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I RESUMEN

El uso de semen enfriado y conservado a 5°C en refrigeracion se ha convertido en
un método de rutina en la industria equina para la inseminacion de yeguas. Este
procedimiento proporciona una forma segura y menos costosa para su
reproduccion, ya que evita los riesgos asociados con el transporte de los
sementales al lugar donde se encuentran las yeguas. El semen almacenado a 5°C
durante aproximadamente 36 horas mantiene la fertilidad cercana a la del semen
fresco. El estrés oxidativo es un componente importante de la citopatologia de los
espermatozoides equinos sometidos al enfriado y a su almacenamiento. El dafio a
la cromatina, las membranas y las proteinas de los espermatozoides son
componentes importantes del dafio oxidativo en los espermatozoides. Una serie de
cambios inducidos durante el procesamiento y almacenamiento del esperma
equino también inducen cambios apoptoticos que puedan afectar negativamente a
la supervivencia y la funcion de los espermatozoides. Para este estudio se
utilizaron seis sementales: tres sementales de la Policia Montada de la Ciudad de
México y los otros tres sementales de la Facultad de Medicina Veterinaria de la
Universidad Auténoma de Tamaulipas de la Ciudad de Victoria, Tamaulipas.

En este estudio se determinaron los cambios que existen en el semen y la
susceptibilidad del ADN espermatico a la desnaturalizacion entre los seis
sementales durante su exposicién a cuatro tiempos diferentes de almacenamiento
en refrigeracién utilizando el contenedor Equitainer. Para las pruebas
convencionales (motilidad, viabilidad, reaccion acrosomal) las muestras se
evaluaron a la hora 0 con semen fresco sin diluir, y a las 12, 24 y 36 horas post
coleccion, con el semen diluido con un diluyente tipo Kenny sin antibiticos
elaborado por nosotros mismos, con las proporciones siguientes D1: 1:1, D2:1:2,
D3:1:3 (D: dilucién. Semen/partes de diluyente). Para las pruebas avanzadas
(indice de la dispersion de la fragmentacion del ADN) las muestras de semen se
evaluaron sin diluir en los cuatro tiempos de refrigeracion.Se realizaron 4
repeticiones con la metodologia antes citada. Para valorar: motilidad, viabilidad,
reaccion acrosomal asi como el indice de dispersion de la fragmentacién de ADN a
diferentes tiempos, se realizo el analisis estadistico de varianza (ANOVA) con el
paquete Rcommander y la prueba de supervivencia con el método Kaplan
MEIER,el test Log Rank con el paquete estadistico de las ciencias sociales (SPSS)
version 24. Los resultados de las pruebas antes citadas determinaron
estadisticamente los cambios que existen entre los diferentes sementales, en el
semen fresco y entre los diferentes tiempos de exposicion del semen a temperatura
de refrigeracion, permitiendo estimar la calidad del semen fresco (tiempo cero) y
refrigerado (12, 24 y 36 horas) de los sementales evaluados.También se determind
que entre las pruebas convencionales utilizadas (motilidad, viabilidad) y las pruebas
avanzadas de supervivencia (fragmentacion del ADN) hubo una correlacion
negativa . Por lo tanto P = 0.05.
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ABSTRACT

Cryopreserved stallion semen quality and its relationship to DNA
fragmentation dispersion index determined by in vitro fertilization

The use of cooled-shipped semen has become a routine method in the equine
industry for mare insemination. This procedure provides a safe and less expensive
way of breeding, as it avoids the risks associated with transportation of stallions to
the location to the mares. Semen stored at 5°C for about 36 hours maintains a
fertilizing capacity close to that of fresh semen. Oxidative stress is an important
component of the cytopathology of equine spermatozoa undergoing cooled semen
storage. Damage to chromatin, membranes and proteins of sperm are important
components of oxidative damage to sperm. A number of changes experienced
during the processing and storage of equine sperm also appear to induce apoptotic-
like changes which may adversely affect sperm survival and function. For this study
six stallions were used, three stallions of Mounted Police from Mexico City and
three stallions of the Faculty of Veterinary Medicine, University of Tamaulipas from
Victoria City, Tamaulipas. In the present study the changes that exist in semen and
sperm DNA susceptibility to denaturation of the six stallions were determined during
exposure to four different times of refrigerated storage using the Equitainer
container. For conventional tests (motility, viability, acrosome reaction) samples
were evaluated at time 0 with fresh undiluted semen and 12, 24 and 36 h post
collection, with semen diluted with a Kenny type diluent without antibiotics produced
in house with the following dilutions D1: 1: 1, D2: 1: 2, D3: 1: 3 (semen / diluent
parts). For advanced test (DNA fragmentation dispersion index) sperm samples
were assessed undiluted at the four different times of refrigerated storage. Four
replicates of the above methodology were performed. In order to assess: motility,
viability, acrosome reaction and the DNA fragmentation dispersion index at different
times, the analysis of variance (ANOVA) statistical test was performed with
Rcommander package software. The sperm survivorship curves (i.e., survival rates)
were determined using the Kaplan Meier Log Rank method with SPSS (Statistical
package for the Social Sciences) version 24. The results of the above tests
demostrated statistically significant differences between stallions; among fresh and
refrigerated semen at differents exposure times, of refrigeration temperature. These
tests allowed for the assessment of the quality of fresh and refrigerated semen of
the six stallions. Based on the results there was not a correlation between
conventional tests used (motiliy, viability) and advanced testing using the DNA
fragmentation dispersion index. (P = 0.05).

Key words : Sperm, oxidative stress, equine cooled semen, DNA fragmentation,
fertility.



Il INTRODUCCION

La refrigeracion es uno de los meétodos de conservacion utilizados en la
inseminacion artificial, que nos permite preservar a los espermatozoides equinos
por mas tiempo en condiciones de fertilizar

Este método permite conservar semen de individuos de alto valor genético,
para no llevarlos al lugar donde se encuentran las hembras.

La variabilidad en términos de la calidad del semen crioconservado entre
sementales hace que sea dificil llegar a un método de crioconservacion
estandarizado.

Se han utilizado diferentes diluyentes y procesos técnicos para optimizar la
calidad del semen fresco, refrigerado y congelado.

Una herramienta efectiva para evaluar dicha calidad es el analisis de integridad
de la cromatina.

IV JUSTIFICACION

La crio-conservacion es una técnica reproductiva que permite conservar por mas
tiempo bajo condiciones de refrigeracion o de congelacion a los espermatozoides
de individuos con un alto valor genético ya sea por su rendimiento deportivo o para
preservar una raza en peligro de extincién. También evita llevar al semental al lugar
de la monta, que se lastime durante el viaje o durante la monta; y sobre todo,
facilita el hecho de inseminar diferentes yeguas en diferentes momentos utilizando
un solo eyaculado. La calidad del semen varia segun el semental y su raza. No
todos los espermatozoides resisten los métodos de crio-conservacion.

La inseminacién artificial ofrece numerosas ventajas con respecto a la monta
directa y en la actualidad varios studbooks ya lo autorizan.

La inseminacion artificial puede limitar las enfermedades sexualmente
transmisibles. En la conservacion del semen se pueden agregar antibidticos o
substancias que pueden aumentar la longevidad de los espermatozoides.

V HIPOTESIS

Las pruebas para la evaluacidon de la calidad del semen refrigerado de caballos
estan directamente relacionadas con el indice de Fragmentacién de ADN
espermatico y permiten seleccionar a los sementales cuyo semen refrigerado
presente las mejores caracteristicas al ser calentado a 37°C.



VI OBJETIVOS

1.-Objetivo general

Evaluar la calidad del semen de caballos después de haber sido refrigerado por
diferentes periodos de tiempo y dilucion.

2.-Objetivos especificos

Evaluar la calidad del semen refrigerado y atemperado de caballos utilizando
técnicas tradicionales o convencionales y avanzadas.

Evaluar la integridad del ADN espermatico en el semen refrigerado y entibiado de
caballos utilizando la técnica de Dispersion de la Cromatina Espermatica para
obtener el indice de Dispersion de la Fragmentacion del ADN espermético.
Determinar si existe una correlacion entre los resultados obtenidos con las técnicas
convencionales y las técnicas avanzadas (motilidad, morfologia, viabilidad, estado
del acrosoma e integridad de la membrana plasmatica) con el indice de Dispersién
de la Fragmentacion del ADN espermatico.

VII ANTECEDENTES GENERALES

A) ANATOMIA DEL APARATO REPRODUCTOR EQUINO

El aparato reproductor masculino se divide en:

- Una parte glandular, donde la funcion de los dos testiculos es formar a los
espermatozoides y desarrollar las hormonas masculinas.

- Una parte tubular, donde las vias espermaticas llevan a los espermatozoides del
interior de los testiculos al exterior por el epididimo y luego los conducto deferentes
hasta la uretra.

- Una parte uro-genital, que es comun a las vias urinarias y a la parte genital.
Compuesta en si de dos partes: la uretra pélvica situada en la pelvis y la uretra
peneana o esponjosa que desemboca al meato urinario. En esta parte se
encuentran las glandulas reproductoras accesorias que con sus secreciones
participan a la nutricion de los espermatozoides y para limpiar y lubricar la uretra
antes de su expulsion.

1.- LOS TESTICULOS

Los testiculos se encuentran protegidos por varias capas:
» Tiene dos capas superficiales:
» E| escroto que se situa en la region subinguinal y debajo del anillo
inguinal superficial, el cual esta formado por:
- la piel que contiene glandulas sebaceas.



- el dartos, constituido de fibras elasticas y musculos lisos y de colageno,
que tienen como funcién regular la temperatura de los testiculos.
» La fascia espermatica externa.
» Y tres capas profundas:
= El musculo cremaster, compuesto de fibras estriadas con motricidad
involuntaria, sale del intersticio inguinal y envuelve en parte el cordén
testicular. Su contraccion provoca la ascension de los testiculos y de sus
capas contra el anillo inguinal superficial.
» La fascia espermatica interna.
» Las tunicas vaginales.
Los testiculos del semental pesan alrededor de 200g y miden 10x6x5 cm. Los
testiculos realizan dos funciones una germinal (la espermatogénesis) al nivel de los
tubos seminiferos gracias a las células de Sertoli y una funciéon endocrina
sintetizando las hormonas sexuales por las células de Leydig (Thibault, 2001;
Baronne, 2001).

2.- EL EPIDIDIMO

CABEZA DEL [CORDON ESPERMATICO |

EPIDIDIMO \

CONDUCTOS
EFERENTES

TUBULOS

SEMINIFEROS
TUNICA
ALBUGINEA Y | CUERPO DEL
EPIDIMO
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DEFERENTE

| coL DEL EPIDIDIMO

FIG. 1 Esquema del testiculo y del epididimo. (Johnston et af., 2005)



2.1 Generalidades del epididimo

La formacion de los gametos masculinos se efectua en el testiculo. Sin embargo a
su salida los espermatozoides no son maduros, ni moviles, ni fecundantes.

En el epididimo los espermatozoides continian transformandose hasta su
maduracién y poder reconocer y fecundar al ovocito. (Thibault, 2001).

El epididimo es un conducto contorneado que en el semental mide 80m y esta
compuesto de tres partes, la cabeza el cuerpo y la cola. La cola del epididimo se
conecta con el conducto deferente. El conducto deferente se palpa en el cordén
espermatico (Baronne, 2001).

2.2 Funciones del epididimo

El epididimo realiza varias funciones: en la cabeza y el cuerpo realiza el transporte,
la concentracion y la maduracion de los espermatozoides y en la cola realiza el
almacenamiento de los espermatozoides (Dacheux y Dacheux., 2001).

2.3 El liquido epididimario

La composicion del liquido epididimario cambia a lo largo del epididimo. Esta
caracteristica se debe a las secreciones y a las reabsorciones que pasan en los
tubos seminiferos y en el epididimo pero también a los intercambios restringidos
con la sangre y la barrera hemato testicular epididimaria. Esta barrera esta formada
por la relacion estrecha entre las células de Sertoli en el testiculo y entre las células
epiteliales epididimarias (Dacheux y Dacheux., 2002) (Hoffer y Hinton, 1984)
(Pelletier y Byers, 1992).

