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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar tres curvas de congelacion para la criopreservacion
de semen Equino en el complejo intercultural y deportivo Mushuc Runa, ubicado en la via
Ambato — Riobamba en el barrio Santa Lucia, del cantdn Tisaleo, provincia de Tungurahua, con
un tiempo de duracion de 120 dias, para el desarrollo de la presente investigacion se evaluaron
108 unidades experimentales las cuales correspondieron a las dosis seminales (pajillas
descongeladas) obtenidas de la extraccion de semen de 2 sementales equinos de la raza Espafiol
y Frison, a los cuales se les realiz6 3 colectas con un intervalo de 8 dias. Las unidades
experimentales (pajillas) se distribuyeron bajo un Disefio Completamente al Azar (DCA) con
arreglo combinatorio de factores, en donde el factor A son las curvas de congelacion y el factor
B son las razas de los equinos. Se determin6 que las caracteristicas del semen equino fresco son
similares en ambos sementales; sin embargo, se reporta un volumen de eyaculado mayor en el
equino Frison con 130,0 ml en relacion al de la raza Espafiola con 66,67 ml. Se concluy6 que de
acuerdo a las curvas de congelacion las caracteristicas microscopicas muestran valores superiores
en la motilidad individual y viabilidad espermaética, a las 2 y 3 horas de congelacion. Se
recomendo utilizar tres horas dentro del protocolo de congelacion de semen equino debido a que
presentd mayores niveles de maotilidad individual, integridad de la membrana y viabilidad

espermatica (%).

Palabras clave: <CURVAS DE CONGELACION>  <SEMEN EQUINO>,
<CRIOPRESERVACION>, <COMPLEJO INTERCULTURAL MUSHUC RUNA>,
<VOLUMEN EYACULADO>, <VIABILIDAD ESPERMATICA>.
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ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate three freezing curves for the cryopreservation of equine
semen at Mushuc Runa Intercultural and Sports Complex, located on Ambato - Riobamba road,
at Santa Lucia Neighborhood, in Tisaleo Canton, Tungurahua Province with a duration time of
120 days. For the development of the present investigation, 108 experimental units were
evaluated, which corresponded to the seminal doses (thawed straws) obtained from the semen
extraction of 2 equine stallions of the Spanish and Friesian breeds, which were collected 3 times
with an interval of 8 days. The experimental units (straws) were distributed under a Completely
Randomized Design (CRD) with a combinatorial arrangement of factors, where factor A is the
freezing curves and factor B is the races of quinoa. It was determined that the characteristics of
fresh equine semen are similar in both stallions; however, a higher ejaculate volume is reported
in the Friesian quino with 130.0 ml in relation to that of the Spanish breed with 66.67 ml. It was
concluded that according to the freezing curves the microscopic characteristics show higher
values in individual motility and sperm viability at 2 and 3 hours of freezing. It was recommended
to use three hours within the equine semen freezing protocol because it presented higher levels of

individual motility, membrane integrity and sperm viability (%).

Keywords: <FREEZING CURVES>, <EQUINE SEMEN>, <CRYOPRESERVATION>,
<MUSHUC RUNA INTERCULTURAL AND SPORTS COMPLEX>, <EYACULATE
VOLUME>, <SPERMATIC VIABILITY>.
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INTRODUCCION

Conocemos que los equinos en la actualidad tienen maltiples usos y ventajas en diferentes campos
como el trasporte, el sector agropecuario y los deportes entre otros. Para cada una de estas
funciones existen determinadas razas que deben ser criadas y preservadas bajos ciertas
especificaciones con el fin de establecer un sistema de produccion efectivo y rentable (Giraldo et

al., 2006, p.4).

La reproduccion juega un papel fundamental dentro de la preservacion de una especie, una técnica
de gran valor para el mejoramiento genético es la crio preservacion o congelacion de semen ya
que es un procedimiento Util no solo para la inseminacion sino también para determinar el
contenido especifico de ADN del reproductor, es decir lo que lo hace Unico y diferente a cualquier
otro (Restrepo et al., 2016, p.23).

Con una muestra de esperma también se puede perpetuar la linea genética de reproductores

importantes, establecer su parentesco con otros de su misma especie y asi evitar consanguinidad.

Los paramentos al momento de evaluar son muchos que se deben tener en cuenta antes de la
congelacién del semen, asi como la temperatura y tiempos que se debe manejar al momento de la
extraccion, la concentracién espermatica, la movilidad progresiva o individual de los
espermatozoides, entre otras, siendo estos los factores mas importantes para descartar o aceptarlo
como un semen de calidad para su consiguiente conservacion ya que de esto dependera el

porcentaje de fecundacion en las hembras (Giraldo et al., 2006, p.4).

La variabilidad de sementales equino es la mayor limitante que puede existir, ya que cada uno
muestra diferentes caracteristicas seminales por lo que debemos saber cuando, dénde, que
diluyente se debe utilizar o que protocolo de temperaturas usar al momento de crio preservar, para
lo cual se buscara optimizar niveles te temperaturas adecuadas para la congelacion de la mismay
su evaluacion, dado que esto apuntara a la eficiencia reproductiva equina en diferentes

establecimientos de crianza (Restrepo et al., 2016, p.23).



CAPITULO |

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Antecedentes

La criopreservacion del semen equino es una técnica ampliamente utilizada en la industria equina
para conservar la fertilidad de los sementales y facilitar la reproduccién asistida. Sin embargo, la
eficacia de este proceso puede variar significativamente dependiendo de las condiciones de
congelacidn utilizadas, incluyendo la curva de congelacién empleada (Trejos, 2009, p.34).

En la actualidad, existen diferentes protocolos de congelacion disponibles, cada uno con sus
propias ventajas y limitaciones. Por lo tanto, es importante realizar una evaluacion comparativa
de estas curvas de congelacion para determinar cual produce los mejores resultados en términos

de viabilidad y fertilidad del semen criopreservado (Trejos, 2009, p.35).

1.2.  Planteamiento del problema

A pesar de los avances en la tecnologia de criopreservacién de semen equino, la eleccién de la
curva de congelacion éptima sigue siendo un desafio para muchos centros de reproduccion
equina. La variabilidad en los resultados de la criopreservacion puede deberse a multiples
factores, incluyendo las caracteristicas individuales del semental, las condiciones de recoleccion

y procesamiento del semen, y las diferencias en los protocolos de congelacion utilizados (Rangel,
2023, p.13).

La falta de estandarizacién puede resultar en una disminucién de la calidad y la fertilidad del
semen criopreservado, lo que afecta negativamente la eficacia de los programas de reproduccion

equinay puede tener implicaciones econémicas significativas para la industria (Contreras, 2022, p.5).

Por lo tanto, surge la necesidad de realizar una evaluacion comparativa de tres curvas de
congelacion ampliamente utilizadas en la criopreservacion de semen equino, con el fin de
determinar cual de ellas produce los mejores resultados en términos de viabilidad espermatica,
integridad del ADN espermatico, capacidad de supervivencia post-descongelacion. Esto permitira
a los centros de reproduccién equina seleccionar el protocolo de congelacion mas adecuado para
optimizar la calidad y la fertilidad del semen criopreservado, mejorar los indices de concepcion y

contribuir al desarrollo sostenible de la industria equina (Rangel, 2023, p.13).



1.3. Justificacion

La crio preservacién del semen equino es una herramienta fundamental en la reproduccion equina
moderna, permitiendo la conservacién a largo plazo de la fertilidad de los sementales y facilitando
la distribucion del material genético equino a nivel nacional e internacional. Sin embargo, la
eficacia de la crio preservacion puede variar considerablemente segin los protocolos de
congelacién utilizados, incluyendo la curva de congelacion empleada. Por lo tanto, la justificacion
de este estudio radica en la necesidad de evaluar y comparar diferentes curvas de congelacion
para determinar cuél produce los mejores resultados en términos de viabilidad y fertilidad del

semen crio preservado.

La eleccion de la curva de congelacion adecuada es crucial para maximizar la viabilidad y la
fertilidad del semen equino crio preservado. Una curva de congelacién inadecuada puede resultar
en dafio celular, pérdida de motilidad espermatica y reduccion de la capacidad de fecundacion, lo
que afecta negativamente la eficacia de los programas de reproduccion equina y limita el éxito de

las técnicas de reproduccién asistida.

Una curva de congelacion 6ptima garantiza una mejor conservacion del material genético equino,
lo que es fundamental para la preservacion de la diversidad genética y la seleccion de los mejores

reproductores para la mejora de las razas equinas.

1.4.  Objetivos

1.4.1. Obijetivo general

Evaluar tres curvas de congelacion para la criopreservacion de semen equino en el complejo

intercultural y deportivo Mushuc Runa.

1.4.2. Objetivos especificos

o Evaluar las caracteristicas del semen equino fresco.

o Determinar las caracteristicas microscopicas de semen descongelado sometido a los
diferentes tratamientos de acuerdo a la raza equina.

o Evaluar tres diferentes curvas de congelacion (2, 3 y 4 horas de enfriamiento) para la
criopreservacion de semen equino.

° Determinar los costos de cada tratamiento.



CAPITULO I

2. MARCO TEORICO

2.1. Generalidades

Los caballos (Equus caballus) existen desde hace 50 millones de afios y han seguido
evolucionando durante ese tiempo. Los caballos tienen muchos dedos en las patas y, hasta el dia
de hoy, los caballos hermosos solo tienen un dedo. Los caballos modernos fueron domesticados
por los humanos a lo largo de los siglos para transportarlos o pelear.

Hoy en dia se han desarrollado mas de 300 razas de caballos diferentes. Los caballos enormes
pueden tirar de carros pesados, los caballos mas ligeros pueden montar, las razas de ponis famosas
son adecuadas para nifios y adultos pequefios, y los ponis de menos de 30 pulgadas se pueden
utilizar como mascotas o guias para los ciegos. Hace 20 millones de afios, los caballos variaban
en tamarfio: algunos se volvian muy grandes o muy pequefios, mientras que otros permanecian

estables (Trejos, 2009, p.42).

