefio 19.76% (P= 0.05) y solo durante

el verano no se observaron diferencias significativas.
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Tabla 4. Velocidad media de trayectoria (VAP) de los espermatozoides de equinos ubicados
en Mexicali y Ensenada en distintas estaciones del afio.
ESTACION CRIOPROTECTOR MEXICANO | CRIOPROTECTOR
DEL ANO BRASILENO
MEXICALI ENSENADA V.P MEXICALI ENSENADA V.P
INVIERNO 70.4 70.63 0.9 73.54 75.32 0.3
PRIMAVERA 66.97 68.14 0.5 67.81 73.56 0.003
VERANO 58.58 60.32 0.29 59.68 61.24 0.3
OTONO 63.5 63.34 0.89 65.02 65.11 0.9

La velocidad media de trayectoria, no mostro diferencia ni en la estacion
de afio, ni por la ubicacion de los sementales para el crioprotector mexicano y
solo se observo diferencia estadistica significativa (P= 0.003) para el
crioprotector Brasilefio en caballos ubicados en Ensenada durante la primavera
(73.56%)

Tabla 5. Velocidad Lineal (VSL) de los espermatozoides de equinos ubicados en Mexicali y
Ensenada en distintas estaciones del afo.
ESTACION CRIOPROTECTOR MEXICANO | CRIOPROTECTOR
DEL ANO BRASILENO
MEXICALI ENSENADA V.P MEXICALI ENSENADA V.P
INVIERNO 55.65 54.55 0.44 57.39 58.92 0.3
PRIMAVERA 52.47 53.25 0.55 52.84 57.14 0.002
VERANO 44.55 47.00 0.08 45.76 47.48 0.27
OTONO 49.58 49.99 0.76 51.13 51.54 0.80

La Velocidad Lineal (VSL) fue igual para los dos crioprotectores y grupo
de garafiones, solo en primavera se observé diferencia significativa en el

Brasilefio en el grupo de garafiones ubicados en Ensenada 57.14% (p= 0.002).
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Tabla 6. Velocidad Curvilinea (VCL) de los espermatozoides de equinos ubicados en Mexicali
y Ensenada en distintas estaciones del afio

ESTACION CRIOPROTECTOR MEXICANO | CRIOPROTECTOR

DEL ANO BRASILENO
MEXICALI ENSENADA V.P MEXICALI ENSENADA V.P

INVIERNO 136.10 133.88 0.53 139.41 140.12 0.83

PRIMAVERA | 130.44 129.25 0.71 132.16 136.69 0.18

VERANO 115.38 115.98 0.83 119.18 119.01 0.95

OTONO 120.11 117.20 0.29 122.49 122.06 0.87

En Velocidad curvilinea (VCL) no se observaron diferencias significativas

para ninguno de los grupos de garafiones.

Tabla 7. Amplitud del movimiento lateral de la cabeza (ALH) (um/s) de los espermatozoides
de equinos ubicados en Mexicali y Ensenada en distintas estaciones del ano.
ESTACION CRIOPROTECTOR MEXICANO | CRIOPROTECTOR
DEL ANO BRASILENO
MEXICALI ENSENADA V.P MEXICALI ENSENADA V.P
INVIERNO 6.32 6.11 0.16 6.27 6.07 0.14
PRIMAVERA 6.43 6.08 0.008 6.47 6.13 0.019
VERANO 6.09 5.79 0.02 6.2 5.8 0.009
OTONO 5.95 5.75 0.07 5.94 571 0.03

Amplitud de movimiento lateral de la cabeza espermatica (ALH) durante
el invierno con ambos crioprotectores y otofio con el crioprotector mexicano no
se observo diferencia, en el otofio con el crioprotector brasilefio se observo
diferencia significativa (P=0.03), durante la primavera se observo deferencia
significativa con el crioprotector mexicano 6.43 (P=0.008) tanto para el
crioprotector Brasilefio 6.47 (P=0.019) para el grupo de garafiones ubicados
Mexicali y durante el verano también se observo diferencia significativa con el
crioprotector mexicano 6.09 (P=0.02) y para el Brasilefio 6.2 (P= 0.009) para el

grupo de garafiones ubicados Mexicali.
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Tabla 8. Frecuencia de Batida (BCF) (Hz) de los espermatozoides de equinos ubicados en
Mexicali y Ensenada en distintas estaciones del afo
ESTACION | CRIOPROTECTOR MEXICANO | CRIOPROTECTOR BRASILENO
DEL ANO MEXICALI ENSENAD | V.P MEXICALI ENSENADA | V.P
A