2.4 Las células del epitelio epididimario

El epitelio epididimario esta constituido por diferentes tipos de células: Células
principales, apicales, claras, en halo y células basales (Hermo y Robaire, 2002).

- Las células principales presentan un nucleo basal, esterocilios que disminuyen de
tamano entre la cabeza y la cola del epididimo.Son células prismaticas muy activas
en cuanto al transporte y a la secrecién de pequefias moléculas organicas,a la
sintesis y a la secrecion de proteinas y a la absorcion del liquido y de particulas
(Robaire y Viger ,1995).

- Las células apicales se encuentran principalmente en la cabeza del epididimo,
tienen un nucleo esférico en posicidn apical y no tienen contacto con la membrana
basal. Su citoplasma es rico en mitocondrias (Martinez-Garcia et af.,1995). Ellas
son capaces de realizar endocitosis (Hermo y Robaire, 2002) e intervienen en la
acidificacion del liquido epididimario (Martinez-Garcia et af.,1995).
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FIG. 2 Representaciones de los diferentes tipos celulares epididimarios de los
mamiferos.

Cp: pozos cubiertos, E: endosomas, L: lisosomas, G: Aparato de Golgi. rER :
reticulo endoplasmico rugoso, lip : gotas lipidicas, Mv : microvellosidades, BM :
membrana basal, N: nucleo, v: vesiculas apicales (Hermo y Robaire, 2002)

- Las células claras son anchas, contienen vesiculas de tamanos diferentes en la
region apical, lisosomas en la region media y gotas lipidicas en su parte basal
(Martinez-Garcia et at.,1995). Esta distribucion le permite eliminar material desde la
luz epididimaria y realizar endocitosis (Scarlett et af., 2001). Tambien se les atribuye
la acidificacion del fluido epididimario (Beaulieu et af., 2004; Hermo vy
Robaire,2002).

- Las células en halo son pequefias y se encuentran a lo largo del epididimo
generalmente situadas en la base del epitelio (Hermo y Robaire,2002). Estas
células pueden intervenir en la respuesta inmune innata de este tejido que escapa
a la respuesta inmune adaptativa a causa de la barrera hemato- epididimaria.

- Las células basales se encuentran a lo largo del canal epididimario, tienen una
forma hemisférica, se adhieren a la membrana basal y no tienen acceso directo a la
luz del tubo pero presentan extensiones hasta la luz. Tienen pozos recubiertos
sobre la parte opuesta a la membrana basal y a lo largo de las células principales,
sugiriendo una endocitosis mediada por los receptores (Hermo y Robaire,2002).



2.5 Modificaciones que sufre el espermatozoide durante su paso por el
epididimo

Estos diferentes tipos de células modifican al espermatozoide durante su paso por
el epididimo. Estas modificaciones comprenden cambios en la composicion en los
lipidos de la membrana plasmatica, reorganizacion de sus dominios membranarios,
agregacion , la eliminacion o la modificacion bioquimica de las proteinas. El
espermatozoide no presenta actividad de sintesis a causa de la condensacion muy
importante en su nucleo y de su estado haploide, las modificaciones que sufre por
su paso en el epididimo son debidas esencialmente por los componentes del
liquido epididimario (Dadoune et af., 2004).

2.6 La condensacién de la cromatina

Durante la espermatogénesis, la cromatina de los espermatozoides de los
mamiferos sufren una reorganizacion donde las histonas y las proteinas no
histonas son remplazadas por las protaminas. En los espermatozoides maduros
esta reorganizacion mantiene el ADN compactado y transcripcionalmente inactivo
hasta que eventualmente fecunde un ovocito. En la mayor parte de los mamiferos
eutherianos, las protaminas ricas en cisteinas que se localizan en el pequeio surco
del ADN y se unen por los puentes de disulfuro durante su paso por el epididimo
para darle estabilidad a la estructura. El estatus de o6xido reducciéon (REDOX) del
epididimo interviene en la formacion de los puentes de disulfuro durante la
maduracién epididimaria por ejemplo con la glutatién peroxidasa 4 localizada en las
protaminas (Godeas et af.,1997).

2.7 Regulacion del volumen del espermatozoide

El espermatozoide es una célula que casi no tiene citoplasma, es por eso que el
control de su volumen es muy importante. Las secreciones del liquido epididimario
mantiene a los espermatozoides en un medio particular cuanto a pH, la tensién en
oxigéno y el tipo de substratos energéticos. Gran parte de los liquidos testiculares
se reabsorben en la primeras regiones del epididimo (Dacheux y Dacheux., 2001).
La reabsorcion del agua asociada al movimiento de los iones (reabsorcion de Na+
y CI", secrecion de los iones K* y fosfatos) conlleva a una disminucién de un factor
10 en la relacién Na'/K* en el liquido entre la cabeza y la cola del epididimo
(Dacheux y Dacheux., 2001). Otra molécula importante en el liquido epididimario es
la carnitina que interviene en el metabolismo de los lipidos. La carnitina se
concentra por el transporte activo a partir de la sangre;y aumenta su concentracion
en el liquido epididimario conforme a su transito en el epididimo.

En los mamiferos la carnitina es captada por los espermatozoides transformada en
acetil-carnitina que se acumula durante la maduracion y que sera utilizada como
sustrato energético para la motilidad (Dacheux y Dacheux., 2001).

Las diferentes secreciones y reabsorciones hacen que el epididimo sea un medio
hipertonico con respecto al espermatozoide.



El flujo de salida del agua hace que el espermatozoide reduzca su volumen durante
su maduracion , reduciendo el tamafio de la cabeza del espermatozoide.

Los electrolitos producidos por el epitelio epididimario son acumulados en el liquido
epididimario , estos electrolitos evitan que los espermatozoides se deshidraten
(Cooper y Yeung, 2003).

Uno de los resultados de la maduracion espermatica epididimaria es la adquisicion
de los espermatozoides de la capacidad de regular su volumen, esta capacidad es
indispensable para la fecundacién (Cooper y Yeung, 2003). Se demostré que hay
una relacion directa entre el volumen de la cabeza de un espermatozoide y su
motilidad rectilinea. Estos resultados fueron confirmados por diferentes
experiencias de transgenesis en las cuales la desdiferenciacion del epitelo
epididimario se asocia a espermatozoides que no regulan su volumen ,no
presentan motilidad rectilinea y por consecuente no son fecundantes (Sipila et al.,
2002; Sonnenberg-Riethmacher et al., 1996; Yeung et af., 2002; Yeung et af.,

2000).

Un efecto visible de la modificacion del liquido epididimario y de la importancia de
la regulacion del volumen espermatico es la desaparicidén de la gota citoplasmatica.
La gota es el residuo del citoplasma de la célula germinal que es en gran parte
fagocitada por las células de Sertoli al momento donde la espermatide alargada
deja el epitelio seminifero para ser un espermatozoide testicular libre. Durante el
transito de la cabeza al cuerpo epididimario la gota se desliza desde la base de la
cabeza del espermatozoide hasta la extremidad de la pieza media del flagelo, para
desaparecer en la cola del epididimo durante o después de la eyaculacion segun
las especies (Cooper y Yeung, 2003).

/Epididymis
Corpus

FIG. 3 Representacion de la migraciéon de la gota citoplasmatica a lo largo del
espermatozoide durante su paso por el testiculo y el epididimo. (Hess et at.,
2001)



En varias especies como en el toro ,el verraco, el ratén , existe una persistencia de
la gota citoplasmatica que puede estar asociada a una infertilidad masculina
(Cooper, 2005).

2.8 Modificaciones del acrosoma durante su paso en el epididimo

El desarrollo del acrosoma se efectua durante la espermiogénesis pero durante su
paso por el epididimo sufre cambios, esto se ha observado en varias especies
(Scarlett et at., 2001).

El remodelaje del acrosoma en el epididimo implica una reduccion de su tamaro,
una alteracion de su forma y un cambio en el contenido acrosémico. Una
comparacion entre los espermatozoides de la cabeza con los de la cola
epididimaria del hamster muestra una diferencia de organizacién del citoesqueleto
(Olson et at., 2003). Los espermatozoides de la cola del epididimo tienen un
citoesqueleto organizado mientras que los espermatozoides de la cabeza no
muestran esta organizacion. De manera general estas modificaciones estructurales
pueden reflejar modificaciones bioquimicas necesarias a las funciones del
acrosoma.

2.9 Modificaciones de las proteinas en el epididimo

Las proteinas pueden intervenir de diferente manera en la maduracion
espermatica. Ellas pueden modificar de manera directa o indirecta la composicion
de la membrana plasmatica o contribuir a la preservacion de la integridad celular.
Las proteinas testiculares entran en el epididimo y son absorbidas en las primeras
regiones del 6rgano. Las proteinas epididimarias son secretadas en la parte
anterior del epididimo (Syntin et af.,1996).

La secrecion protéica en la cabeza, cuerpo y cola representan 83%,16% y 1%
respectivamente de la totalidad de las secreciones epididimarias (Dacheux et al.,
2003).

En el semental 73% de las secreciones epididimarias totales tienen lugar en la luz
de la cabeza del epididimo (Fouchecourt et af.,2000).

El epitelio epididimario segun las especies secreta globalmente las mismas
proteinas.

El liquido epididimario del equino secreta 250 proteinas, de las cuales 18 de entre
ellas representan mas del 92% de su actividad secretora; las mas relevantes en el
equino son la lactoferrina que representa 41% vy la clusterina 25% de su actividad
secretora. (Fouchecourt et af.,2000).

La secrecién secuencial de las diferentes proteinas a todo lo largo del epididimo es
una de las causas de los cambios de composicion del liquido epididimario. Otra
razon es la reabsorcion especifica de ciertas proteinas en el érgano. Ciertas
proteinas son reabsorbidas luego de ser secretadas como la proteina train A en el
verraco y ciertas isoformas de la clusterina en los equinos y otras se quedan
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presentes a todo lo largo del érgano como la prostaglandina D2 sintetasa en varias
especies (Dacheux et af., 2003).

100
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40

20 Lactofurvis |

[ VERRACO 7 [ SEMENTAL —| l CARNERO

FIG.4 Principales proteinas epididimarias secretadas en tres especies,
expresadas en porcentaje segln su secrecion total.

CTP/HE1: Colesterol transferasa de proteina (ECTP), E-RABP: Proteina de union a
acido retinoico epididimal, GPX: Glutation Peroxidasa, PDGS: Prostaglandina D2
Sintetasa (Dacheux et af., 2003).

2.10 Proteinas que intervienen en la motilidad espermatica en el epididimo

Mientras que los espermatozoides se encuentran en el epididimo no presentan
motilidad propia a pesar que durante su transito en el epididimo adquieran la
capacidad a la motilidad.

En el epididimo, la progresiéon de los espermatozoides al inicio se debe a las
secreciones del testiculo, a los cilios epiteliales y a la contraccién de los musculos
lisos del canal epididimario. La amplitud de las contracciones de los musculos lisos
aumenta de la cabeza hacia la cola proximal del epididimo, mientras que la
frecuencia decrece progresivamente. La inmovilidad de los espermatozoides en el
epididimo es debido a la presencia de una glicoproteina que forma un moco que
envuelve a los espermatozoides. Esta proteina sintetizada por las células
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principales de la cabeza del epididimo se llama inmobilina (Hermo y Robaire,
2002).

La capacidad de los espermatozoides a ser motiles evoluciona durante su transito
en el epididimo. Incubados en un medio adecuado, los espermatozoides que
provienen de la cabeza del epididimo no son motiles o presentan movimientos no
progresivos del flagelo, sin embargo se observo progresion en los espermatozoides
del cuerpo y de la cola del epididimo (Hermo y Robaire, 2002).

En la rata se encontré la proteina bin 1b que interviene en la adquisicion de la
motilidad de los espermatozoides y en el hombre se encontré una proteina
homologa a la bin 1b (Zhou et af., 2004).