2.2. Razasequinas

En el Ecuador se crian diferentes razas, alrededor del mundo se conocen como 300 razas puras,
para la investigacion se describiran las caracteristicas de dos razas principales la Espafiola y

Frison.

El tipo de razas livianas se refieren a caballos de tamafio eumétrico (350 a 500 kg de peso vivo),
en otras palabras con un peso y volumen mediano. Las razas mas representativas son los Criollos,

Arabes, Cuarto de Milla (Almeida, 2012, p.23).

Los caballos de tamafio pequefio son considerados los ponies, que son animales elipométricos:

con un peso Vivo entre los 100 y 300 kg.
“los caballos de mayor peso (desde los 500 kg) y tamario, se denomina animales braquimorfos,
se describen como caballos con una proporcion ensanchada, de dimensiones transversales grandes

y longitudinales breves, como la raza Shire, Suffolk y Percherdn” (Quiroz et al., 2015, p.21).

2.2.1. El Pura Raza Espafiola



Esta raza se desarrolla en el territorio correspondiente a la comunidad de Andalucia, debido a esta
razon a este caballo se lo conoce como andaluz. Se define como un equino de tipo mesomorfo de

conformacion potente y compacta.

Dentro de sus medidas zoométricas destaca su alzada a la cruz (160 cm) con un peso Vivo
promedio de 570 kg. Las capas presentan varias tonalidades como el tordo, castafio y negro; este
altimo color es bien visto y el valor de estos animales por lo general son méas costosos. Se
describen como un animal de perfil recto y ligeramente convexo, sus 0jos son grandes y orejas
pequefias. Su cuello presenta una gran fortaleza y levemente arqueado, de espaldas y pecho ancho
y profundo” (Valera et al., 2007, p.12).

El resto de su morfo metria incluye un dorso corto y grupa redondeada y musculosa. La insercion
de la cola es baja y poblada, al igual que la crin. Su temperamento se define como tranquilo y

docil. Se utiliza a esta raza para deportes como la doma, alta escuela, clasica y vaquera (Hernandez,
2008, p.34).

2.2.2. Caballo Frison

Esta raza equina se descubrio en la zona de Frisia en Holanda, este lugar se caracteriza por su
comercio y el trabajo en el campo por lo que necesitaban de animales grandes y fuertes. Con el
pasar de los afios y por su condicion fisica se utilizaron a estos caballos también para la guerra en

las huestes romanas, espafiolas y alemanas (Larrea, 2014, p.11).

Esta raza con el pasar de los afios y la industrializacién de los campos de cultivos, los caballos
fueron relegadas, sin embargo los mismos agricultores fueron los que rescataron esta raza y
formaron la asociacion holandesa. La morfologia del equino se caracteriza por su cuerpo

compacto y musculado, una alzada entre los 1,65y 1,75 m.

Su color de capa caracteristica es la negra, y en ciertos casos con una estrella blanca en la frente
inferior a los 3 cm. La crin y cola son abundantes, largas y onduladas, incluso el pelo aparece en

sus patas alrededor de las pezufias (Larrea, 2014, p.11).

2.3.  Reproduccion de los caballos

La crianzay reproduccion de caballos se da en sectores privados enfocados a animales de carreras
y recreacion, aun asi, no se cuenta con estrategias y/o centros de reproduccion en esta especie, ni

bancos de germoplasma. Ademas, los criadores solo han aceptado el uso de biotecnologias en
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reproduccion equina de forma reciente, mas, sigue existiendo renuencia a la criopreservacion de
semen no so6lo por los costos, sino por los multiples eventos que complican el manejo de éstos,
como la recoleccion de semen, la variabilidad en los rangos de gestaciones y viabilidad de

espermatozoides equinos post- descongelados (Olaciregui, 2014, p.10).

La yegua pare una cria al parto (potrillo y potrancas) y su gestacion es de 11 meses, son animales
viviparos. La madurez sexual se presenta a los 4 afios de vida. Durante la reproduccion sexual, el
espermatozoide y el dvulo se deben fusionar para formar un cigoto diploide. En los equinos como
en todos los mamiferos esta fusion depende fuertemente de un conjunto de cambios en la
membrana plasmatica del espermatozoide y no es de sorprender que estos sean marcadamente

diferentes a los de las células somaticas (Masa, 2015, p.11).

En general la fertilidad en los equinos es menor y mas variable que la de otros animales de granja,
principalmente por el tipo de seleccidén que se hace entre los animales que tiene poco o nada que
ver con los aspectos reproductivos, seleccionandolos por su pedigri, rendimiento deportivo o
registros. En los equinos, como en otros animales domésticos, la méaxima eficiencia reproductiva
se alcanza hasta la pubertad con la mayor produccién de espermatozoides; debido a una adecuada

frecuencia y cantidad de secrecion de hormona gonadotrépica (GnRH) (Laureano, 2005, p.31).

2.4.  Fisiologia reproductiva

2.4.1. Aparato reproductor del equino

Para realizar la evaluacion de la capacidad reproductiva del semental, asi como para el desarrollo
de procedimientos de manejo artificial de la reproduccién, tales como la coleccion de semen es
indispensable tener conocimiento de la anatomia de sus 6rganos genitales. Este conocimiento
también es Util Para diagnosticar condiciones reproductivas anormales en el garafién. Para su
estudio, “los 6rganos genitales del macho se dividen en: testiculos, escroto, corddn espermatico,
epididimo, glandulas sexuales accesorias (ampulas, vesiculas seminales, préstata y glandulas

bulbouretrales), prepucio y pene” (Sonnenholzner, 2020, p.15).

2.4.2. Escroto

“En los caballos es penduloso, suave, delgado, eléstico y sin pelo” (Trejos, 2009, p.15).



2.4.3. Testiculos

Al palparlos se debe determinar la forma, tamafio, orientacién y textura. Los testiculos normales
son ovalados y turgentes; se localizan en una posicién horizontal, con la cabeza del epididimo en

una posicion anterior. La consistencia testicular debe ser similar a la de una pelota de tenis nueva
(Trejos, 2009, p.15).

2.4.4. Epididimo

El cuerpo del epididimo se encuentra sobre la superficie dorso lateral del testiculo, localizando la
cola en el polo caudal de dicho 6rgano. El epididimo debe palparse por completo, su cola
prominente y el remanente del gubernaculo es decir ligamento caudal del epididimo, teniendo una

textura suave y esponjosa (Trejos, 2009, p.15).

2.4.5. Cordon espermatico

“Los 2 cordones espermaticos deben ser similares en tamafio y de un didmetro uniforme. Una

pequefia porcion del cordon espermatico puede ser palpado a través del cuello del escroto” (Trejos,
2009, p.15).

2.4.6. Peney prepucio

“La piel del prepucio debe estar libre de distorsiones o engrosamientos, no deben de existir

ulceraciones y el diametro del anillo prepucial debe permitir el libre movimiento del pene” (Trejos,
2009, p.15).

2.5.  Gametogénesis

La espermatogénesis es una suma de eventos cronol6gicos de division y diferenciacion que tiene
como objetivo la produccion de espermatozoides tiene lugar en los testiculos, especificamente en
los tabulos seminiferos que estan compuestos por células somaticas. Este proceso consiste en la
divisién mitotica de células madre espermatogonias para formar espermatocitos primarios y por
meiosis crear espermatidas haploides y diferenciarse en espermatozoides y preparar su membrana
plasmética y otras estructuras especificas para reaccionar adecuadamente al tracto genital

femenino y al 6vulo (Aznarén, 2019, p.21).



2.6.  Espermatogénesis equina

La espermatogeénesis tiene una duracion total de 57 dias en el caballo, la primera etapa de la
espermatogénesis es la espermatocitogénesis y dura 19.4 dias, donde la espermatogonia va a tener
multiples divisiones formando cinco tipos de espermatogonias: Al, A2, A3, B1 y B2, con la
division de la espermatogonia B2 se forma el espermatocito primario (diploide) que entra en la
primera division meiética; todo el proceso meidtico tiene una duracion de 19.4 dias, la primer

divisién dura 18,7 dias y la segunda solo 0,7 dias (Aznarén, 2019, p.21).

Por Gltimo, la espermiogénesis tarda 18,6 dias y es la diferenciacion de espermatidas con nucleo
esférico a espermatozoides al final sucede la espermiacion que es la liberacion de los
espermatozoides del epitelio seminifero a la luz tubular. La eficiencia del espermatogénesis es
medida por el nimero de espermatozoides producido por gramo de parénquima testicular y no
esta influenciada por la diferencia en el tamafio testicular entre los animales, en equinos en

particular es de 16-19 x 106 cel/g (Aznaran, 2019, p.21).

2.7.  Morfologia espermatica

La membrana plasmatica espermatica cubre a todo el espermatozoide de la cabeza a la cola y
juega un papel importante en la regulacién de la interaccidn espermatozoide-évulo y, es por ésta
razon, que es una estructura extremadamente dindmica (Aznaréan, 2019, p.21).

2.7.1. Cabeza

“La cabeza contiene el ADN que es vital para la interaccion espermatozoide - évulo, y ademas
del ndcleo, contiene un pequefio espacio citoplasmatico en el extremo apical, llamado acrosoma”

(Aznarén, 2019, p.21).

2.7.2. Pieza media

“La pieza media que contiene mitocondrias y se encargan de la produccion de energia” (Aznaran,
2019, p.21).

2.7.3. Flagelo

“El flagelo, es el encargado de la movilidad” (Aznaran, 2019, p.21).



2.7.4. Nucleo

“El ADN en el espermatozoide se encuentra como cromatina, formada por ADN y protaminas.
Los residuos de cisteina en las protaminas forman enlaces disulfuro que compactan al ADN seis

veces mas que en las células somaticas” (Aznaran, 2019, p.21).