INVIERNO 35.34 35.90 0.4 34.92 37.17 2.24E-06
PRIMAVERA 33.15 35.30 7.02E-09 33.77 35.48 2.26E-05

VERANO 32.56 33.75 0.02 32.60 34.14 0.002

OTONO 32.18 3456 | 1.16E-07 | 33.02 34.54 0.012

En la Frecuencia de batida BCF se observaron resultados altamente
significantes en todas las temporadas para los caballos ubicados en Ensenada,
excepto en invierno con el crioprotector Mexicano (valor P=0.4) para los
caballos ubicados en Ensenada (35.90)

Tabla 9.indice de Rectitud (STR) de los espermatozoides de equinos ubicados en Mexicali y
Ensenada en distintas estaciones del afio (VSL/VAP)*100.
ESTACION CRIOPROTECTOR MEXICANO | CRIOPROTECTOR
DEL ANO BRASILENO

MEXICALI ENSENADA | V.P MEXICALI ENSENADA | V.P
INVIERNO 76.66 75.25 0.13 76.71 76.51 0.84
PRIMAVERA | 75.82 75.76 0.94 74.51 76.02 0.11
VERANO 74.10 74.97 0.38 74.26 74.19 0.94
OTONO 76.15 75.82 0.68 76.36 76.64 0.77

El indice de rectitud, en los movimientos de los espermatozoides, no
mostro diferencia estadistica significativa cuando se considero el efecto de crio

protector, época del afio y la ubicacion de los garafiones (P>0.05).

46



Tabla 10. indice de linealidad (LIN) de los espermatozoides de equinos ubicados en Mexicaliy
Ensenada en distintas estaciones del afio.(VSL/VCL)*100
ESTACION CRIOPROTECTOR MEXICANO | CRIOPROTECTOR
DEL ANO BRASILENO
MEXICALI ENSENADA | V.P MEXICALI ENSENADA | V.P
INVIERNO 42.00 40.83 0.14 42.45 42.48 0.96
PRIMAVERA 40.84 41.28 0.47 40.28 41.94 0.02
VERANO 40.05 40.27 0.83 39.51 40.18 0.45
OTONO 43.25 42.55 0.37 43.36 42.32 0.23

indice de linealidad LIN, no mostro diferencias estadistica significativas
cuando se considero el efecto de crio protector y la ubicacion de los garafiones,
solo se observo diferencia significativa (p=0.02) en primavera para el

crioprotector Brasilefio de los garafiones ubicados en Ensenada (41.94%).

Tabla 11. Evaluacién de todos los pardmetros considerando solo el efecto de los diferentes
crioprotectores.
Parametros Crioprotector Crioprotector Valor P
Mexicano Brasilefio

MT 21.73875 24.26629 9.38E-05
MP 15.35246 17.7635 1.53E-06
VAP 65.07877 67.53073 0.0005297
VSL 50.76778 52.61341 0.001029
VCL 124.3335 128.4223 0.0007529
ALH 6.0527 6.065736 0.7848
BCF 34.11527 34.45829 0.07967
STR 75.5419 75.64991 0.7428
LIN 41.38547 41.55121 0.5572

Estadisticamente distintas, es mayor estadisticamente la motilidad total
(MT), motilidad progresiva (MP), velocidad media de trayectoria(VAP), velocidad

en linea recta (VSL) y velocidad curvilinea (VCL) con el crioprotector Brasilefio
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que con el Mexicano y los pardmetros restantes no se observo diferencia

significativa.

CONCLUSIONES

En lo referente a motilidad total y progresiva se observdé que fueron
favorecidos el grupo de garafiones ubicados en Mexicali, se observd que los
pardmetros que estan directamente asociados con la fertilidad en el caballo se
ven mayormente afectados durante el verano independientemente del
crioprotector y ubicacion de los sementales, observandose que mejoran durante
la primavera, al considerar la ubicacion de los garafiones estos mismos se
vieron favorecidos para los caballos ubicados en Ensenada estadisticamente.
Sin embargo, numéricamente no son tan discrepantes las diferencias entre
ambos grupos de caballos, por lo que podemos decir que caballos ubicados en
Mexicali es también factible trabajarlos con fines reproductivos en la
congelacion de semen durante todas la épocas del afio, cuando se evalud solo
el uso de los diferentes crioprotectores se observd una diferencia significativa
en la mayoria de las variables para el crioprotector Brasilefio, presentando una
menor disminucion en los pardmetros comparado con el crioprotector Mexicano,
sin embargo numéricamente no son muy diferentes por lo que se puede
recomendar el uso de ambos crioprotectores bajo las mismas condiciones que
se realizO este experimento, durante cualquier época del afio tanto en

Ensenada como en Mexicali.
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