2.11 Proteccion antioxidante durante el transito del espermatozoide en el
epididimo

La membrana de los espermatozoides es rica en acidos grasos poliinsaturados,
esto los hace susceptibles a las especies reactivas de oxigeno (ROS), derivadas
del metabolismo del oxigeno. Los ROS afectan los lipidos y las proteinas del ADN.
Los ROS pueden causar una peroxidacion lipidica de la membrana plasmatica
espermatica, afectar a la estructura del axonema, causar problemas durante la
capacitacién o en la reaccién acrosomal y una pérdida de motilidad, todo esto
llevando a la infertilidad (Tramer et af.,1998).

El espermatozoide produce en condiciones fisiologicas los ROS. Esta produccion
puede estar relacionada a la persistencia de un exceso de citoplasma residual en
las ultimas etapas de la espermiogénesis (Aitken, 2002).

La produccion de ROS en baja cantidad es necesaria para que se realicen
diferentes funciones espermaticas como la activacion de la motilidad, la
capacitacion, la reaccién acrosomal y la hiperactivacién (Aitken, 2002).

La cantidad de los ROS en el medio de los espermatozoides debe estar controlado
de forma estricta sobre todo en el epididimo donde pueden permanecer varios dias
o0 semanas. Esta regulacion la controlan los antioxidantes no enzimaticos y
enzimaticos que se encuentran en el epididimo y protegeran a los espermatozoides
durante su paso y su maduracioén en el epididimo (Aitken, 2002).

Los espermatozoides tienen fuertes concentraciones de grupos tioles libres y
pequeias cantidades de acido urico y ascoérbico, de glutation reducido y vitamina E
que son antioxidantes. La vitamina E se encuentra en gran cantidad en los
espermatozoides de la cabeza y con menor cantidad que en los de la cola del
epididimo: la vitamina E disminuye durante la maduracion espermatica en la rata
(Tramer et at., 1998).

Entre las enzimas antioxidantes presentes en el epididimo y/o en el
espermatozoide se encuentran: la superoxido dismutasa, la catalasa, las glutation
peroxidasa y la indolamina dioxigenasa. (Tramer et al., 1998).
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3.- EL CONDUCTO DEFERENTE

A la salida del epididimo, los espermatozoides son fértiles y motiles. Los
espermatozoides transitan por el conducto deferente por el movimiento de sus
flagelos y las contracciones de las fibras musculares de la pared del conducto
deferente para después ser almacenados en las ampulas del conducto deferente
justo antes de la uretra. Este almacenamiento no debe de durar mucho tiempo
pues después de 72h los espermatozoides pierden su poder fecundante. Si no hay
eyaculacién los espermatozoides degeneran, son reabsorbidos o pasan a la orina.
Si hay eyaculacion, el conducto deferente libera el semen, el liquido testicular y las
secreciones de las glandulas anexas. (Thibault, 2001). El conducto deferente esta
constituido de tres partes: una parte funicular situada en el corddén espermatico,
una parte abdominal y pelviana después del intersticio inguinal y la ampula por
encima de la vesicula (Baronne, 2001).

4.- LAURETRA

La uretra pelviana empieza mas alla del cuello de la vesicula y se termina por
encima del cuello isquiatico. Esta compuesta por una parte prostatica y una parte
membranacea que contiene un musculo esfinter. La préstata vierte su secrecion en
la uretra pelviana por los numerosos conductos prostaticos. Las glandulas de
Cowper se encuentran en la uretra pelviana. La uretra peneana empieza enfrente
de la arcada isquiatica por una dilatacion y se adhiere a los otros elementos
eréctiles, situandose en el cuerpo esponjoso. (Baronne, 2001)

5.- LAS GLANDULAS ANEXAS
5.1 Las vesiculas seminales

Son glandulas tubulo-alveolares. Las vesiculas seminales y el conducto deferente
terminan en un conducto comun, el conducto eyaculador que desemboca en la
uretra. Las células epiteliales de las vesiculas seminales secretan proteinas
(enzimas, inhibidores de enzimas, proteinas estructurales) y moco gelatinoso,
espeso Yy blanco, compuesto de fructuosa y de prostaglandinas (Baronne, 2001;
Thibault, 2001).

5.2 La prostata

Es una glandula bilobulada que se encuentra sobre el cuello de la vesicula de una
parte y de otra de la uretra. En cada I6bulo se encuentran glandulas tubulo-
alveolares de tipo seroso, cuyas secreciones llegan a la uretra (Baronne y Vigot,
2001).

El liquido prostatico es rico en acidos aminados y en enzimas (fosfatasas alcalinas
y acidas), este liquido permite neutralizar la acidez que esta ligada al metabolismo
de los espermatozoides. Esta acidez se debe a la produccién de lactato por el
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diéxido de carbono (CO,). EIl liquido prostatico provoca la motilidad de los
espermatozoides.

La actividad de la prostata esté bajo la dependencia de los andrégenos (Thibault,
2001).

5.3 Las glandulas de Cowper o glandulas bulbouretrales

Ellas emiten su contenido al nivel de la uretra membranosa, este liquido es
albuminoso y transparente. La ereccion comprime a las glandulas de Cowper
dejando asi salir su contenido (Baronne, 2001).

B) EL COMPORTAMIENTO SEXUAL DEL SEMENTAL

El semen puede ser colectado todo el ano sin embargo el comportamiento sexual
del semental se exacerba con el periodo reproductivo de la yegua.

Un semen de buena calidad esta asociado a una buena libido y a una buena monta
(Blanchard, 2003).

El comportamiento sexual del semental se juzga en presencia de una yegua en
estro. Una buena libido se manifiesta por una atraccion del semental hacia la yegua
caracterizada por agitacion, por vocalizacion, levantar las patas , una actividad
precopulatriz intensa, olfateo de la vulva , lamerla, mordisqueos a la yegua , el
refejo de Flehmen, (levantamiento del labio superior al oler la parte genital o de la
orina de la yegua) y la ereccion del pene. Una causa de la baja de la libido es la
sobreexplotacion del semental (Blanchard, 2003).

1.- EL MECANISMO DE ERECCION

La ereccion esta controlada por el sistema nervioso autonomo, el mecanismo de la
ereccion es puramente vascular. Las cavidades del tejido eréctil se llenan de
sangre a lo largo del pene pasando de 60 cm. a 90 cm. También se observa un
aumento del diametro del glande (10 cm de diametro). El sistema ortosimpatico, via
el nervio hipogastrico, permite el llenado de las lagunas por la sangre actuando en
la vasomotriz del cuerpo cavernoso y tiene un efecto excitante y secretor sobre las
glandulas anexas. El sistema parasimpatico provoca la ereccidn del cuerpo
esponjoso de la uretra y del cuerpo eréctil del glande via el nervio erector (rama del
nervio pudendo, el nervio pudendo asegura la innervacion sensitiva del periné, del
escroto y del pene), (Blanchard, 2003; Heymon y Vignon., 2005).

2.- EL SEMEN EQUINO

El semen esta compuesto por espermatozoides, liquido testicular y secreciones de
las glandulas anexas. El semen es eliminado por el meato urinario durante la
eyaculacion, la cantidad de semen eyaculado es en promedio de 100 cm® (Knobil y
Neill., 1999).

Una parte del eyaculado estd formado por una parte liquida en donde se
encuentran los espermatozoides y una parte gelatinosa, el plasma seminal.
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El semen es eyaculado en series de 5 a 8 pulsos o jets. La primera parte del liquido
testicular no contiene espermatozoides y se origina de las glandulas bulbouretrales,
después sale la fraccion rica en espermatozoides, seguida de una tercera fraccion
que contiene pocos espermatozoides y una gran cantidad de gel proveniente de las
vesiculas seminales (Kosniak,1975).

Recién que se colecta el semen y una vez que se quita el plasma debe medirse el
pH inmediatamente. Un pH normal oscila entre 7.2 y 7.7. El pH sufre variaciones
fisiologicas segun la temporada, la frecuencia de los eyaculados y la concentracion.
Un pH superior a 7.7 puede indicar una infeccién o una inflamacién del aparato
genital interno, una contaminacion por la orina u otro producto alcalino como el
jabén o una eyaculacion incompleta. ElI pH también puede afectarse por el método
de coleccidon y por el tipo de lubricante utilizado. Los cambios de pH y de
osmolaridad provocados por la urospermia afectan la motilidad de los
espermatozoides (Tibary, 2005; Heymon y Vignon., 2005).

El color normal del eyaculado equino es de grisaceo a blanquecino segun la
concentracion en espermatozoides. Este color puede ser rosa, rojizo o rojo vivo
cuando el semen tiene sangre (hemospermia). Un color amarillento puede senalar
la presencia de orina (urospermia) o con pus (piospermia).

3.- LA COMPOSICION QUIMICA DEL SEMEN

El semen contiene: 80% de agua, 6% de materia organica, iones (calcio, fosfato),
lipidos, glucidos, albuminas y globulinas, bases aminadas. (Heymon y Vignon.,
2005; Thibault, 2001).

4.- LA FORMACION DE LOS ESPERMATOZOIDES

La formacion de los espermatozoides se hace en dos etapas: la espermatogénesis
y la espermiogénesis; las cuales empiezan al nivel de los tubos seminiferos.
Después en el epididimo se realiza su maduracion. La duracion de la formacién del
espermatozoide es de 49 dias en el semental (Heymon y Vignon., 2005; Thibault,
2001).

4.1 La espermatogénesis

La espermatogénesis ocurre en los testiculos, en primer lugar en los tubos
seminiferos. La espermatogénesis comienza después de la pubertad con la accién
de la hormona luteinizante (LH) sobre las células de Leydig y de la hormona
foliculo-estimulante (FSH) sobre las células de Sertoli (Heymon y Vignon., 2005;
Thibault, 2001).

La linea germinal masculina esta constituida de dos tipos de espermatogonias, las
espermatogonias de tipo A (células madre) y las espermatogonias tipo B que
provienen de las anteriores. Las espermatogonias de tipo B se dividen para formar
los espermatocitos primarios. Los espermatocitos primarios sufren cambios
nucleares progresivos de profase meidtica conocida como preleptotena, leptotena,
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cigotena, paquitena, y diplotena antes de dividirse para formar los espermatocitos
secundarios. Los espermatocitos de la diplotena primaria contienen alrededor del
doble del contenido de ADN de las células somaticas. Los espermatocitos primarios
sufren diacinesis y se dividen para formar espermatocitos secundarios. Los
espermatocitos secundarios resultantes se dividen de nuevo sin que haya una
sintesis adicional de ADN y forman las células haploides conocidas como
espermatides. (Hafez, 1984)

La transicion entre espermatogonia y espermatocito | esta marcado por una ligera
fase de crecimiento que corresponde a las sintesis de acido ribonucleico (ARN). La
mayor parte de esos acidos ribonucleicos mensajeros (ARNm) son transcritos en
profase meiodtica y traducidos a los estados de espermatide o espermatozoide. El
acido ribonucleico mensajero (ARNm) es el que codifica las proteinas que
intervienen en la motilidad del espermatozoide o al reconocimiento del ovulo por el
espermatozoide (Heymon y Vignon., 2005; Thibault, 2001).

Durante las etapas correspondientes al espermatocito Il y a la espermatide, hay
todavia sintesis de acido ribonucleico mensajero (ARNm) que se traducen
tardiamente en las transformaciones del espermatozoide (Heymon y Vignon.,
2005).

En el semental la espermatogénesis permite producir 16 X 10° espermatozoides
por dia por gramo de testiculo (Heymon y Vignon, 2005).
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FIG. 5 La espermatogénesis por Nicole Vacheret (1) adaptado de Thibault,
2001.
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FIG. 6 La espermatogénesis por Nicole Vacheret (2) adaptado de Thibault,
2001.

4.2 La espermiogénesis

La espermiogénesis permite el paso de la espermatide a espermatozoide.

La espermiogénesis se caracteriza por:

- Una condensacién nuclear:

Las histonas ricas en lisina, son eliminadas y reemplazadas por protaminas. Las
protaminas son proteinas basicas de bajo peso molecular ricas en arginina y
cisteinas. El nucléolo desaparece, los acidos ribonucleicos mensajeros (ARNm)
nucleares son eliminados y el nucleo se deshidrata; el conjunto del nucleo se
convierte en una masa compacta de heterocromatina (Heymon y Vignon, 2005;
Thibault, 2001).