2.7.5. Dafios de la membrana plasmatica

Cuando los espermatozoides se someten a congelacion y descongelacion, sin crioproteccion, se
altera la integridad de las membranas plasmaticas y de otras estructuras, existe evidencia de que
la criopreservacion afecta negativamente la integridad del ADN por estrés oxidativo, induciendo
fragmentacion del ADN, pero en ocasiones el nicleo espermatico puede mantener las propiedades

esenciales para dar comienzo al desarrollo embrionario (Trujillo, 2011, p.4).

2.8.  Caracteristicas Microscopicas

2.8.1. Concentracion Espermatica

La concentracion espermaética del semen equino varia dependiendo de varios factores, pero el
rango normal es de 150 a 300 x10° por mililitro, el nimero de espermatozoides se encuentra entre
1y 20 billones por cada eyaculado. EI volumen testicular tiene relacién directa con la produccién
de espermatozoides. La relacion normal es calcular el peso de 1 g de parénquima testicular para

producir 19 millones de espermatozoides al dia, aproximadamente (Gonzales, 2015).

2.8.2. Motilidad espermatica

“Proporciona los datos mas importantes sobre calidad y vialidad de una muestra espermatica”
(Veélez, 2017, p.8).

2.8.3. Motilidad masal

“la motilidad masal en equinos se caracteriza por su forma fisiol6gica, donde la insercién del
flagelo en la cabeza del espermatozoide es abaxial, debido a este factor la movilidad de los

espermatozoides no es totalmente lineal en comparacion a otros animales” (Vélez, 2017, p.8).



2.8.4. Morfologia espermatica

Se basa en la relacién directa existente entre los espermatozoides anormales en el eyaculado, el
tipo de defecto y su relacion con la fertilidad in-vivo. El rango de presencia de anomalias en un
semen de calidad esta entre 10 % y 25 %. Altos porcentajes se asocian a inmadurez sexual,
procesos degenerativos y patoldgicos. Se han encontrado varias afecciones hereditarias asociadas
con defectos testiculares, espermatogénesis anormal y espermatozoides morfol6gicamente

anormales (Vélez, 2017, p.8).

2.9.  Composicion membranal del esperma

La membrana plasmatica del espermatozoide en los mamiferos es una bicapa lipidica altamente
con un alto contenido de &cidos grasos poliinsaturados, estas estructuras son responsables de la
flexibilidad y de la capacidad funcional de los espermatozoides pero constituyen el principal
sustrato para la peroxidacion, lo cual puede dar lugar a severos desordenes funcionales en el

espermatozoide (Villa, 2007, p.11).

2.9.1. Proteinas

Las proteinas que se encuentran en la bicapa lipidica estan unidas por interacciones no covalentes,
y realizan diversas funciones, como son: el transporte de moléculas especificas hacia las células;

ayudando a las reacciones normales y funcionan como receptores en la transmisién de sefiales
(Arenas, 2010, p.15).

2.9.2. Lipidos

Los lipidos componen entre el 30 y el 50% de la membrana y se encuentran anclados a su posicion.
Aspecto que resulta importante para la fertilizacion pues la fusion de los gametos masculino y

femenino, requieren la participacién particular de un microambiente de lipido (Ospitia y Gonzélez,
2011, p.31).

La membrana plasmética de los espermatozoides equinos contiene aproximadamente 57% de
fosfolipidos, 37% de colesterol y 6% glicolipidos, la diferencia de espermatozoide equino con
otras especies es con respecto a su contenido relativamente alto de colesterol el cual parece estar
relacionado con la tasa de capacitacion, posiblemente porque el colesterol debe ser agotado de la

membrana plasmética durante este proceso (Ospitiay Gonzélez, 2011, p.31).
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2.10. Uso de biotecnologias para la reproduccién equina

Actualmente el uso de la conservacion de células vivas mediante la congelacién, ha traido nuevos
retos a la medicina veterinaria, con la finalidad de mejorar la supervivencia celular durante el
proceso de coleccion, congelacion, almacenamiento y descongelacion, ya que es bien sabido que,
durante estos pasos, un porcentaje alto de las células mueren, debido a los cambios de

temperatura, presion osmoética, pH, luz y medio ambiente (Elgueta, 2018, p.5).

En numerosos paises el semen se importa de ultramar y el uso de esta tecnologia es mas comun
en el sector lacteo, en América Latina se tienen datos de que 95% de los paises que la integran
utilizan inseminacion artificial, siendo la biotecnologia més usada. En numerosos sistemas en
pequefa escala o de bajos insumos externos el uso de biotecnologia es muy limitada. En lo
concerniente a los proveedores de servicios de IA, el sector privado desempefia una funcién
importante en esta region, y sobre todo, el uso de las biotecnologias suele ser mucho mayor en el
ganado bovino que en todas las otras especies (Elgueta, 2018, p.5).

2.11. Crio preservacion de espermatozoides equinos

La criopreservacion de semen equino ha ganado popularidad, ya que prolonga el tiempo de
almacenamiento de los gametos y ofrece beneficios adicionales, incluyendo una forma mas facil
para entregar y conservar material genético, contribuyendo a la expansidn de las diversas técnicas
de reproduccién como la inseminacién artificial (1A), fertilizacion in vitro (FIV) y la inyeccién

intracitoplasmatica (ICSI).

Se ha visto que la 1A con semen congelado es un elemento esencial en los programas de
mejoramiento y seleccion, aumentando la produccién de especies domésticas Sin embargo, se
considera que el éxito de la criopreservacion de espermatozoides de equino, generalmente es
menor que el de espermatozoides de toro o cuando se usa semen fresco para inseminar 0 monta

natural (Elgueta, 2018, p.5).

La membrana plasmaética del espermatozoide es de vital importancia en el proceso de fertilizacion
(capacitacion, reaccion acrosomal y fusion del espermatozoide con el 6vulo) y se ha estimado que
solo el 20-40 % de los equinos producen semen con caracteristicas favorables para la
criopreservacion, pues durante este proceso, se producen alteraciones en el espermatozoide
causando una disminucion en los espermatozoides viables y no mas del 50% sobrevive a la

criopreservacion (Elgueta, 2018, p.5).
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Las células que siguen vivas pueden tener procesos como capacitacion y reaccién acrosomal
inducidas por el proceso de criopreservacion, lo cual evita que penetre el 6vulo y por lo tanto
pierde su capacidad fecundante. En general se ha observado que en espermatozoides de equino
criopreservados la movilidad, viabilidad e integridad membranal, es menor, en comparacién con

los espermatozoides de eyaculado en fresco (Elgueta, 2018, p.5).

2.11.1. Uso actual de los espermatozoides crio preservados de equino

La criopreservacion de semen debido a las complicaciones de manejo al momento de obtener
semen para conservarlo y por los altos costos de éste procedimiento, pues, no se cuenta con
estrategias y/o centros de reproduccion en equinos, ni bancos de germoplasma. Por lo que el
control del manejo del semen equino es meramente privado, los costos de éste, dependen de los
registros que se tengan del donador y sus triunfos o ganancias econémicas en una variedad de

competencias (Contreras, 2022, p.21).

También se ha observado una gran variabilidad en los rangos de gestacién y viabilidad post-
descongelacion; tanto, que se ha estimado que solo cerca del 20% de los caballos producen
espermatozoides aptos para congelarse, el 60% produce células con caracteristicas aceptables y
el otro 20% consiste en individuos con gametos pobres de caracteristicas para ser criopreservados.
Es asi como los protocolos de inseminacion artificial en equinos con semen congelado se han

vuelto tan variables (Contreras, 2022, p.21).

2.12. Técnicas de obtencidn de espermatozoides utilizadas en equinos

Los espermatozoides equinos pueden ser recolectados por varias técnicas como la vagina
artificial, electroeyaculacion, recuperacién de la vagina de una yegua después del apareamiento
natural, y la recuperacion de los espermatozoides del epididimo, sin embargo, no todas son de uso

comun ni de utilidad practica (Vicenté, 2006, p.11).
2.12.1. Vagina artificial
Es la técnica de recoleccion de semen més comUnmente usada en reproduccion equina y con el

uso de ésta técnica, se trata de simular las condiciones de temperatura (42-44 °C), presion y

lubricacién de la vagina de la yegua, estimulos necesarios para desencadenar la eyaculacion
(Vicenté, 2006, p.11).
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2.12.2. Electroeyaculacién

La electroeyaculacion es un método ampliamente utilizado para la recoleccién de semen en
algunas especies como bovinos y ovinos, pero su uso en los equinos no es recomendable debido
a los riesgos tanto para los animales como para el operador. Ademas, involucra el uso de anestesia

general en los caballos y la colocacion de un electroestimulador via rectal (Vicenté, 2006, p.11).

En raras ocasiones se utiliza la electroeyaculaciéon y no es considerada una técnica eficaz para
obtener espermatozoides viables, pues hay menor calidad espermatica, en su mayoria

caracterizada por menor movilidad, probablemente relacionada por la contaminacion de orina
(Vicenté, 2006, p.11).

2.12.3. Proceso de criopreservacion

Antes del proceso de congelamiento debe haber una curva de enfriamiento lenta de 37 °C a 5 °C
en un periodo de 0,5 a 2,5 horas. El enfriamiento de los espermatozoides produce una disminucion
en la actividad metabdlica de los espermatozoides, incluso el crecimiento bacteriano se reduce
para prolongar la viabilidad de los espermatozoides, un enfriamiento a velocidad lenta puede
aumentar la resistencia a las lesiones por frio en la membrana acrosomal y la membrana

plasmaética en el espermatozoide (Restrepo et al., 2016, p.2).

Se ha observado que la calidad del espermatozoide sometido a una velocidad de enfriamiento
lenta, antes de la congelacidn, es mayor que cuando es utilizada una velocidad de enfriamiento
rapida, pues si los espermatozoides de equino se enfrian rapidamente, la membrana espermaética
tiene cambios irreversibles por choque térmico. Después del descongelado los espermatozoides
pierden movilidad, por lo que se aletargan incluso en movimiento circular, el metabolismo se

reduce, presentan lesiones en la membrana plasmatica, acrosoma y componentes intracelulares
(Oliveria, 2010).