- La formacién del acrosoma:

El acrosoma se forma por la confluencia de las vesiculas de Golgi; primero se
forma una vesicula redonda, la vesicula proacrosomal que se situa al opuesto del
aparato cinético y da la vesicula acrosomal para luego ser el acrosoma. El
acrosoma continua creciendo con respecto a las vesiculas de Golgi, después se
extiende sobre la parte superior del nucleo (Heymon y Vignon, 2005; Thibault,
2001).
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- La diferenciacion del aparato cinético:

El complejo centriolar, vecino de la vesicula proacrosomal, migra al contrario del
nucleo. El centriolo proximal se posiciona en una invaginacion de la membrana
nuclear, mientras que el centriolo distal induce la polimerizacién de un axonema.
Las mitocondrias se organizan en forma de un manguito a la base del axonema.
(Heymon y Vignon, 2005; Thibault, 2001).

- La eliminacién del citoplasma:

Lo esencial del citoplasma es primero eliminado y fagocitado por las células de
Sertoli y solo una gota del citoplasma persiste en la base del flagelo que sera
eliminado a su paso en el epididimo. (Heymon y Vignon, 2005; Thibault, 2001).

Los espermatozoides al salir del testiculo todavia aun no tienen la capacidad de
fecundar al évulo, permaneceran en el epididimo y seguiran madurando. (Heymon
y Vignon, 2005; Thibault, 2001).
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FIG.7 Formacion del acrosoma durante la espermiogénesis. (Thibault, 2001;
Chan et at., 2006)
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5.- FACTORES QUE ALTERAN LA FORMACION DE LOS ESPERMATOZOIDES

- Deficiencias gonadotrépicas

Corresponden a la ausencia de estimulacién hormonal del testiculo por deficiencia
de secrecion de gonadotropinas. Lo mas frecuente es que haya deficiencia de la
hormona luteinizante (LH) y de la hormana foliculo-estimulante (FSH), con una falta
de estimulacién de las funciones de ambos testiculos (Thibault, 2001).

- Dafos primitivos de la espermatogénesis.

El problema patoldgico inicial puede estar en el testiculo (Thibault, 2001).

En la hipoespermatogénesis el numero de los tubos seminiferos y de las células
germinales esta disminuido (Thibault, 2001).

El bloqueo de la espermatogénesis en el estado de espermatocito |, de
espermatocito Il o de espermatide (Thibault, 2001).

La aplasia germinal: ausencia total de células de la linea germinal (células madre
de los espermatozoides) (Thibault, 2001).

La esclero-hialinosis: la arquitectura histologica del testiculo se observa con los
tubos seminiferos atroficos de espesor reducido, de aspecto hialinoso y de fibrosis.
Diversas anomalias se encuentran asociadas a problemas de la espermatogénesis:
- anomalias cromosdmicas (deleccion del brazo largo del cromosoma Y) (Thibault,
2001).

- varicocele (dilatacién de las venas del corddn espermatico) (Thibault, 2001).

- criptorquidia: una probable alteracion en la constitucion del testiculo debido a un
problema en el descenso testicular durante la vida intra uterina y se manifiesta
también mas tarde en la vida por un problema en la espermatogénesis (Thibault,
2001).

- patologia infecciosa genital o general (orquitis, epididimitis, espermatocistitis).
Strongylus edentatus productor de orquitis, epididimitis y periorquitis en el testiculo
criptorquidio (Edwards, 2008).

- alteracion isquémica o traumatica del testiculo.

- hipertermia

- subnutricion.

6.- ESTRUCTURA DEL ESPERMATOZOIDE

El espermatozoide tiene como funcién: el transporte del contenido cromosdémico
masculino hasta el gameto femenino, la penetracion del genoma masculino en el
gameto femenino y la fusidbn de los dos nucleos gaméticos o cariogamia
produciendo el cigoto (Knobil y Neill., 1999).
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El espermatozoide se divide en cabeza, pieza intermediariia y filamento axial.
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FIG.8 Estructura del espermatozoide por Mariana Ruiz (1) adaptado de Knobil
y Neill., 1999.
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y Neill., 1999.
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6.1 El espermatozoide equino

EL espermatozoide del semental mide 60uym de largo y 2,7um de ancho. El
espermatozoide equino permanece como minimo 4 dias en el epididimo. (Amman y
Graham., 2011). La formacion del espermatozoide equino en el testiculo dura 57
dias (Senger, 2005).
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FIG.10 Espermétide o espermatozide adaptado de Ponthier et at., 2014

6.2 Capacitacion del espermatozoide
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FIG.11 Capacitacion del espermatozoide adaptado de Ponthier et al., 2014.
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6.3 Morfologia del espermatozoide equino

En el semental la proporcién de espermatozoides anormales debe de ser inferior a
35%. Las anomalias primarias como las de la cabeza o las de la pieza media son el
resultado de una disfuncion en la espermiogénesis mientras que las anomalias
secundarias como las de la cola o las gotas citoplasmaticas distales son resultado
de errores en la coleccidon como colecciones repetidas provocando la aparicion de
gotas citoplasmaticas distales por falta de maduracion epididimaria o por errores de
conservacion del semen como choque térmico (Amman y Graham, 2011; Pickett
,1993).

1) Clasificaciéon morfoldgica de la cabeza (Espermatozoides observados con el
microscopio de contraste de fase con 1000 aumentos)

FIG.12 Clasificacion morfologica de la cabeza: Defectos de conformaciéon de
la cabeza. (Tincion Eosina/Nigrosina) (Amann y Graham, 1993)
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Existe una gran variacion en las formas normales de las cabezas de los

espermatozoides de los sementales.

(a, j) Comparacion entre varias cabezas de espermatozoides equinos consideradas
normales para su clasificacién.

(k, I) Cabezas piriformes o de bases estrechas de espermatozoides equinos.

(m, n) Los asteriscos indican cabezas piriformes.

(o, q) Las cabezas microcefalicas pueden tener formas normales.

(r, s) Cabezas redondas.

(t, v) Cabezas ahusadas o que terminan en punta.

(w, x) Cabezas de formas anormales.

FIG.13 Clasificacion morfolégica de la cabeza: Defectos del acrosoma.
(Tincién Eosina/Nigrosina) (Amann y Graham., 1993)

El defecto mas comun del acrosoma es el acrosoma en forma de copete, en el cual
su apariencia varia de la forma de un granulo que se engrosa en el apice de la
cabeza del espermatozoide sobresaliendo de la cresta de la cabeza (a-c) a una
forma de abolladura o muesca (d) y aplanando el apice. (e) Vacuolas nucleares
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aparecen como puntos obscuros y se pueden observar en cualquier parte de la
cabeza

(i-f las flechas los sefialan). Las vacuolas son abultadas y causan la deformidad de
la cabeza (j, I-n). Las vacuolas localizadas en el apice de la cabeza envuelven
anormalidades del acrosoma (k-n la flecha senala la vacuola en k), algunas veces
estos defectos se observan comunmente.

2) Morfologia de la cola

FIG.14 Morfologia de la cola.(1) (Tincion Eosina/Nigrosina) (Amann y Graham.,
1993)
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El reflejo distal de la pieza media es un defecto comun que aparece como un
encorvamiento en la regién distal de la pieza media en la figura de la letra j,
usualmente con la gota citoplasmatica distal entrampada en el encorvamiento

(a, b). Encorvamientos dobles o el enroscado de la pieza media usualmente se
acompanan del enroscado de la pieza principal con retencion de material
citoplasmico (c-e). El defecto de borde festoneado tambien envuelve al
encorvamiento y /o al enroscado de la pieza media o de la cola entera pero se
asocia con la aspera e incompleta lamina mitocondrial y de las fracturas y de los
aplastamientos de las fibras del axonema (f, j). Simples encorvamientos o
enroscados con retencion citoplasmatica (I.m), y menos comun aplasia (n), o
desarrollo anormal (0) son algunos de los defectos que envuelven Uunicamente a la
pieza principal.

FIG.15 Morfologia de la cola. (2) (Tincion Eosina/Nigrosina) (Amann y Graham.,
1993)
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Aplasia segmental de la lamina de la mitocondria; se puede observar en varios
grados en pequefios segmentos en algunos de los espermatozoides (flecha en la
letra a) hacia la completa carencia aparente de la mitocondria en otros
espermatozoides (b).

Aplasia segmental de las laminas de la mitocondria; crea puntos estructurales
débiles que predisponen a fracturas (c-e). Piezas medias hinchadas y asperas
envuelven anormalidades de la lamina de la mitocondria; o acumulacion de masas
microtubulares. La alteracion de la pieza media y la protuberancia de las fibras del
axonema se observan ocasionalmente (i, j)

Gotas citoplasmaticas aparecen en pequefias masas esféricas adjuntas a la regién
del cuello (letra k gota préximal) o a la porcién distal de la pieza media adyacente al
anillo (letra n gota distal). La localizacién, el tamafo y el contorno de las gotas
citoplasmaticas diferencia los otros defectos de la pieza media, como seudogotas,
residuos citoplasmaticos () y defectos de las masas microtubulares (posible
defecto representado en la letra m en la hinchazén proximal en la letra o.)

FIG.16 Duplicacion de cabezas y de colas. (Tincion Eosina/Nigrosina) (Amann y
Graham., 1993)

(a,b) Duplicacion de la cola.
(c,e) Multiples cabezas y colas.
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FIG.17 Cabezas sueltas. (Tincion Eosina/Nigrosina) (Amann y Graham., 1993)

a) Cuando existe una gran acumulaciéon de espermatozoides es comun observar
cabezas sueltas teinidas.

b) Un examen cauteloso debe hacerse del aparente desprendimiento de la cabeza,
debe presentar un mufon en la cola del espermatozoide. La cabeza con la flecha
muestra una cabeza suelta con el mufion de la cola.

c) Teratoides de espermatozoide son células severamente deformadas, apenas se
reconocen como espermatozoides, no hay que confundirlos con deshechos u otras
células.

FIG.18 Membranas intactas. (Tincion Eosina/Nigrosina) (Amann y Graham., 1993)
a) Con la tincion de Eosina/ Negrosina se pueden observar las membranas intactas
de las cabezas de los espermatozoides y se ven de color blanco. Estos
espermatozoides estan vivos al momento de hacer la tincién. Y los que tienen
coloracion son porque sus membranas estan dafiadas y estan muertos al momento
de la tincion.

b) Para diferenciar estas células de leucocitos se necesita usar tinciones para
sangre como Diff Quik
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6.4 Motilidad del espermatozoide
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FIG.19 Trayectorias del espermatozoide equino tomado de Varner et af., 2008.

El caballo presenta un tipo de movimiento espermatico circular o semicircular muy
caracteristico debido principalmente a la insercion abaxial de la pieza intermedia en
la cabeza del espermatozoide, que en otras especies no se catalogaria como
progresivo (Samper, 2009).

7.- ALGUNAS ANOMALIAS REPRODUCTIVAS QUE AFECTAN LA FERTILIDAD
EN EL EQUINO

- Vesiculitis seminal.- no es comun en los sementales pero por su persistencia
puede interferir en la fertilidad. Puede ser causada por Pseudomonas aeruginosa,
Streptococus spp, Staphylococcus spp y Brucella abortus.

- Hemospermia.- Hemospermia asociada a defectos uretrales.

- Disfuncion acrosomal.- se deben hacer varias pruebas: analizar los
espermatozoides, la estructura de la cromatina, la reaccion acrosomal y si hay
anticuerpos contra el semen. Los sementales subfértiles presentan un alto
porcentaje de anticuerpos. En los humanos que presentan infertilidad existe un alto
porcentaje de anticuerpos contra el semen. Se demostro que el alto porcentaje de
anticuerpos interfiere con la induccion de la reaccién acrosomal por la zona
pelucida (Varner et at., 2000).