El efecto de la criopreservacion depende también de su curva de congelacion. Si los
espermatozoides son congelados a una velocidad moderada (-25 a -40 °C/min), el agua no
congelada en el interior de la célula se difunde al medio extracelular, debido a la mayor

concentracion de solutos en la fraccion no congelada de éste (Restrepo et al., 2016, p.2).

Si en cambio la velocidad de congelacion es lenta (<-25 °C/min, los espermatozoides se
deshidratan y no se forman cristales de hielo, sin embargo, esto resulta en elevadas

concentraciones intracelulares de solutos que pueden dafiar a los espermatozoides. Por otro lado,
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si la congelacion es rapida (> -60 °C/min) el agua intracelular no dispone de tiempo suficiente
para difundir fuera del espermatozoide antes de congelarse, formando cristales intracelulares de

hielo, resultando en lesion celular (Ospitia y Gonzalez, 2011, p.31).

Se ha reportado que la movilidad espermatica progresiva es mayor cuando se congela con
congelador programable gue con caja de poliestireno, inmediatamente después de descongelar y
a las 3 horas (p<0.05). Sin embargo, las ventajas de usar una caja de congelacién es que es un
método barato, facil de usar, requiere de poco cantidad de nitrogeno liquido y es portable,
mientras que un congelador programable es caro, usa una gran cantidad de nitrégeno liquido y
solo puede ser usado en laboratorio, y a pesar de que hay diferencias en los valores de movilidad

no se han reportado diferencias en otros parametros de calidad en el espermatozoide (Ospitia y
Gonzélez, 2011, p.31).

A la temperatura del nitrégeno liquido, dentro de las pajillas de congelacion hay canales de agua
no congelada con concentraciones mas altas de solutos. El volumen de esta fraccion no congelada
es muy importante porque solamente espermatozoides presentes en estos espacios sobreviven a
la criopreservacion. Por lo tanto, la criopreservacion de espermatozoides en concentraciones
demasiado altas, disminuye el porcentaje de células que sobreviven a la congelacién. La

descongelacién de las pajillas se realiza colocandolas en agua a 37 °C por 30 segundos (Ospitia y
Gonzélez, 2011, p.31).

2.12.4. Diluyente

Durante el proceso de crio preservacion se utilizan diluyentes, normalmente se utilizan productos
comerciales, se utilizan para proteger a los espermatozoides durante el proceso y que su integridad
no se vea afectada, su composicién es variable, pero incluyen minerales, nutrientes, agentes crio
protectores y antibidticos. Los diluyentes también brindan proteccion contra el choque térmico,

producida por el cambio brusco de temperaturas (Camacho, 2014, p.28).

Dentro de los factores mas importantes que afectan la longevidad del semen una vez diluido, se
encuentran la calidad previa del semen, concentracién espermaética, tipo de diluyente, antibidtico
utilizado, la tasa de dilucidén y la velocidad de enfriamiento. Ademas del efecto de dilucién del
plasma seminal, los efectos positivos de los diluyentes se basan en el control del pH, osmolaridad

y en la entrega de energia (Camacho, 2014, p.28).
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2.12.5. Dafios durante la crio preservacion de espermatozoides

Las lesiones causadas por criopreservacion en las células son probablemente debidas a los efectos
acumulativos de muchos diferentes modos de crio-lesién, como: formacion de hielo intracelular,
pérdida de componentes de la membrana, deshidratacion de la membrana, desnaturalizacion de
proteinas (tanto membranales y citoplasmicas), burbujas de gas, dafios lisosomales y puncién de

la membrana.

Un buen crioprotector debe proteger a la célula contra todos estos tipos de crio-lesiones, pues los
espermatozoides equinos no pueden sobrevivir la congelacion sin crioproteccién, aunque la

presencia de éste, puede potencialmente inducir dafio por la expansion y contraccion de volumen
(Ospitia y Gonzélez, 2011, p.31).

El estrés osmético durante la crio preservacion es el resultado de la adicion o remocion de
crioprotectores y por el mismo procedimiento de enfriamiento. La respuesta osmotica de la célula
depende de su permeabilidad membranal al agua, asi como, de su permeabilidad membranal a los
agentes crioprotectores.

Esta relativa permeabilidad cambia con la temperatura y el espermatozoide solo es capaz de
tolerar un rango de cambios en la presion osmotica. Se ha visto que el espermatozoide equino es
capaz de regular su medio ambiente interno a condiciones isosmoticas después de ser expuesto a
osmolalidades de 75-900 mOsm kg—1. Sin embargo desde que es expuesto a osmolalidades cerca

de 450 mOsm kg—1, empiezan a crearse severas alteraciones en su funcioén (Camacho, 2014, p.28).
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CAPITULO I1I
3. MARCO METODOLOGICO
3.1. Localizacion y duracion del experimento
La presente investigacion se realiz6 en el Complejo Intercultural y Deportivo Mushuc Runa,
ubicado en el km E35 de la via Ambato — Riobamba en el barrio Santa Lucia, del canton Tisaleo,
provincia de Tungurahua, a 1°21'00” de latitud Sur y a 78°40'00"” de longitud Oeste, con un
tiempo de duracion de 120 dias. Las condiciones meteoroldgicas de la zona se observan en la

tabla 1-3.

Tabla 1-3: Condiciones meteoroldgicas de la zona.

Parametros Valores
Temperatura, °C 16,0
Precipitacion, mm/afio 2800 - 4500
Altitud, msnm 3164
Humedad relativa, % 80,0

Fuente: (INAMHI. 2021).
Realizado por: Tuza, Nelson, 2024.

3.2.  Unidades experimentales

Para el desarrollo de la presente investigacion se evaluaron 108 unidades experimentales las
cuales correspondieron a las dosis seminales (pajillas descongeladas) obtenidas de la extraccion
de semen de 2 sementales equinos de la raza Espafiol y Frison, a los cuales se les realiz6 3 colectas

con un intervalo de 8 dias.

3.3.  Materiales, equipos, e instalaciones

3.3.1. Materiales de campo

o Desparasitantes.

o Vitaminas.

o Libreta de apuntes.
o Esferogréficos.

o Overol.

) Botas.
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o Gorra.

o Mascarilla.

o Guantes.

o Porta y cubre objetos.

J Calentador de agua.

o Vagina artificial.

o Recipiente recolector de semen.
. Papel pH.

o Diluyentes.

o Pipetas.

o Colorantes (eosina y nigrosina)

3.3.2. Materiales de laboratorio

o Tubo de centrifugacion.
o Puntas de micro pipetas.
o Jeringas.

o pajillas de 0,025 cc.

o Pinzas.

o Papel tornasol.

o Cooler.

o Placa porta objetos.

o Placa cubre objetos.

o Caja Petri.

o Placas de Neubauer.

o Vaso de precipitacion.

o Balon volumétrico de 100 ml
o Pipeta

o Papel absorbente

3.3.3. Equipos

. Bascula.

o Microscopio.

o Tanque de nitrogeno.



o Placa calefactora.
o Computadora.
. Centrifuga.

o Bafio Maria.
3.3.4. Animales
Se utilizaron 2 sementales equinos de las razas Espafiola y Frison.
3.3.5. Instalaciones
Se utilizaron las instalaciones del complejo intercultural y deportivo MUSHUC RUNA.
3.4. Tratamiento y disefio experimental
En el presente estudio se utilizé 2 sementales equinos de las razas Espafiol y Frisén a los cuales
se les realizo 3 extracciones de semen con un intervalo de 8 dias por extraccién. Las unidades
experimentales (pajillas) se distribuyeron bajo un Disefio Completamente al Azar (DCA) con
arreglo combinatorio de factores, en donde el factor A son las curvas de congelacién y el factor
B son las razas de los equinos. El disefio responde al siguiente modelo lineal aditivo:
Yijk = p+ Ai + Bj + ABij + €ijk
Donde:
Yijk: observacion de la variable respuesta obtenida del tratamiento.
p: Media general.
Ai: efecto del nivel del factor A (raza).
Bj: efecto del nivel del factor B (curva de congelacion).
ABij: efecto de la interaccion del nivel factor A 'y del nivel de factor B en su repeticion k.
€ijk: error.

3.4.1. Esquema del experimento

El esquema del experimento se describe en la tabla 2-3.
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Tabla 2-3: Esquema del experimento.

Factor A Factor B Cddigo Repeticiones T.U.E.* REP/TRAT
Curvas de congelacion Razas
equinas
2 Horas (refrigeracion) 15 minutos
(congelacion) AlB1 18 1 18
3 Horas (refrigeracion) 10 minutos .
(congelacion) Espafial A1B2 18 1 18
4 Horas (refrigeracion) 5 minutos
(congelacion) AlB3 18 1 18
2 Horas (refrigeracion) 15 minutos
(congelacion) A2B1 18 1 18
3 Horas (refrigeracién) 10 minutos o
(congelacion) Frison A2B2 18 1 18
4 Horas (refrigeracion) 5 minutos
(congelacion) A2B3 18 1 18
Total 108

T.U.E.: Tamafio de la Unidad Experimental
Realizado por: Tuza, Nelson, 2024.

3.5.  Andlisis estadistico y pruebas de significancia

En el semen fresco extraido se evalud las variables: volumen de eyaculado, pH, aspecto, color y

olor del eyaculado; para lo cual se utiliz6 estadistica descriptiva.

Para los parametros microscopicos del semen fresco: motilidad individual, motilidad masal,

viabilidad espermatica, morfoanomalias y concentracion espermatica se utiliz6 estadistica

descriptiva.