- Cromatina anormal.- en los sementales puede deberse a un golpe en los
testiculos que produzca acumulacidn de liquidos que suban su temperatura y
causen cambios en la motilidad, la morfologia y en la estructura de la cromatina.

- Azoospermia.- ausencia total de espermatozoides en el eyaculado, que puede ser
causada por falla espematogénica, obstruccion de los conductos deferentes, por
eyaculacién retrograda. También por una hipoplasia testicular severa o
degeneracion testicular generada por una falla de la produccion espermatica del
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epitelio seminifero, por una obstruccion del epididimo o de los conductos
deferentes (Varner et al., 2000).

VIl ORIGENES DE LA FRAGMENTACION DEL ADN
ESPERMATICO

A) LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO Y EL ESTRES OXIDATIVO

El oxigeno es indispensable para los seres vivos. La mayor parte de la energia del
caballo es producida por la reaccion enzimatica controlada, de la molécula de
oxigeno con el atomo de hidrégeno durante la fosforilacion oxidativa que se realiza
en la cadena respiratoria mitocondrial. La energia producida se conserva bajo la
forma de trifosfato de adenosina (ATP). Este proceso mitocondrial no es perfecto, 2
a 5% del oxigeno se transforma en especies reactivas de oxigeno (ROS).
(Cadenas y Davies, 2000).

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son especies quimicas oxigenadas
variadas, comprendiendo los radicales libres, los iones oxigenados y los peréxidos.
Los radicales libres son especies quimicas que tienen uno o varios electrones libres
en su capa externa. Estos electrones no apareados son capaces de reaccionar de
manera independiente con los atomos y las moléculas. La presencia de un electrén
libre confiere a estas moléculas una gran inestabilidad, lo que les da la posibilidad
de reaccionar con numerosos compuestos en procesos no especificos y donde su
duracion de vida es muy corta (Halliwell y Gutterridge, 1999).

Los principales radicales libres celulares son: el anién superoxido (O2"), el radical
hidroxilo (HO'), los radicales peroxilos (ROO’), y alkoxilos (RO’), donde R
representa una cadena carbonada. Otros radicales libres son derivados de
moléculas de oxigeno y de nitrégeno como el mondxido de nitrégeno (NO') y el
peroxinitrito (ONOO*). Los iones oxigenados como el ion hipoclorito (CLO*), y los
peroxidos (de formula ROOR)) constituyen los precursores de estos radicales libres
(Favier, 2003). Concerniendo a los peréxidos la escision homolitica de la relacién
O-O conlleva la formacion de radicales libres. Los principales peroxidos celulares
son el peroxido de hidrégeno (H203), los peroxidos lipidicos y el nitro-peroxido
(ONOOH). Por otra parte se distinguen los radicales primarios, el anion superéoxido
y el mondxido de nitrogeno (O, y el NO'), los radicales secundarios producidos en
cascada a partir de los radicales primarios.

Los origenes celulares de las especies reactivas de oxigeno (ROS) son
esencialmente enzimaticos. Uno es la pérdida de electrones al nivel de los
complejos enzimaticos de la cadena mitocondrial y la produccion de las especies
reactivas de oxigeno (ROS) por la NADPH (nicotinamida adenina dinucléotido
fosfato) oxidasa, localizada en la membrana plasmatica de las células. Otros
origenes citosdlicos, presentes en diversos organelos celulares, pueden
desempenar un papel en la produccién de las especies reactivas de oxigeno
(ROS).
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Como la xantina oxidasa (XO), las enzimas del reticulo endoplasmico liso
(citocromo P450), la NO sintasa (NOS), la mieloperoxidasa (MPQO) y las enzimas de
la via del acido araquidonico (Halliwell y Gutteridge, 1999).

Algunos de estos ROS como el anién superdoxido o el monodxido de nitrégeno son
poco reactivos y tienen un papel de mediadores, regulando las funciones bioldgicas
celulares. Otros ROS como por ejemplo el radical hidroxilo son muy reactivos con
la mayor parte de las moléculas biolégicas como los lipidos, los acidos nucleicos,
las proteinas y los glucidos induciendo dafios oxidantes (Saleh y Agarwal,
2002).Sin embargo todos estos ROS también tienen papeles fisiolégicos como la
destruccién de bacterias en las células fagocitarias o la regulacion de la apoptosis.
La produccion de los ROS debe de estar controlada. El organismo esta dotado de
un conjunto de sistemas de defensa muy eficaces contra la sobreproduccion de los
ROS.

Las células utilizan varias estrategias antioxidantes y consumen mucha energia
para controlar su nivel de ROS. El mecanismo de estos sistemas antioxidantes
difiere segun los tejidos y los tipos celulares y también segun donde se encuentren,
en medio extacelular o intracelular (Bonnefont-Rousselot et af., 2003). También hay
sistemas enzimaticos y no enzimaticos. Las principales enzimas antioxidantes son
la superoxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPX).
Los principales antioxidantes no enzimaticos son la vitamina E o a-tocoferol, la
vitamina C o acido ascérbico, la glutation reducida (GSH) y el acido urico
(Kirschvink et af., 2008).

El estrés oxidante se define como un desequilibrio de la balanza entre los
sistemas de defensas antioxidantes y la produccién de los ROS en favor de estos
ultimos.

Este desequilibrio puede tener diferentes origenes:

- La producciéon excesiva endoégena de los ROS por las células como por
ejemplo de origen inflamatorio.

- Una disminucién de la proteccion antioxidante celular como por ejemplo via
un déficit nutricional en antioxidantes.

- Una exposicion del entorno a factores pro-oxidantes como por ejemplo los
medicamentos, los rayos gamma y ultravioletas, los herbicidas o los metales
toxicos (Favier, 1997).

La aparicion de un estrés oxidante en las células es el origen de los dafios
oxidantes de las moléculas celulares.
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FIG.20 Principales vias oxidantes celulares y sistemas antioxidantes que
transforman o inactivan a las especies reactivas de oxigeno tomado de
Kirschvink et af., 2008.

O, oxigeno; Oy" ,anion superoxido; H,O,, peroxido de hidrégeno; HO*, radical
hidroxilo; LH, lipido; L*radical lipidico; LOO*, lipido perdxido; SOD, superédxido
dismutasa; CAT, catalasa; GPx, glutation perdxido; MPO, mieloperoxidasa; GSH,
glutation reducido, GSSG, glutation oxidado; GS-X, glutation ligado a un oxidante;
NADPH, nicotinamida adenina fosfato; U, acido urico; Vit C, vitamina C; Vit E,
vitamina E; UQ, ubiquinona.(paso de electrones por las oxidasas de la cadena
respiratoria mitocondrial).
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B) FISIOLOGIA DEL ESTRES OXIDATIVO Y LA FUNCIONALIDAD DE LOS
ESPERMATOZOIDES EQUINOS

Los espermatozoides son vulnerables al ataque oxidativo por que contienen en
abundancia acidos grasos poliinsaturados que son susceptibles a la peroxidacion
de los lipidos (Aitken et af., 2014).

Las proteinas y el ADN estan sujetos a la oxidacion y a la aduccion de aldehidos:
4HNE (4 hidroxi-2-nonenal) que generan la peroxidacion. Las proteinas aducidas
por 4HNE (4hidroxi-2-nonenal) incluyen elementos de la cadena de transporte
electrénico mitocondrial como la deshidrogenasa del acido succinico.

El ataque electrdfilico estimula los ROS mitocondriales y ocurre la peroxidacion de
los lipidos. En dultima instancia se desencadena la via apoptética intrinseca
provocando la pérdida de motilidad y la muerte celular (Aitken et al., 2014).

Durante la apoptosis espermatica, los ROS (especies reactivas de oxigeno)
acceden al nucleo y generan aductos de base de oxidacion : 8 hidroxi 2
desoxigenasa (8-OH-dG), que se convierten en sitios abasicos por
glicosilasa8oxigenasa (OGG1), la unica enzima de la via de reparacién por escision
de base poseida por los espermatozoides. Estos sitios abasicos posteriormente se
convertiran en el origen de la fragmentacion (Aitken et af., 2014).

Los ROS (especies reactivas de oxigeno) tienen un papel importante en la
fisiologia de la maduracion de los espermatozoides de mamiferos, en la
discapacidad de fertilizacion del macho, en la alteracion de la integridad del ADN,
en la linea germinal del macho y en el dafio iatrogénico inducido por los
procedimientos de preparacion y para la crioconservacion (Aitken et al., 2014).

Los tres posibles origenes de los ROS (especies reactivas de oxigeno) en
espermatozoides de mamiferos son:

- la NADPH oxidasa bajo la forma de-NOX5 que genera superdxido (NADPH,
Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reducida) (Aitken et af., 2014).

- La mitocondria espermatica (Koppers et af., 2008).

- Aromatico.t amino acido oxidasa (Tosic y Walton., 1950).

EL hecho de que el DPI (Flavoproteina inhibidor difenileno) pueda suprimir
efectivamente la produccién de los ROS en los espermatozoides del caballo, raton,
bufalo y hombre (Aitken et af., 2014). Ha sido citado frecuentemente como
evidencia y que la NADPH oxidasa constituye una mayor fuente de los ROS
(especies reactivas de oxigeno) en estas células. También el DPI puede suprimir la
generacion de los ROS (especies reactivas de oxigeno) en la mitocondria (Li y
Trush., 1998).

La vulnerabilidad de los espermatozoides a los ataques oxidativos se debe a su
estructura anatémica y a su composicion bioquimica (Aitken et af., 2014).

El espermatozoide estd provisto de catalasa, superdxido dismutasa, glutation
peroxidasa e isoformas de peroxiredoxin que se encuentran en la pieza media e
interceptan a los radicales libres generados por la mitocondria (Aitken et af., 2014).
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También los espermatozoides son propensos a los ataques oxidativos por contener
acidos grasos poliinsaturados en la membrana plasmatica: acido araquidénico y
acido docosahexaenoico. Estos acidos grasos dan fluidez a la membrana
plasmatica, promueven las enzimas claves como las ATPasa de la membrana
plasmatica y para facilitar la fusion de la membrana en la fertilizacion.

Los acidos grasos poliinsaturados en la membrana plasmatica no son los unicos
blancos de los ataques de los radicales libres durante el estrés oxidativo, también
el DNA en el nucleo (Aitken et af., 2014).
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FIG.21 Estrés oxidativo tomado de Aitken et af., 2014.

Se muestra el impacto negativo del estrés oxidativo en los espermatozoides de
mamiferos. Cuando la generacion celular de los ROS sobrepasa la habilidad del
espermatozoide para defenderse, se establece el estado del estrés oxidativo.

Si la cromatina del espermatozoide tiene pocas protaminas, entonces el ADN es
vulnerable al ataque oxidativo dando como resultado la formacion de aductos de
base como el 8-hidroxi 20-deoxiguanosina. La formacion de este aducto activa la
reaccion de la oxoguanina glicosilasa (OGG1) que corta la base modificada,
sacandola del esqueleto del ADN, creando un sitio abasico en el proceso, el cual
forma el ultimo sitio de escisién del ADN. El lado derecho de la ecuacion ilustra la
habilidad del estrés oxidativo para provocar la peroxidacion de los lipidos que
conlleva a la pérdida de la funcion del espermatozoide. Esta via es catalizada por la
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presencia de metales como el Fe (ll), y por las especies reactivas de oxigeno
(Aitken et al., 2014).

1.- ACTIVIDAD FISIOLOGICA DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO
EN LA CAPACITACION ESPERMATICA

1.1 Fosforilacion de la tirosina

La principal funcién fisiolégica de los ROS (especies reactivas de oxigeno) en los
espermatozoides es la regulacién de la fosforilacion de la tirosina en la cola del
espermatozoide (Aitken et al., 2014).

El conductor de la capacitaciéon es el cAMP (adenosina monofosfato ciclico).

1.2 Remocion del Colesterol durante la capacitacion

Otro cambio bioquimico asociado con la capacitacion espermatica es la pérdida de
colesterol de la membrana plasmatica espermatica. (Davis, 1981).

El colesterol y el desmosterol son removidos de la superficie espermatica por los
aceptores proteinicos como la albumina, lipoproteinas de alta densidad vy
apoliproteinas.