En las variables post congelacion motilidad individual, integridad de la membrana y viabilidad

espermatica, se realizé un andlisis de la varianza (ADEVA) P < 0,05 y la separacion de medias a

través de la prueba de Tukey con un nivel de significancia de P < 0,05. Para las variables que

presenten significancia se realiz6 un analisis de regresion y correlacion.

3.6. Mediciones experimentales

o Aspecto.
° Color.
° Olor.
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. pH.

o Volumen del eyaculado.

o Concentracion espermatica (millones spz/ml).
o Viabilidad espermatica (%).

o Motilidad masal espermatica.

o Motilidad individual, %.

. Morfo anomalias, %.

o Integridad de la membrana espermatica (%).

3.7. Procedimiento experimental

3.7.1. De campo

Previo a las extracciones de las muestras seminales se desparasitd y vitaminizo a los equinos
utilizando vitaminas del complejo AD3E y multivitaminicos con fésforo, magnesio y selenio
principalmente. La alimentacién y el estado de salud se mantuvo uniforme al momento del inicio
del trabajo. Las extracciones seminales se realizaron con el uso de una vagina artificial (Colorado)
la cual se llené con 500 - 700 ml de agua a una temperatura de 55°C y se colocd la presién
adecuada; previamente se sincronizd una yegua para que presente celo y de esta forma se estimule
a los machos. El eyaculado colectado se evalud y se registraron los datos correspondientes, para
después realizar los protocolos de crioconservacion en pajillas de acuerdo a los tiempos

establecidos y analizar la capacidad funcional y de fertilidad del semen.

3.7.2. De laboratorio

Las variables como la motilidad individual, integridad de la membrana y viabilidad espermatica,
se evaluaron después de descongelar las pajillas en agua a una temperatura de 37°C durante 45
segundos. Re registraron los datos correspondientes para luego realizar un analisis estadistico y
obtener los resultados.

3.8.  Metodologia de la evaluacion

Antes de extraer las muestras seminales se prepar6 a los sementales tomando en cuenta que se

encontraron en un buen estado nutricional, buena salud, entre otras, las extracciones se realizaron

3 veces con un intervalo de 8 dias.
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En el semen recién obtenido se evaluaron pardmetros macroscopicos y microscopicos:

3.8.1. Aspecto

Se observd detenidamente la presencia de cuerpos extrafios 0 impurezas que dafien la naturaleza

del eyaculado puesto gque es un factor negativo para la investigacion (Chucag, 2023, p.23).

3.8.2. Color

Se evalu6 por medio visual, refiriendo que el color depende mucho de la concentracion
espermatica dandonos diferentes tonos como blanco cremoso, blanco lechoso, trasparente o
traslucido, si la coloracion es rosada indica que existe una contaminacion por sangre por lo él

eyaculado y debera ser descartada para la investigacion (Chucag, 2023, p.23).

3.8.3. Olor

Se lo determiné acercando el tubo de colecta hacia las fosas nasales e inhalando el olor de la
muestra directamente; este parametro indica las condiciones y el estado en que se encuentra la
muestra, en donde el méas adecuado es un olor neutro y agradable, puesto que si no presenta estas
caracteristicas el eyaculado puede estar contaminado con orina 0 mas aun existe presencia de

bacterias de una posible infeccion.

3.8.4. pH

Se tomé una muestra del eyaculado el cual se evalu6 con un medidor de ph en donde el resultado

debe arrojar valore entre 7,0 y 7,5 que nos indica un pH levemente alcalino (Chucag, 2023, p.23).

3.8.5.  Volumen del eyaculado

Para tomar esta medicidn se utiliz6 un tubo graduado donde se deposita la cantidad del eyaculado

obtenido y por lectura directa se determina el valor expresado en mililitros (ml) (Chucag, 2023, p.23).

3.8.6. Concentracion espermatica (millones spz/ml)

La concentracion espermatica hace referencia a la cantidad de espermatozoides presentes en un

ml de eyaculado y para su célculo se utiliza una cdmara Neubauer, en la cual se utiliz6 una

dilucion de semen (1:100) en una solucion formalizada distribuyéndolo en los compartimientos
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de la cdmara de conteo celular para su posterior conteo (5 cuadros) y célculo con la siguiente
formula (Taday, 2022, p.18):

La concentracion de espermatozoides se calcula utilizando la siguiente ecuacion:

Concentracion espermatica= nimero de espermatozoides * 5 * 10 * 100 * 1000

3.8.7. Viabilidad espermética (%)

La viabilidad espermaética se determind mediante el uso de tincion de Eosina/ nigrosina. El método
consiste en colocar la cantidad de 10 pl de eosina sobre la misma cantidad es decir 10 ul de semen
sobre un portaobjetos previamente atemperado. Esto se debe homogenizar mediante una

extension (frotis) para luego dejar reposar la muestra durante un minuto.

La muestra se coloca en un microscopio y con la ayuda de un objetivo de 40 x se contabiliza un
minimo de 100 espermatozoides en los diferentes campos del portaobjetos, con ayuda de los
colorantes se distingue los espermatozoides viables (los que presentan una coloracion
transparente - blanca en la cabeza) de los no viables (los que presentan una coloracion rosa en la

cabeza), el resultado se expresa en porcentaje (Taday, 2022, p.18).

o espermatozoides vivos
Viabilidad % = - * 100
espermatozoides contados

3.8.8. Motilidad masal espermaética

La motilidad masal se evalu6 al analizar el movimiento que tiene los espermatozoides de manera
grupal en la muestra de semen fresco ya que el movimiento es un indicador de la vitalidad que
tienen los espermatozoides. Para su evaluacion se tomé una muestra de semen fresco (microgota)
y se coloco sobre una placa cubre objetos atemperada a 37 grados centigrados; se observa en el
microscopio con un objetivo de 4x. La valoracion se da en una escala del 1 al 5 en donde el valor
de 1 indica la ausencia de movimiento y 5 nos indica que la muestra tiene un movimiento de

ondas (Taday, 2022, p.18).

0 = ningun espermatozoide muestra movimiento.

1 = muy pocos espermatozoides muestran vida.

2 = se observan movimientos pero no aparecen ondas.
3 = se muestran ondas de movimiento lentas.

4 = movimiento vigoroso pero las ondas no son muy rapidas.
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5 = ondas de movimiento muy rapidas.

3.8.9. Motilidad individual, %

La motilidad individual se determiné tomando una muestra (microgota) de semen y colocandola
sobre una placa porta objetos atemperado a 37 grados centigrados, se colocd la placa cubre objetos
y se lleva la muestra al microscopio para observarla con objetivo 10x. Se observa la capacidad
individual para moverse, la direccion en que se mueven los espermatozoides y qué tipo de
movimiento realizan. Se observa un movimiento rectilineo, que serd considerado un
espermatozoide normal, pero si su movimiento es descoordinado y no tiene direccion el
espermatozoide sera considerado como anormal, la valoracion se registra en porcentaje (Taday,

2022, p.18).

3.8.10. Morfo anomalias, %

Las morfo anomalias se observaron con un microscopio, se observa las anomalias presentes en
cada espermatozoide como espermas sin cabeza, con dos cabezas, cabezas muy grandes, cabezas
pequefias, sin cola, colas ensortijadas entre otras. Este procedimiento se realizd con la toma de
una gota de muestra seminal para luego tefiirla con una gota de eosina/ nigrosina, para luego
realizar el respectivo frotis y secarlo al ambiente por un minuto para luego llevarlo al microscopio
y observarlo con el objetivo de 40x para determinar la valoracion se utiliza la siguiente férmula
(Taday, 2022, p.18).

espermatozoides con anormalidades
espermatozoides normales

Morfo anomalias=

Después de preparar las pajillas a diferentes temperaturas, se descongelan y se evallan las

siguientes variables:

3.8.11. Integridad de la membrana espermatica (%)

La integridad de la membrana permite determinar la cantidad de espermatozoides viables después
de la congelacion en cada protocolo. Para la valoracion se utilizo el test Hipo osmotico (HOST)
que consiste en preparar una solucion de fructosa al 1,7 % (solucién A) en 50 ml de agua estéril
y una solucion de Citrato de Sodio al 0,735 % (solucion B) en 50 ml de agua estéril. De la

preparacion total de cada solucion se tomd 0,5 ml de la solucién (A) con 0,5 ml de la solucion

(B).
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. Posterior a la incubacidn se tomé una muestra de 10 uLL con una micro pipeta para observar con
el microscopio el nimero de espermatozoides que tengan la cola enrollada y cabezas hinchadas
gue representan a aquellos que presentan membrana espermatica integra, los resultados se

presentan en porcentaje de acuerdo a la siguiente formula:

) espermatozoides con cola enrollada
Integridad de la membrana = - * 100
espermatozoides totales
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.  Caracteristicas del semen equino fresco.

4.1.1. Caracteristicas macroscopicas

Las caracteristicas macroscopicas de semen equino (volumen, pH, aspecto, color y olor)
evaluadas en los dos sementales de razas Espafiol y Frisén se describen en la tabla 1-4.

Las caracteristica macroscépicas son similares en ambos sementales; sin embargo, se encuentran
diferencias en el volumen de eyaculado, reportando un mayor volumen el equino Frisén con 130,0

ml en relacién al de la raza Espafiola con 66,67 ml.

Tabla 1-4: Caracteristicas macroscépicas del semen fresco equino.

Caracteristicas Espafiol Frison
Volumen sin filtro, ml 66,67 130,00

pH 7,33 7,33
Aspecto Normal Normal
Color Blanco lechoso Blanco cremoso
Olor Sui generis Sui generis

Realizado por: Tuza, Nelson, 2024.

En la evaluacion de protocolos de crio preservacion de semen equino Contreras (2022, p.45) reporto
los siguientes parametros del semen fresco de equinos de razas cuarto de milla: volumen de
110,83 ml, un color blanco grisaceo, un aspecto acuoso y olor caracteristico al semen o sui
generis; este volumen seminal del semental Cuarto de Milla es superior al Espafiol, pero inferior

al Frisén, debido a que la raza del equino influye en este parametro.