El colesterol es un poderoso factor descapacitante que sirve para estabilizar la
membrana plasmatica del espermatozoide durante su paso por el epididimo y
previene las interacciones intermoleculares responsables de llevar a cabo la
capacitacion (Davis, 1981).

Los esteroles son oxidados durante la capacitacion y el incremento de la hidrofilia
de los productos de la oxidacion, facilita su transformacion a albumina (Brouwers et
al., 2011).

1.3 Sincronizando la conduccion de la 6xido reduccion (REDOX) para la
capacitacion

Una de las razones por las cuales los espermatozoides son almacenados en un
estado quiescente en la region de las trompas de Falopio en humanos a medio
camino de la concepcion es que deben medir el tiempo del inicio de la impulsion
Oxidoreductiva para que coincidan con la fosforilacion de la tirosina y la movilidad
hiperactivada para coincidir con la ovulacion. Si capacitan muy rapido entran en
estrés oxidativo (Vignini, 2009; Rodriguez et af., 2011).

El anién peroxinitrito estimula la capacitacion espermatica a causa de su fuerte
actividad oxidativa, puede consumir facilmente los grupos tioles libres de los
espermatozoides tales como el glutation e interrumpir la actividad de la membrana,
expresando las enzimas tioles incluyendo las actividades de Na+/K+-ATPasa y Ca
2+ATPasa de las cuales depende de la supervivencia del esperma. La ultima
consecuencia de la oxido reduccién (redox) para la capacitacion es iniciar la
apoptosis en estas células. (Vignini, 2009; Rodriguez et af., 2011).
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El acto de la fertilizacion por lo tanto rescata ambos gametos de un fallecimiento
apoptdético. En ausencia de la fertilizacion, los espermatozoides y los ovocitos
llegan a ser en ultima instancia apoptoticos, y, en ambos gametos, el primer signo
de que este camino ha empezado es la aceleraciéon de la produccion de ROS
(especies reactivas de oxigeno) mitocondriales. (Lord et at., 2013).

En términos de sobrevivencia el regulador central de la viabilidad espermatica es el
camino de la fosfatidilinositol 3 kinasa (PI3K)-AKT1. En espermatozoides el
regulador negativo del sistema, la fosfatasa y el homélogo tensin PTEN estan
fisicamente localizados en un compartimiento diferente de la célula de P13K,
permitiendo que estos ultimos sean activos (Koppers et al., 2011). Las hormonas
tales como la prolactina y la insulina promueven la supervivencia del esperma
aumentando la actividad de los pares de PI3K-AKT (Aitken et af., 2013; Pujianto et
al., 2010). La activacion del receptor proliferador-activado peroxisoma (PPAR) con
rosiglitazona pueden estimular la fosforilacion AKT1 y aumentar la supervivencia
del semen (Aquila et al., 2006).

Los espermatozoides del semental producen cantidades copiosas de especies
reactivas del nitrégeno y del oxigeno incluyendo el oxido nitrico, el anion del
superoxido, y H2O, (peroxido de hidrogeno). (Sabeur y Ball., 2006; Morillo et af.,
2009). La produccién de los ROS (especies reactivas de oxigeno) es influenciada
por la estacion donde la produccion de superdxidos es mas alta en el principio del
periodo de reproduccion que al final de la misma (Morrell et at., 2013).

La aparente susceptibilidad de los espermatozoides equinos al estrés oxidativo
estimula el interés de usar antioxidantes para contrarrestar estos procesos para
ayudar a la fertilidad in vivo e in vitro. Los espermatozoides de mamiferos son
células activas oxidoreductivas. Los espermatozoides humanos son capaces de
producir los ROS in vitro pero sobre todo producen el anién superéxido (02°') que
después se convierte rapidamente en peroxido de hidrogeno (H2O») (Aitken, 1995).
Igual los espermatozoides equinos separados por centrifugacion del plasma
seminal producen los ROS in vitro en condiciones aerobias (Ball et al., 2001a),
también producen el anién superoxido (Sabeur y Ball, 2006; Burnaugh et af., 2007).
Las mitocondrias espermaticas, también producen los ROS (especies reactivas de
oxigeno). El papel principal de las mitocondrias es producir energia bajo la forma
trifosfato de adenosina (ATP) utilizando el oxigeno como substrato. (Pefa et al.,
2009), En los espermatozoides la concentracion del anion superoxido es 5 a 10
veces mas importante en la matriz mitocondrial que en el citosol o en el nucleo
(Cadenas y Davies, 2000).

2.- EL ESTRES OXIDANTE EN LA CRIOPRESERVACION

La crioconservacion del semen provoca un estrés oxidante ocasionado por una
produccion de ROS (especies reactivas de oxigeno) y una degradacion de los
antioxidantes (Baumber et af., 2003; Mazzilli et af., 1995).
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Este estrés induce una alteracion de la membrana plasmatica por lipoperoxidacion,
y fragmentacion del ADN. La fragmentacion del ADN aumenta con el numero de
ciclos de congelacion y descongelacion (Linfor y Meyers, 2002).

La eliminacion del plasma seminal previo a la congelacién disminuye la capacidad
del semen para eliminar los ROS (especies reactivas de oxigeno) (Ball et af., 2001).

C) AFECTACION DE LOS ESPERMATOZOIDES EQUINOS
POR EL AUMENTO DE LA PRODUCCION DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE
OXIGENO (ROS) Y POR EL ESTRES OXIDANTE

Existe un equilibrio entre la produccion, la destruccion o la inactivacion de los ROS
(especies reactivas de oxigeno) en el aparato reproductor del macho y en el
plasma seminal después de la eyaculacion del semen. En consecuencia solo una
pequeia cantidad de los ROS (especies reactivas de oxigeno) esta presente,
permitiendo la regulacidn de la funcion espermatica .Sin embargo una produccién
excesiva de los ROS o una disminuciéon de la proteccion antioxidante puede ser el
origen de un desequilibrio en favor de los ROS (especies reactivas de oxigeno).
Este desequilibrio provoca un estrés oxidante. Todos los componentes celulares
como los lipidos, las proteinas, los acidos nucleicos, los glucidos son blancos
potenciales para este estrés oxidante. Los dafios causados por el estrés oxidante
no solo depende de la naturaleza y la cantidad de los ROS (especies reactivas de
oxigeno) implicados sino también del momento, de la duracion de la exposicion de
los ROS (especies reactivas de oxigeno), de los factores externos como la
temperatura, la presion parcial del oxigeno y la composicién del entorno en iones,
proteinas y los sistemas antioxidantes (Saleh y Agarwal, 2002).

1.- AUMENTO DE LA PRODUCCION DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE
OXIGENO (ROS) EN EL SEMEN EQUINO

1.1 Produccion excesiva de ROS por los espermatozoides anormales e
inmaduros.

Los espermatozoides equinos con morfologia anormal producen grandes
cantidades de ROS (especies reactivas de oxigeno). Cuando se hace una
separacion de espermatozoides por gradientes de silicato se distinguen dos
poblaciones. La poblacién de baja densidad caracterizada por una produccion mas
importante de perdxido de hidrogeno H,O, con respecto a la poblacion de alta
densidad (Ball et af., 2001a). Estos datos son los mismos obtenidos en varios
estudios efectuados en espermatozoides humanos (Aitken et af., 1992; Barroso et
al., 2000).

In vitro la capacidad de los espermatozoides para producir los ROS (especies
reactivas de oxigeno) es inversamente correlacionada a su estado de maduracion.
Una de las causas de produccion excesiva de los ROS por los espermatozoides
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humanos de morfologia anormal es la persistencia del citoplasma residual en la
pieza media de los espermatozoides maduros (Aitken y Krauss, 2001).

La pérdida del citoplasma se efectua normalmente durante la espermiogénesis. La
presencia del citoplasma residual se debe a un mal funcionamiento de las células
de Sertoli. Estas células fagocitan una gran parte del citoplasma de los
espermatozoides en el momento de la espermiacion cuando estos son liberados en
la luz de los tubos seminiferos (Aitken y Krauss, 2001).

FIG.22 Mecanismos de
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la produccion excesiva de las especies

reactivas de oxigeno por los espermatozoides humanos, presentando
una retencion del citoplasmatomado de Saleh y Agarwal, 2002.
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La alta produccién de los ROS esta asociada al porcentaje de espermatozoides con
anomalias de la cabeza, dafos en el acrosoma, defectos de la pieza media y de la

cola.
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FIG.23 Morfologia normal y anormal de los espermatozoides asociada
al aumento de la produccion de los ROS tomado de Varner, 2008.
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Los espermatozoides estan muy compactados en los tubos seminiferos y en el
epididimo, es posible que la coexistencia de los espermatozoides de morfologia
anormal que producen altos niveles de ROS (especies reactivas de oxigeno), con
los espermatozoides maduros, durante la migracién de los tubos seminiferos hacia
al epididimo, podrian estar implicados en los dafos oxidantes de los
espermatozoides maduros (Guerin et af., 1989).

1.2 Produccion excesiva de ROS (especies reactivas de oxigeno) por los
espermatozoides, por actividad mitocondrial aberrante y una riqueza
inhabitual en acidos grasos poli-insaturados.

La disminucién del potencial eléctrico membranario mitocondrial o la perturbacion
del flujo de electrones a través de la cadena de transporte de electrones es el
origen de un aumento de la produccién mitocondrial de los ROS (especies
reactivas de oxigeno) en los espermatozoides humanos (Koopers et af., 2010).

Los espermatozoides humanos (De Lamirande et af., 1997) y los de las ratas (Lewis
y Aitken, 2001) que tienen un débil poder fecundante son mas ricos en ciertos
acidos grasos poliinsaturados como el acido araquidénico, el acido
docosahexaenoico y el acido linoleico. Esta riqueza en acidos grasos
poliinsaturados caracteriza un estado de inmadurez de estos espermatozoides
porque su cantidad disminuye, fisiolégicamente durante el remodelaje funcional de
la membrana plasmatica espermatica, durante su paso por el epididimo (Aitken et
al., 2014, Lewis y Aitken, 2001). La incubacion de los espermatozoides humanos
con el acido araquidénico estimula la produccién espermatica de los ROS
(especies reactivas de oxigeno) (Aitken et af., 2006). Este aumento de la
produccion de los ROS (especies reactivas de oxigeno) no parece implicar el
NADPH (Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducido) oxidasa membranaria
ya que el aumento de un inhibidor de la NADPH (Nicotinamida adenina dinucleétido
fosfato reducido) oxidasa de los monocitos estimula la produccién de los ROS
(especies reactivas de oxigeno) espermaticos (Aitken et af., 2006). Sin embargo el
acido araquidonico disminuye el potencial eléctrico membranario mitocondrial y
promueve la produccion de los ROS (especies reactivas de oxigeno) por las
mitocondrias de las células cardiacas de bovinos interfiriendo con el flujo de
electrones en los complejos | y Il (Cocco et al.,1999;Koopers et al., 2008) entonces
se emitid la hipotesis que la presencia de fuertes porcentajes de acidos grasos
poliinsaturados en los espermatozoides humanos promueve la produccidon
mitocondrial de los ROS (especies reactivas de oxigeno) por los complejos | y Il
que rebasan los limites de las capacidades antioxidantes de los espermatozoides.

1.3 Produccién excesiva de ROS por los leucocitos que contaminan el semen

Los leucocitos cuando son activados por ciertos estimulos, como los factores de la
inflamacién son capaces de producir cantidades importantes de ROS (especies
reactivas de oxigeno). Estos ROS (especies reactivas de oxigeno) son producidos
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durante la fagocitosis por el intermediario de 3 enzimas: la NADPH (Nicotinamida
adenina dinucleétido fosfato reducido) oxidasa, la mieloperoxidaxa (MPO)

y el NO sintasa. En el hombre los leucocitos parecen contribuir al estrés oxidante
en el semen cuando hay epididimitis o inflamacién crénica del tracto genital
masculino. No se ha realizado un estudio sobre la contaminacién de leucocitos en
el semen equino. Aunque se haya demostrado in vitro la capacidad de los
leucocitos a producir ROS (especies reactivas de oxigeno) en el semen equino
(Plante et al., 1994; Aitken et al., 1995).