Montiel et al., (2022, p.3) evalu6 el volumen seminal de varias razas de equinos, Cuarto de milla
54,0 ml, Arabe 77,0 ml, Frisén 87,0 ml, Espafiol 77,0 ml, Warmblood 68,0 ml y Holsteiner 56,0
ml) con resultados muy diferentes por lo que se determina que la raza de los animales si influye

en este parametro.
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De acuerdo a los resultados se observa la variabilidad del volumen de un eyaculado equino entre
los 30,0 y 250,0 ml, este volumen puede modificarse debido a varios factores como la raza, edad,

frecuencia de recogida, alimentacion, nivel de estimulacion o época del afio (Gutiérrez, 2014, p.24).

4.1.2. Caracteristicas microscdpicas

Las caracteristicas microscopicas de semen equino (motilidad individual, motilidad masal,
viabilidad espermatica, morfoanomalias y concentracién espermaética) evaluadas en los dos

sementales de razas Espafiol y Frison se describen en la tabla 2-4.

Las caracteristica microscopicas son similares en ambos sementales, sin embargo se encuentran
diferencias en la concentracion espermatica, observando una mayor concentracion en el equino
Frison con 5,57 x 108 espermatozoides/ml, mientras que el semental de la raza Espafiola report6

una concentracion de 2,51 x108 espermatozoides/ml.

Tabla 2-4: Caracteristicas microscépicas del semen fresco equino.

Caracteristicas Espafiol Frison
Movimiento individual, % 61,67 68,33
Movimiento en masa 3,33 3,33
Viabilidad espermatica, % 93,33 94,67
Morfoanomalias, % 9,00 10,67
Concentracion espermaética, espermatozoides/ml 2,51 x10° 557 x108

Realizado por: Tuza, Nelson, 2024.

En la evaluacion de protocolos de crio preservacion de semen equino Contreras (2022, p.45) reporto
los siguientes parametros del semen fresco de dos equinos de razas cuarto de milla, motilidad
espermatica 60,0 %; movimiento en masa 3,33; concentracion espermatica 3,92 x108

espermatozoides/ml.

Gutiérrez y Restrepo (2014, p.47), por otro lado sefialan que el semen fresco de equino para
calificarlo como apto para su congelacion debe tener una motilidad mayor al 60,0 % y una
concentracion espermatica mayor al 1,0 x108, en la presente investigacion el semen tanto del
equino de raza Espafiol y Frisén se encuentran aptos para el proceso de crioconservacion. La
motilidad individual progresiva se ve influenciada por varios factores como la “temperatura,
cambios osméticos, manejo inadecuado del eyaculado, tipo de diluyente, tiempo entre la

coleccion y evaluacion de semen, edad, y uso de antibioticos en los diluyentes” (Kandiel, 2018, p.5).
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Alvarenga et al (2012, p.5) indican que la motilidad en masa o vigor espermético debe ser igual o
superior a 3, para calificar una muestra seminal como apta para su congelacion; dentro de la
investigacion los eyaculados de los equinos Espafiol y Frison presentaron un valor de 3,33 por lo

gue se encontraron aptos para su procesamiento y congelacion.

Montiel et al., (2022, p.3) evalu6 el movimiento individual de varias razas de equinos, Cuarto de
milla 74,0 %, Arabe 77,0 %, Frisén 71,0 %, Espariol 71,0 %, Warmblood 74,0 % y Holsteiner
75,0 %; observando que este pardmetro se ve claramente influenciado por la raza de los animales.

En cuanto a la concentracion espermatica Montiel et al., (2022, p.3) determinaron para la raza
Cuarto de milla 1,6 x10® espermatozoides/ml, Arabe 0,96 x10° espermatozoides/ml, Frison 1,37
x108 espermatozoides/ml, Espafiol 1,39 x10® espermatozoides/ml, Warmblood 1,84 x108
espermatozoides/ml y Holsteiner 2,3 x108 espermatozoides/ml; éste parametro también se
encuentra influenciado debido a varios factores como la alimentacidn, edad, condicion corporal,
raza de los sementales; otro de los factores que influyen en este parametro es el método de
determinacion (automatizado o manual) en donde en este caso al utilizar un método manual

(Camara de Neubauer) podria variar el calculo con relacién a otros autores.

La concentracion normal de un equino se encuentra dentro de un amplio rango que va desde 0,5
x108 espermatozoides/ml; hasta los 8 x108 espermatozoides/ml; por lo que los resultados

obtenidos en el presente estudio se encuentran dentro del rango normal (Montiel et al., 2022, p.3).

4.2.  Caracteristicas microscépicas de semen equino postcongelacion de acuerdo a su

raza.

Las caracteristicas microscopicas de semen equino (Frison y Espafiol) después de empajillar y

descongelar se describen en la tabla 3-4.
Las variables de Integridad de la membrana y viabilidad espermatica no presentaron diferencias

estadisticas significativas; sin embargo, se observa un ligero incremento en los valores del macho

de la raza Frisona en ambos casos.
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Tabla 3-4: Caracteristicas microscépicas del semen equino descongelado, de acuerdo a la raza.

Variables Espariol Frison E.E. Prob.
Motilidad individual
(%) 42,96 b 56,57 a 2,34 0,0001
Integridad
membrana (%) 26,02 a 29,72 a 1,4 0,0638
Viabilidad
espermatica (%) 53,8 a 55,93 a 2,48 0,5444

Realizado por: Tuza, Nelson, 2024.

4.2.1. Motilidad individual, %

Al analizar la variable motilidad individual de semen equino postcongelacion, se observaron
diferencias estadisticas significativas (P < 0,05) en donde se reporta un promedio de 56,57% para
el semental de la raza Frisona versus un 42,96% para el semental de la raza Espafiola (gréfico 1-
4).

Se asume asi que la motilidad individual en el semen descongelado depende de la raza de los
equinos, lo que se puede contrarrestar con Camacho (2014, p.21) quien reporta un 59,0 % al evaluar
diluyentes INRA 82 y botucrio para la criopreservacién espermatica de caballos criollos

colombianos.

Contreras (2022, p.45) evalud dos protocolos de crio preservacion de semen equino, reportando una
motilidad progresiva en el semen descongelado entre un 64, 17y 71,67 %, estos valores son muy
variables y depende del tipo de protocolo que se emplee para el procesamiento del semen, otro

autores como Riccio et al., (2016, p.23) reportaron una motilidad del 82,0 %.

Sefialando que la raza de los equinos es un factor que difiere los valores de la variable motilidad
seminal, Aurich (2020, p.8) reporta un 41,17 % al evaluar la eficiencia de la crio preservacion de
semen en sementales de la raza Cuarto de Milla 'y 47,18 % en la raza Arabe; y Sielhorst et al.,
(2016, p.10) al evaluar el efecto de la congelacion maltiple de semen de semental sobre la calidad y

fertilidad en la raza Hanoveriana 62,9 %.

Los resultados ademas pueden variar en dependencia del método de evaluacion utilizada, ya sea

mediante un sistema automatizado o por observacién directa en el microscopio.
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Gréfico 1-4: Motilidad individual (%) del semen descongelado de acuerdo con la raza equina.

Realizado por: Tuza, Nelson, 2024.

4.2.2. Integridad de la membrana, %

La variable integridad de la membrana no report6 diferencias estadisticas significativas (P > 0,05)
de acuerdo a la raza de los equinos, sin embargo se observd un promedio de 29,72% para el

semental Frison y un 26,02% para el semental Espafiol (grafico 2-4).

Cabrera et al (2014, p.8) evaluaron la integridad de las membranas plasmatica, acromasal y
potencial en semen de equino después del proceso de congelacion — descongelacion, reportando
una integridad de la membrana entre el 15,2 % y 12,6 %, en los equinos se presenta una
variabilidad en los datos de integridad de la membrana debido a diversos factores como la raza,
los maltiples eyaculados de un mismo animal, los procesos de congelacion-descongelacion,
fragmentacion del ADN espermatico, translocacion de la fosfatidilcerina, dafios en el acrosoma,

entre otros.
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Gréfico 2-4: Integridad de la membrana del semen descongelado de acuerdo con la raza equina.

Realizado por: Tuza, Nelson, 2024.

4.2.3. Viabilidad espermatica, %

La viabilidad espermatica de semen equino postcongelacién no mostro diferencias estadisticas
significativas con relacion a la raza, sin embargo cabe sefialar que el resultado para la raza

Espafiola fue un promedio de 53,80 % para la raza Frisona de 55,93 % (grafico 3-4).

Contreras (2022, p.55) indica que el semen descongelado de equinos de raza cuarto de milla
presentaron una viabilidad espermatica entre el 46,67 % y 88,33 %, en cambio Le6n y Moreno
(2006, p.56) manifiesta valores inferiores a los reportados de entre el 30,0 y 31,0 % en equinos de

raza Criollo Colombiano.

Valores inferiores se reportd por Clavijo (2015, p.10) al determinar una viabilidad espermatica
promedio del semen descongelado del 39,5 % en la raza Espafiola. Este factor no solo esta en
dependencia de la raza sino también de otros factores, como los cambios de temperatura y
alteraciones de la membrana del espermatozoide, pero como un valor en general los

espermatozoides de equinos luego de la descongelacion llegan a sobrevivir un 50 % de ellos
(Clavijo, 2015, p.23).
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Gréfico 3-4: Viabilidad espermética del semen descongelado de acuerdo a la raza equina.

Realizado por: Tuza, Nelson, 2024.

4.3.  Caracteristicas microscopicas de semen equino en tres diferentes curvas de

congelacién (2, 3 y 4 horas de enfriamiento).

Las caracteristicas microscépicas de semen equino (movimiento individual, integridad de la
membrana y viabilidad espermatica) después de empajillar y descongelar el semen de dos
sementales de razas Espafiol y Frison, de acuerdo a las curvas de congelacion (2, 3y 4 horas), se

describen en la tabla 4-4.

Las caracteristica microscopicas muestran valores superiores (P < 0,05) en la motilidad individual
y viabilidad espermética, a las 2 y 3 horas de congelacion; mientras que en la variable integridad
de la membrana a las 3 horas de congelacion fue el tratamiento que present6 mejores resultados
(tabla 4-4).

Tabla 4-4: Caracteristicas microscopicas del semen equino descongelado, de acuerdo a las curvas
de congelacion.

Variables 2 horas 3 horas 4 horas E.E. Prob.
Motilidad

individual (%) 52,78 a 59,31 a 37,22 b 2,68 <0,0001
Integridad

membrana (%) 2417 b 36,53 a 2292 b 1,41 <0,0001
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Viabilidad
espermatica
(%) 61,81 a 67,78 a 35,00 b 1,87 <0,0001

Realizado por: Tuza, Nelson, 2024.

4.3.1. Motilidad individual, %

El analisis de regresion de la motilidad individual espermatica en los sementales equinos, presento
diferencias estadisticas (P < 0,05); a medida que aumentan las horas de congelacién del semen,
la motilidad individual de los espermatozoides también aumenta (r = 0,11). El coeficiente de
determinacion (R2), indica que el 1,13 % de la varianza de la variable motilidad individual est&
explicado por las horas de congelacion del semen, mientras que el 98,87 % restante, esta en
dependencia de factores externos, como el manejo individual de los equinos, medio ambiente,

entre otros; como se puede observar en el grafico 4-4.
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Grafico 4-4: Anélisis de regresion de la motilidad individual del semen descongelado de acuerdo

a las curvas de congelacion.
Realizado por: Tuza, Nelson, 2024.

El movimiento individual de los espermatozoides muestra un mayor valor al utilizar una curva de
congelacién de 3 horas; de acuerdo a Neira et al., (2007, p.23) demuestra que la curva de congelacion
prolongada no es favorable ya que se ejercen mas efectos toxicos sobre la célula y la integridad

de la membrana y el movimiento de los espermatozoides se reduce.

La crio preservacion de los espermatozoides equinos se produce cuando se reduce la temperatura

hasta los -60 °C, lo que provoca dafios a las células sexuales “los espermatozoides cesan su
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actividad metabolica y se tornan células durmientes, el espermatozoide alcanza un estado de
anabiosis al encontrarse en nitrogeno liquido -196°C, en este momento no hay paso de agua, y se

forman cristales” (Caldevilla et al., 2020, p.11).

4.3.2. Integridad de la membrana, %

El analisis de regresion de la integridad de la membrana espermética en los sementales equinos,
presentd diferencias (P < 0,05); a medida que aumentan las horas de congelacion del semen, el
porcentaje de la integridad de la membrana de los espermatozoides aumenta (r = 0,21). El
coeficiente de determinacion (R2), indica que el 4,48 % de la varianza de la variable integridad
de la membrana esta explicado por las horas de congelacion del semen, mientras que el 95,52 %
restante, esta en dependencia de factores externos, como el manejo individual de los equinos,

medio ambiente, entre otros; como se puede observar en el grafico 5-4.
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Graéfico 5-4: Analisis de regresién de la integridad de la membrana espermaética del semen

descongelado, de acuerdo a las curvas de congelacion.
Realizado por: Tuza, Nelson, 2024.

La variable integridad de la membrana demuestra el metabolismo espermatico y el éxito en la
fertilizacion. “La capacidad fecundante de los espermatozoides se ve influenciada debido al
choque térmico producido durante la congelacion, este proceso puede producir dafios como
hinchamiento, ruptura, cambios en la fluidez, alteracion del flujo de calcio y cambios en la

actividad enzimatica” (Criciani et al., 2015, p.2).
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El cambio de temperaturas durante el proceso puede provocar una capacitacion espermaética
anticipada. Para comprobar la integridad de las células espermaticas se puede realizar un test hipo

osmotico, para lo cual se coloca los espermatozoides en una solucidn (citrato de sodio).

4.3.3. Viabilidad espermatica, %

El andlisis de regresion de la viabilidad espermética en los sementales equinos, presento
diferencias (P < 0,05); a medida que aumentan las horas de congelacion del semen, el porcentaje
de la viabilidad espermatica de los espermatozoides aumenta (r = 0,07). El coeficiente de
determinacion (R2), indica que el 0,55 % de la varianza de la variable viabilidad espermatica esta
explicado por las horas de congelacion del semen, mientras que el 99,45 % restante, esta en
dependencia de factores externos, como el manejo individual de los equinos, medio ambiente,

entre otros; como se puede observar en el gréfico 6-4.
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Grafico 6-4: Analisis de regresion de la viabilidad espermatica del semen descongelado, de

acuerdo a las curvas de congelacion.
Realizado por: Tuza, Nelson, 2024.

La viabilidad espermatica esta en estrecha relacion con la composicion del medio de dilucion para
proteger a los espermatozoides al momento de su congelacién y al descongelar no exista dafios

en la integridad de los espermatozoides (Cruciani et al., 2015, p.3).

4.4, Costos de cada tratamiento.

Los resultados obtenidos después de haber realizado el respectivo anélisis de los costos empleados

se muestran en la tabla 5-4.
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Después de evaluar la variable costos de produccidn, se obtuvieron 745 pajuelas provenientes de
tres extracciones del semental de la raza Esparfiol y 2972 pajillas del equino de la raza Frisén,
debido al volumen seminal y al conteo de espermatozoides se necesitd de una mayor inversion en

una raza en comparacion a la otra.

Tabla 5-4: Analisis de los costos de cada tratamiento.

Razas
Costo
Variables unidad o Espariol Frison
unitario, ($)
Cantidad Total Cantidad Total
Costos $
*pajillas unidad 190,00 745,00 70,82 2972,00 282,30
*Botrucio unidad 100,00 15,00 150,00 59,00 590,00
*RAMP _
unidad 15,00 3,00 500,00 12,00 500,00
PLUS
Nitrégeno
o kg 2,50 6,00 15,00 24,00 60,00
liquido
Total costos $ 735,82 1432,30

*costo 200 pajillas $190,0; costo frasco 25 ml Botrucio $100,0; costo 1 sobre RAMP PLUS $15,0.
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5.

5.1.

CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Al analizar los resultados obtenidos en la presente investigacion, se llegé a las siguientes

conclusiones:

Al evaluar las caracteristicas del semen equino fresco se determind que las caracteristicas
macroscépicas son similares en ambos sementales; sin embargo, se reporta un volumen de
eyaculado mayor en el equino Frisén con 130,0 ml en relacién al de la raza Espafiola con
66,67 ml.

De acuerdo a la raza de los equinos las caracteristicas microscopicas muestran valores
superiores en la raza Frison en la motilidad individual con un 56,57 %; mientras que en las
otras variables no se reportan diferencias significativas con un promedio de la integridad
de la membrana 27,87 % y de la viabilidad espermatica de 54,86 %.

De acuerdo a las curvas de congelacion las caracteristicas microscopicas muestran valores
superiores en la motilidad individual y viabilidad espermaética, a las 2 y 3 horas de
congelacién; mientras que en la variable integridad de la membrana a las 3 horas de

congelacion present6 mejores resultados.

Los costos para procesar el semen de tres extracciones del equino de la raza Espariol es de
$ 735,82 y del equino de la raza Frison es de $ 1432,30.
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5.2.

Recomendaciones

Realizar una investigacién con diferentes tiempos en las curvas de congelacion del semen
equino con el propdsito de conocer si se puede obtener un efecto significativo sobre las
otras variables microscopicas como son la movilidad individual, la movilidad en masa y la

viabilidad espermatica.

Se recomienda utilizar tres horas dentro del protocolo de congelacion de semen equino
debido a que presentd mayores niveles de motilidad individual, integridad de la membrana
y viabilidad espermética (%).

Realizar este tipo de valoraciones en semen de equinos de diferentes razas, debido a que
este factor influye en los parametros macroscépicos y microscépicos de la calidad seminal.

Controlar cuidadosamente todas las variables externas que puedan influir en los resultados

del estudio, como la temperatura ambiente, la humedad y el tiempo de procesamiento del

semen antes de la congelacion.
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ANEXOS

ANEXO A. MOTILIDAD INDIVIDUAL (%)

1. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Repeticiones
H X X
or i i V|V |vi|i XX [xi|i [X|v|v |xv]| SU | PROM

Razas a [0 [Hifi v v |i |iifii | x|x|i [ii]ii|v]|v]i]i [iii | MA/| EDIO

3 415|/5|4|4|5/6|6|6|6|6|7|4|4(4|5|5 940,
ESPANOL 25/0(5/0/0|0|5|5|0{5|5/0|0[5/0[{0|5|40| 00| 52,22

N 6|5/6|5/6/6|7|7|6|/6|6|7|6|6(6|7|7 116
ESPANOL 310/5/0|5|/5/0/5|0|0|5|5|{0|/0/0|/5|/0|0|75|0,00] 6444

N 3/12|4(3|4|2|5|4|4|4|4|5|11(1|2|2 560,
ESPANOL 410/0/0|0|0|0|0|0O|5|5|0|/0|0|5|5/0|/0|30|] o00| 3111

) 5/6/5/5/5/6|/6|6|/6|5/5/6|6|5|6|/5|5 103
FRISON 2 |5/0({0/5/5|/0(5|/0[0{0|5|/5|/0(5/0[0|5|60|0,00 5722

) 6|7|6|7|7(6|7|7|7|7|7|7|6|7|6|/6]|6 124
FRISON 3|5/5/5/0{0{5/0|5|5|/0|5|5/0{0(0|5|5]|75]|5,00] 69,17

) 414|3|3|3|4|5|4|4|5|4|4|4|4|5|/4|5 765,
FRISON 4 |5/5/0{0|5|5/0|5|5/0|/5/0/0[0{0|0|040| OO| 4250
Promedio General 52,78
Desviacion
Estandar 1,94
Coeficiente de
Variacion (CV) 15,61
2. ANALISIS DE VARIANZA

F.V. SC gl CM F p-valor
Raza 1337,04 1 1337,04 19,71 <0,0001
Curva de conservacion 16404,17 2 8202,08 120,91 | <0,0001
Raza*Curva de conservacion.. 256,02 2 128,01 1,89|0,1568
Error 6919,44 102 67,84
Total 24916,67 107

3. MEDIAS Y ASIGNACION DE RANGOS DE ACUERDO A LA PRUEBA DE TUKEY
(P<0,05)

.Raza Medias n E.E.
Frison 56,3 54 1,12 A
Espafiol 49,26 54 1,12 B




Curva de conservacion | Medias n E.E.