2.- EFECTOS NEGATIVOS DEL ESTRES OXIDANTE EN LA FUNCION
ESPERMATICA DEL SEMENTAL

Los espermatozoides son células particularmente sensibles a los ROS (especies
reactivas de oxigeno) por:

- La rigueza de su membrana plasmatica rica en acidos grasos
poliinsaturados y al ataque de los dobles enlaces carbén-carbén por los
ROS (especies reactivas de oxigeno) (Jones et al., 1979).

- El volumen limitado de su citoplasma y su localizacion restringida que es
responsable de una baja disponibilidad de las moléculas antioxidantes y de
las enzimas que reparan los dafos oxidantes.

Los efectos negativos de los ROS (especies reactivas de oxigeno) sobre los
espermatozoides son:

- La disminucién del numero de espermatozoides en el semen.

La peroxidacion de los lipidos membranarios.
La disminucion de la motilidad.
La oxidacion del ADN.

- La activacion de la apoptosis.

La disminucion del numero de espermatozoides en los eyaculados que tienen altos
porcentajes de ROS (especies reactivas de oxigeno) ha sido comprobada en los
humanos. Esta disminucidn puede ser la consecuencia de los dafos oxidativos en
los tubos seminiferos provocando una atrofia testicular y una disminucion de la
produccion de los espermatozoides. (Baumer et af., 2000; De Lamirande y Gagnon,
1992 a, b; Armstrong et al., 1999).

La implicacién de los ROS (especies reactivas de oxigeno) en la peroxidacion de
los lipidos membranarios ha sido comprobada in vitro en el semental. La
peroxidacion de los lipidos membranarios corresponde al ataque oxidante de los
acidos grasos poliinsaturados, iniciado por el radical hidroxilo. La peroxidacion tiene
por consecuencia una alteracién de la funcion de las membranas espermaticas:
diminucion de la fluidez, pérdida de la integridad, alteracion de la estructura de
ciertas proteinas. Esta alteracion afecta la capacidad fecundante del
espermatozoide por la disminucion de la motilidad, una disminucién de la fusién
ovocito-espermatozoide, una pérdida energética bajo la forma de adenosina
trifosfato (ATP), un defecto de reconocimiento y de penetracion de la zona
pelucida. Ademas, los productos finales de la peroxidacion de los lipidos

40



membranarios, sobretodo los radicales peroxilos y alkoxilos son altamente
citotoxicos y pueden causar dafios oxidantes sobre las proteinas y en el ADN
(Jones et at., 1979; Baumer et af, 2000).
El marcador de peroxidacion lipidica membranaria mas utilizado en los
espermatozoides equinos es la determinacion del porcentaje de dialdehido
malonico o malondialdehido, compuesto final de la peroxidacién de los lipidos
membranarios en los espermatozoides o en el plasma seminal (Tremellen, 2008).
Otro marcador que se usa en humanos y en equinos en la peroxidacion lipidica
membranaria es el BODIPY C11 (Ball y Vo, 2002; Ortega-Ferrusola et af., 2009).
Los ROS (especies reactivas de oxigeno) son probablemente también
responsables in vitro en la disminucién de la motilidad de los espermatozoides
equinos. Existen dos hipotesis:
- la perdida de la motilidad es una consecuencia de la peroxidacién de los
liquidos por pérdida de fluidez y de integridad de la membrana, induciendo a
una pérdida de la capacidad para regular las concentraciones intracelulares de
calcio.
- la inhibicion de las enzimas de la glicélisis por la oxidacion de los grupos
sulfidrilos por los ROS (especies reactivas de oxigeno), teniendo por
consecuencia una disminucion de la produccién de los ATP (Adenosina
trifosfato) (Baumer et af., 2000).

3.- MECANISMOS IMPLICADOS EN LA OXIDACION DEL ADN

La oxidacion del ADN implica a los productos de los ROS (especies reactivas de
oxigeno), producidos por los mismos espermatozoides (Henkel et af., 2005).

La capacidad de los ROS (especies reactivas de oxigeno) para fragmentar el ADN
de los espermatozoides equinos se inhibe en un medio de incubacion de catalasa
(CA) y de glutation peroxidasa (GPX), pero sin adicionar superéxido dismutasa
(SOD). El peroxido de hidrégeno (H20:3) es el principal ROS (especies reactivas de
oxigeno), responsable de los dafios oxidantes del ADN y no el anion superoxido
(Baumer et at, 2003a).

La accion determinante del peréxido de hidrégeno (H2O,) se debe a la produccién
del radical hidroxilo por la reaccion enlazada de Fenton y Haber-Weiss. El radical
hidroxilo es un ROS (especies reactivas de oxigeno) muy reactivo y un potente
iniciador de la peroxidacion de los lipidos. El radical hidroxilo puede dafar el ADN
de dos maneras diferentes, sea de manera indirecta iniciando la peroxidacion de
los lipidos o de manera directa atacando al ADN. Otro oxidante del ADN es el
peroxinitrito (ONOQ’) oxidante que resulta de la reaccion del mondxido de
nitrogeno (NO) con el anién superoxido. (Marnett, 2000).

El principal marcador de este ataque oxidante es el 8-hidroxi-2 'desoxiguanosina (8-
OH-Dg), forma oxidada de la base nitrégenada desoxyguanosina. La principal
consecuencia de la oxidacion del ADN es la fragmentacion (Marnett, 2000). EI ADN
mitocondrial es vulnerable al ataque oxidante por no estar protegido; en cambio la
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cromatina contenida en el nucleo espermatico esta muy condensada por el hecho
del remplazo de las proteinas histonas, por las protaminas y la formacion de los
puentes de disulfuro por la accion de los ROS (especies reactivas de oxigeno) y de
la glutation peroxidasa 4 (GPX4). De este hecho, el ADN nuclear espermatico es
normalmente muy resistente a los mecanismos de desnaturalizacion fisicos vy
quimicos. Sin embargo se demostré que una protaminacion incompleta hace que
los espermatozoides sean mas vulnerables al estrés oxidante (Marnett, 2000).

HIPOTESIS DEL DANO OXIDANTE DEL ADN

DEFECTO DE LA ESPERMATOGENESIS

|

ALTERACION DE LA REMODELACION DE LA
CROMATINA

PROTAMINACION INEFICIENTE

@

Especies VULNERABILIDAD AL ESTRES
Reactivas
de Oxigeno | IS 4L

ROS ESTRES OXIDANTE

| APOPTOSIS ] ! ! ! ! OXIDACION DEL ADN

FRAGMENTACION DE ADN

FIG.24 Hipotesis del dafio oxidante del ADN en los espermatozoides
humanos, tomado de Aitken et af., 2009.
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3.1 FACTORES IMPLICADOS EN LA ETIOLOGIA DEL ESTRES OXIDANTE

» Factores ambientales: Pesticidas, metales pesados (plomo, cadmio,
contaminantes en el aire.

» Infecciones del tracto genito-urinario: infeccion bacteriana prostatica.
Infeccion viral.

» Afecciones inflamatorias e autoinmunes del aparato reproductor:
prostatitis crénica.

» Origen testicular: varicocele, criptorquidismo, torsion unilateral del cordén
testicular.

» Factores iatrogénicos: centrifugacion, crioconservacion, En la
reproduccién equina la aparicion del estrés oxidante en el semen esta
asociado a la preparacion y a la conservacion del semen para su utilizacion
en inseminacion artificial.

» Modo de vida: carencia alimentaria en antioxidantes, ejercicio fisico
intenso, obesidad, estrés, vejez.

» Medicamentos: fenilbutazona.

4.- IMPLICACION DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO EN EL
PROCESO DE APOPTOSIS

La apoptosis es el proceso fisiolégico de muerte celular programada que afecta a
las células, sin provocar inflamacion de los tejidos circundantes (Ameisen, 1996).
En los mamiferos la apoptosis es indispensable al desarrollo normal de las células
germinales. Durante la espermatogénesis, la apoptosis mantiene el equilibrio entre
las células germinales y somaticas y elimina las células germinales defectuosas
(Brum et at., 2008).

Existen dos vias de sefalizacion de la apoptosis, la via intrinseca o via
mitocondrial, que se inicia por sehales pro-apoptéticas intracelulares que liberan el
citocromo C del espacio intermembranario mitocondrial hacia el citoplasma. El
citocromo C a su vez, estimula las proteasas citosdlicas llamadas caspasas. En las
células transcripcionalmente activas, la apoptosis puede ser iniciada por los errores
de transcripcion del ADN y en los dafios del ADN. En la via extrinseca, la fijacion
de los ligandos sobre los receptores especificos de la muerte celular, al nivel de la
membrana plasmatica, también activan las caspasas. Estas dos vias llevan a la
fragmentacion celular y a su muerte (Jin y El Deiry, 2005). La caspasa 9 esta
implicada en la via mitocondrial (Shi Y., 2002).

Los ROS (especies reactivas de oxigeno) estimulan la apoptosis por activaciéon de
la via mitocondrial. Los ROS (especies reactivas de oxigeno) no son ni benéficos ni
nefastos para la funcion de los espermatozoides solo tienen que estar en
porcentajes apropiados para realizar sus funciones fisiolégicas, previniendo su
capacidad de provocar dafos patolégicos (Kothari et af., 2010).
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FIG.25 Presentacion de las principales acciones fisioldgicas (a) y patoldgicas
(b) de las especies reactivas de oxigeno en los espermatozoides tomado de
Kothari et al., 2010.

El origen del dafio al ADN puede ser por un mal empaquetado de la cromatina, por
la apoptosis abortiva que es cuando ocurren anomalias en la apoptosis durante la
espermatogénesis y en el estrés oxidativo (Wnuka et af., 2010).
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5.- PROTECCION ANTIOXIDANTE ENZIMATICA Y NO ENZIMATICA DE LOS
ESPERMATOZOIDES EQUINOS CONTRA LAS ESPECIES REACTIVAS DE
OXIGENO

La regulacion de la produccion de los ROS (especies reactivas de oxigeno) se
realiza por diferentes enzimas antioxidantes: el superoxido dismutasa, la catalasa,
el glutation peroxidasa, y la indoleamina dioxigenasa. Estas enzimas antioxidantes
estan presentes en los espermatozoides y en el liquido epididimario.

Sin embargo la actividad enzimatica antioxidante es muy débil en los
espermatozoides maduros por la pérdida de la mayor parte del citoplasma durante
los estados terminales de la diferenciacion (Baumer y Ball, 2005). Después de la
eyaculacién los espermatozoides maduros son protegidos por el plasma seminal,
gue contiene una actividad enzimatica anti-oxidante importante. Estas enzimas son
absorbidas por la membrana plasmatica de los espermatozoides equinos (Baumer
y Ball, 2005).

También existen otros componentes no enzimaticos presentes en los
espermatozoides, en el liquido epididimario y en el plasma seminal capaces de
disminuir la produccion de los ROS (especies reactivas de oxigeno) durante su
paso por el epididimo y en el semen eyaculado. Estos sistemas antioxidantes no
enzimaticos incluyen: a tocoferol o vitamina E , acido ascorbico o vitamina C,
acidos aminados como taurina y hipotaurina, proteinas y péptidos como la
albumina y glutation, carotenos, flavonoides, metales de transicion como zinc y
magnesio, selenio, carnitina, vacuolas lipidicas de origen prostatico, contenidos en
el plasma seminal llamados protosomas (Pons-Rejraji et af., 2009).