T2 66,81 36 1,37 | A

T1 54,72 36 1,37 B

T3 36,81 36 1,37 C
Raza Curva de conservacion Medias E.E.

Frison T2 69,17 18 1,94 A
Espafiol T2 64,44 18 1,94 A
Frison T1 57,22 18 194 A
Espafiol T1 52,22 18 194 A
Frison T3 42,5 18 194 A
Espafiol T3 31,11 18 194 A




ANEXO B. INTEGRIDAD MEMBRANA (%)

1. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Repeticiones
H X X
or i V|V |Vi|i XX |Xi|l |[X|Vv]|Vv |xv|SU | PROM
Razas a i [iii v |v[i ||| x|x|i[ii]ii|v |v]i]|i [iii |[MA]| EDIO
31412(213|12(2|3[|3|12(3/3(3|2(2|2|4 520,
ESPANOL 210{0{0|5{0|0|5|5|5|5|5/5/0{0|5{0|0|30| 00 28,89
2(313|12(32|3|4(2(3|14(2|24|3(2|3 550,
ESPANOL 3/0/0{0{5{0|{0|5|/0|5|/5/0|/5|/5|0|0|5|5(40| 00 30,56
2122131222 2|2|2(2|2|3|2|2|2]|2 420,
ESPANOL 410|5/0/0|0|0|5|5|5[5|5[5/0/0|0|/0|0]|25| 00 23,33
21213121232 2|2|2(2|1|2|2|2|2]|2 430,
FRISON 215/0{0|5/0|5|/5|0(5/5|/0[5|5]0|0(5]0|35| 00 23,89
313|15(3[3|4(3|3[5/3(3/4(3|/3|5/3]|3 700,
FRISON 3|5/5|5|5[5|0|5|5[5/5|5[0|5|5|5[5|5|35| 00 38,89
31213(3(2|3(3]2[3|3(2/3(3|2(3[3]2 495,
FRISON 4 |0|0|0l0O|0O|5|0|0|0|0O|0O|5|0|]0|0|0|]0(35] 00 27,50
Promedio General 28,84
Desviacion
Estandar 1,44
Coeficiente de
Variacion (CV) 21,13
2. ANALISIS DE VARIANZA
F.V. SC gl CM F p-valor
Raza 168,75 1 168,75 4,54 0,0355
Curva de conservacion 1883,8 2 941,9 25,35|<0,0001
Raza*Curva de conservacion.. 837,5 2 418,75 11,27| <0,0001
Error 3790,28 102 37,16
Total 6680,32 107

3. MEDIAS Y ASIGNACION DE RANGOS DE ACUERDO A LA PRUEBA DE TUKEY
(P<0,05)

Raza Medias n E.E.

Frison 30,09 54 0,83 A

Espariol 27,59 54 0,83 B
Curva de conservacion | Medias n E.E.

T2 34,72 36 1,02 A

T1 26,39 36 1,02 B
T3 25,42 36 1,02 B




Raza Curva de conservacion | Medias E.E.

Frison | T2 38,89 18 1,44

Espariol | T2 30,56 18 1,44 B

Espariol | T1 28,89 18 1,44 B C
Frison |T3 27,5 18 1,44 B C
Frison |T1 23,89 18 1,44 C
Espariol | T3 23,33 18 1,44 C




ANEXO C. VIABILIDAD ESPERMATICA (%)

1. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Repeticiones
H X X
or i i V|V I|vili XX [Xi|i [x|v]|v |xv]| SU | PROM
Razas a [0 i [ v v i ||| x|x|i|ii|ii]|v |v]i]i [iii | MA]| EDIO
5(5|5|6|6|7|7|7|6(7|7]7|4]|5|6|6]6 112
ESPANOL 2 |o|5|5]|0|5|0|o|l5|5|5[5|0] 5[5[/0|0|5]|55]500] 6250
71616|6|6|7|7|6|6(6[6]7|6]6[6(7]7 121
ESPANOL 3|0|5|5|5|5|5|0f5(5[5[5|5]|5]|5[0fof0]|75]|5,00] 67,50
4131413133141 314]3(3131|1(1]2]2 510,
ESPANOL 4 |0(0ofjojO|OfOjO|lOJO|OfO]Of5|5|5(0]5]20 00 28,33
5(4141515|518|7|8(8[7]18|5|5[6(4]5 106
FRISON 2 |5|o|5|0|o|o|o|ls5|oflo|[s|o]| 0] 0fl0|lOf0|55]5,00] 59,17
71817|7|16|7|8|8|8(8[7]18|6|7|[6(6]7 131
FRISON 3|5|o|o|o|5|5|oflofo|lo|5|0]|5]|0f5[0f0]|75]|5,00] 73,06
6(5(514|5(5|4| 4155554 3[14(3]5 815,
FRISON 4 |0(0fj0]5]0f(0|j0O|lOJO|OfOJOfO|J0O|OfO]O0O]40 00| 45,28
Promedio General 55,97
Desviacion
Estandar 2,13
Coeficiente de
Variacion (CV) 16,18
2. ANALISIS DE VARIANZA
F.V. SC gl CM F p-valor
Raza 1102,08 1 1102,08 13,43 0,0004
Curva de conservacion 21443,06 2| 10721,53 130,69 | <0,0001
Raza*Curva de conservacion.. 1859,72 2 929,86 11,33 | <0,0001
Error 8368,06 102 82,04
Total 32772,92 107

3. MEDIAS Y ASIGNACION DE RANGOS DE ACUERDO A LA PRUEBA DE TUKEY
(P<0,05)

Raza Medias n E.E.

Frison 59,17 54 123 A

Espafiol 52,78 54 1,23 B
Curva de conservacion | Medias n E.E.

T2 70,28 36 151A

T1 60,83 36 1,51 B

T3 36,81 36 1,51 C




Raza Curva de conservacion | Medias E.E.

Frison | T2 73,06 18 2,13

Espafiol | T2 67,5 18 2,13 B
Espariol | T1 62,5 18 2,13 B
Frison |T1 59,17 18 2,13 B
Frison | T3 45,28 18 2,13

Espariol | T3 28,33 18 2,13




ANEXO D. MEDIDAS EN SEMEN FRESCO

1. MEDIDAS RESUMEN

Raza Variable Media D.E. Min Méax

Espafiol | volumen Sin Filtro (ml) 3 66,67 7,64 70 85
Espariol | pH 3 7,33 0,21 7,1 75
Espafiol | movimiento individual 3 61,67 2,89 70 75
Espafiol | movimiento en masa 3 3,33 0,58 3 4
Espariol | Viabilidad espermética, % 3 93,33 1,53 92 95
Espafiol | Morfo anomalias ( %) 3 9 1 8 10
Espariol | Concentracidn espermética. | 3| 250666667 | 66153861,1 | 177000000 | 305000000
Frisén | volumen Sin Filtro (ml) 3 130 0 120 120
Frison | pH 3 7,33 0,06 7,3 7,4
Frison | movimiento individual 3 68,33 0 75 75
Frisbn | movimiento en masa 3 3,33 0,58 3 4
Frisén | Viabilidad espermatica, % 3 94,67 0,58 94 95
Frison | Morfo anomalias ( %) 3 10,67 1,53 9 12
Frisén | Concentracion espermética. | 3556666667 | 233041484 | 300000000 | 755000000




ANEXO E. ANALISIS DE REGRESION

1. INTEGRIDAD DE LA MEMBRANA ESPERMATICA

F.V. SC gl CM F p-valor
HORAS CONGELACION 4075,46 2 2037,73 28,59 | <0,0001
Error 7484,72 105 71,28
Total 11560,19 107

Coef Est. E.E. LI(95%) |LS(95%) | T p-valor
const -78,47 1469| -107,6| -49,34 -5,34<0,0001
HORAS CONGELACION 77,29 10,39 56,69 97,89 7,441 <0,0001
HORAS CONGELACION~2 |  -12,99 1,72 -16,4 -9,57 -7,54 1 <0,0001
2. MOVIMIENTO INDIVIDUAL

F.V. SC gl CM F p-valor
HORAS CONGELACION 9267,13 2 4633,56 17,98 | <0,0001
Error 27052,08 105 257,64
Total 36319,21 107

Coef Est. E.E. LI(95%) |LS(95%) | T p-valor
const -46,11 27,93| -101,49 9,27 -1,65| 0,1017
HORAS CONGELACION 78,06 19,75 38,9 117,21 3,95| 0,0001
HORAS CONGELACION~2 | -14,31 3,28 -20,8 -7,81 -4,37 | <0,0001
3. VIABILIDAD ESPERMATICA

F.V. SC al CM F p-valor
HORAS CONGELACION | 21943,06 2| 1097153 86,75 |<0,0001
Error 13279,86 105 126,47
Total 35222,92 107

Coef Est. E.E. LI(95%) |LS(95%)| T p-valor
const -66,39 19,57| -105,19| -27,59 -3,39 0,001
HORAS CONGELACION 102,85 13,84 7541 130,28 7,43 |<0,0001
HORAS CONGELACIONA2 | -19,37 2,3| -2393| -14,82 -8,44 | <0,0001




ANEXO F. RECOLECCION DE LAS MUESTRAS




ANEXO G. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS.
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