6.- FALTA DE INTEGRIDAD DEL GENOMA ESPERMATICO

Cuando los espermatozoides equinos son incubados con el sistema generador de
ROS (especies reactivas de oxigeno) exdégenos (sistema X-XO), se observa un
aumento significativo de la fragmentacién del ADN (Baumer et af., 2003a). Esta
fragmentacion del ADN, inducida por los ROS (especies reactivas de oxigeno)
exogenos, también se observo en los espermatozoides humanos. La incubacion de
los espermatozoides con el sistema X-XO durante una hora se asocia a una
fragmentacion del ADN cuatro veces mas importante que en la ausencia de ROS
(especies reactivas de oxigeno) exégenos (Lopez et af., 1998). De la misma
manera, la estimulacion de la produccion enddgena de los ROS (especies reactivas
de oxigeno) por los espermatozoides humanos, por la utilizacién de la Nicotinamida
adenina dinucledtido fosfato reducido (NADPH), provoca un aumento de la
fragmentacion del ADN (Twigg et af., 1998). El semen equino incubado a 45°C
presenta mas fragmentaciéon de ADN que el semen incubado a 42°C y a 39° C; los
espermatozoides equinos sufren apoptosis dependiente de las caspasas en
respuesta al choque térmico por calor (Desvousges et af., 2006). Segun el tiempo y
la temperatura a la cual se almacena el semen puede provocar la fragmentacion
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del ADN, teniendo en cuenta también el status de fertilidad del semental. El
esperma de sementales fértiles almacenado a 5°C con un diluyente a base de
leche no presenta fragmentacion arriba de las 46 horas de haber sido almacenado;
almacenado a 20°C presenta un nivel moderado de fragmentacion y almacenado a
37°C presenta un alto nivel de fragmentacion. Sin embargo el esperma de
sementales subfértiles presenta un incremento de la fragmentacién del ADN entre
las 20 y 32 horas de haber sido almacenado a 5°C. La fragmentacion del ADN no
es estrictamente dependiente de la temperatura (Love, 2002.); también depende
del tiempo de almacenaje, del tipo de diluyente utilizado y sobre todo de la calidad
seminal de los sementales (Love, 2005).

6.1 LA CAPACIDAD FECUNDANTE DEL ESPERMATOZOIDE CON
FRAGMENTACION DE ADN

Se observaron correlaciones negativas entre la fragmentacion del ADN en el nucleo
espermatico, la calidad del semen y la capacidad de fecundacion de los
espermatozoides humanos in vitro (Sun et af., 1997; Aitken et af., 1998). De igual
manera, la fragmentacion del ADN medida por la citometria de flujo de la cromatina
espermatica (SCSA) tiene una correlacién negativa con la fertilidad de los
sementales (incluyendo los porcentajes de fertilidad en fin de temporada, el
porcentaje de fertilidad por periodo y el porcentaje en el primer periodo) (Love y
Kenny, 1998).

Esta asociacion entre una baja calidad del eyaculado y la fragmentacién del ADN
se debe probablemente a los dafos peroxidantes colaterales que sufren las
membranas plasmaticas espermaticas. Estos daiios membranarios son importantes
fisioldgicamente. En efecto, gracias a su “mecanismo protector”, los
espermatozoides que tienen un genoma severamente dafiado no pueden participar
al proceso normal de la fecundacion (Aitken y Krauss, 2001). Sin embargo este
“‘mecanismo protector” parece tener una eficacia limitada ya que el ADN de los
espermatozoides humanos parecen ser mas sensibles al estres oxidativo que al de
los lipidos membranarios. En efecto, se observé que a un cierto nivel de estrés
oxidativo, los dafos del ADN aumentaron pero la capacidad de fusién ovocito-
espermatozoide también aumento. Sin embargo si el estrés oxidativo aumenta
todavia, se observa un aumento mayor de los dafios del ADN y una disminucion
concomitante de la movilidad y de la capacidad de fusion ovocito-espermatozoide.
En consecuencia, es posible que durante el estrés oxidativo, los espermatozoides
que presentan una oxidacion significativa de su ADN conserven aun asi su poder
fecundante (Aitken et al., 1998).
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IX EVALUACION DE LA INTEGRIDAD DEL ADN ESPERMATICO

Varios métodos han sido utilizados para:

- la evaluacion de la integridad de la cromatina y obtener el indice de dispersion de
la fragmentacion del ADN espermatico (DFI) y el indice de supervivencia.
- conseguir la ruptura de las cadenas de ADN.

EL PROCEDIMIENTO DE EVALUACION POR CITOMETRIA DE FLUJO DE LA
CROMATINA ESPERMATICA (SCSA)

El procedimiento de evaluacion por citometria de flujo de la cromatina espermatica
(SCSA), utiliza el fluorocromo metacromatico naranja de acridina, y evalua la
susceptibilidad a la desnaturalizacion de la cromatina de los espermatozoides
tratados con acido (Graham y Mocé, 2005; Varner, 2008).

Este método ha sido empleado en espermatozoides equinos (Love, 2005). Un
aumento en la susceptibilidad del ADN a la desnaturalizacién inducida, ha sido
asociado con una reduccién de la fertilidad en machos equinos. Por el contrario en
ejemplares de alta fertilidad, se ha observado una menor fluorescencia roja en las
muestras seminales sometidas a esta técnica indicando que la cromatina
espermatica es menos susceptible a la desnaturalizacion. Adicionalmente, se ha
reportado que el método de SCSA, es de gran ayuda para diferenciar diferentes
grados de fertilidad en un mismo grupo de animales, definidos como fértiles, siendo
de gran utilidad para realizar clasificaciones de los sementales equinos cada vez
mas precisa en cuanto a esta caracteristica (Turner, 2005).

EL ENSAYO COMETA

El ensayo Cometa es un método basado en la electroforesis en gel, que puede ser
usado para medir el daino del ADN en células eucariotas individuales. Ademas es
versatil, relativamente simple de desarrollar y sensible y aunque la mayoria de las
investigaciones hacen uso de su capacidad para medir el rompimiento de ADN de
cadena sencilla, modificaciones en este meétodo permiten la deteccion de
rompimientos de doble cadena del ADN, de entrecruzamientos, de dafos de bases,
y de nucleos apoptoticos (Olive y Banath, 2006).

EL METODO TUNEL

El método TUNEL (TdT- mediated dUtp Nick End Labelling) corresponde a una de
las técnicas mas usadas mundialmente para la determinacion de la fragmentacion
del ADN, mediante la marcacion con deoxiuridina-trifosfato (Dutp) de los
rompimientos de cadena sencilla y cadena doble en el ADN de los
espermatozoides (Dominguez-Fandos et af., 2007). Un método alternativo y
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recientemente implementado en semen equino es la prueba de dispersidon de la
cromatina del semen (SCD), la cual es una técnica eficiente para analizar la
fragmentacion del ADN de espermatozoides, y que se basa en la pérdida parcial de
protaminas de la cromatina, lo cual se evalua por microscopia de fluorescencia,
discriminando entre los espermatozoides que producen un halo de dispersion de
cromatina en la cabeza y aquellos que no presentan dicho halo, para lo cual se
emplean como sondas fluorescentes dibromo-4'- hidroximercurio- fluoresceina y
yoduro de propidio (Cortés- Gutierrez et af., 2009).

LA PRUEBA DE ISNT (IN SITU NICK TRANSLATION)

La prueba de ISNT (In Situ Nick Translation) es basicamente una técnica de
concepcion similar al TUNEL ya que permite cuantificar el grado de dafo que se
produce en el DNA evaluando tras la incorporacién de moléculas de dUTP
modificado con botina o digoxigenina, o bien marcado directamente el DNA con un
fluorocromo conjugado con un nucleétido modificado, tras utilizar la enzima DNA
polimerasa |. La mayor diferencia con el TUNEL radica en que, en este caso, existe
una actividad enzimatica exonucleasa y la incorporacién de nucleétidos es mayor
por utilizar la cadena de DNA complementaria como molde. Los resultados del
analisis de ISNT se han utilizado para el estudio de la presencia de anomalias
originadas durante la remodelacion de la cromatina del espermatozoide. Desde el
punto de vista practico, esta técnica tendria las mismas prestaciones e
inconvenientes que la de TUNEL, pero no existe disponible de modo comercial
para su aplicacion directa sobre espermatozoides. (Cortés-Gutiérrez El et af., 2007)

LA PRUEBA DBD-FISH (DNA BREAKAGE DETECTION-FLUORESCENCE IN
SITU HYBRIDIZATION)

La prueba DBD-FISH (DNA Breakage Detection-Fluorescence In Situ Hybridization)
Se trata de una metodologia relativamente reciente y que se circunscribe al campo
de la investigacion. Se fundamenta en la capacidad que tienen ciertas soluciones
alcalinas de producir una desnaturalizacion del DNA a partir de los extremos

de roturas de doble cadena o de cadena sencilla, o bien lugares sensibles al alcali.
Después de la desnaturalizacion y extraccién de las proteinas utilizando una
solucion de lisis, el DNA generado de cadena sencilla, puede hibridarse con una
sonda de DNA. Cuantas mas roturas existan en dicha cadena, mayor sera el nivel
de marcado que se obtenga en el nucleo. Al igual que las técnicas de TUNEL o
ISNT, la técnica de DBD-FISH no se puede considerar de aplicacién rutinaria por
razones similares a las descritas previamente. Desde el punto de vista de la
investigacién, tiene mucho interés, ya que es la unica técnica disponible que nos
permite evaluar dafo de célula a célula, in situ, en secuencias especificas del DNA
(Cortés-Gutiérrez El et al., 2007).
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LA PRUEBA DE NARANJA DE ACRIDINA

La prueba de naranja de acridina, utilizando las propiedades metacromaticas de

la naranja de acridina, algunos investigadores han aplicado el mismo principio que
el utilizado en el SCSA para visualizar los espermatozoides con DNA fragmentado
empleando microscopia de fluorescencia. El mayor problema de esta técnica es el
componente de la subjetividad del observador en el momento de discriminar entre
la emision del color verde y el naranja de este fluorocromo, dado que existe toda
una serie de colores intermedios que probablemente se relacionan con una
sensibilidad diferencial a la desnaturalizacion de los distintos espermatozoides.
Ademas los resultados no parecen muy reproducibles, ya que parecen variar con el
tiempo, y no distingue entre pacientes infértiles y donantes (Cortés-Gutiérrez El et
al., 2007).

EL AZUL DE TOLUIDINA

El azul de Toluidina es un colorante nuclear basico que genera reacciones
metacromaticas cuando interacciona con la cromatina. Cuando este colorante se
incorpora en cromatina rica en histonas, con abundancia de lisina, presenta una
coloracion violeta-azulada intensa, mientras que cuando lo hace a cromatina rica
en protaminas presenta una coloracion azul-palida. Se trataria, en realidad, de una
prueba de maduraciéncondensacion nuclear, y los espermatozoides con cromatina
inmadura tendrian mas habitualmente roturas del DNA. La técnica es simple y de
un bajo costo y tiene la ventaja de proporcionar preparaciones permanentes para
SuU uso en un microscopio ordinario, aunque las tinciones intermedias son de dificil
valoracién. El analisis de los resultados también puede realizarse en citometria de
flujo, con los inconvenientes ya mencionados. Desafortunadamente, los resultados
son poco reproducibles. (Cortés-Gutiérrez El et af., 2007)

LA CROMOMICINA A3 (CM3)

La Cromomicina A3 (CM3) es un fluorocromo ampliamente utilizado en citogenética
debido a que produce una buena diferenciacién longitudinal de los cromosomas, ya
que se ancla especificamente a regiones ricas en guanina-citosina y compite por
los mismos lugares en el DNA, que las protaminas. Por lo tanto, cuando los
espermatozoides presentan una tincion intensa tras ser tefidos con CMA3, se
interpreta que esta poblacion celular muestra unos niveles bajos de protaminacion.
Es decir, esta técnica revela espermatozoides que tienen un nivel deficiente de

empaquetamiento en su cromatina, siendo también una prueba de maduracion-
condensacion nuclear. De nuevo, una de las limitaciones mas importantes de esta
técnica es la subjetividad del observador a la hora de establecer los grupos de
clasificacion. No obstante, algunos estudios la muestran como una prueba de
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eleccion frente a la naranja de acridina, o derivados de la toluidina, para el analisis
de la maduracion nuclear del espermatozoide (Cortés-Gutiérrez El et af., 2007).

PRUEBA DE LA DISPERSION ESPERMATICA

La prueba de la dispersion espermatica (SCD) se basa en dos fendmenos: el
primero es que las hebras de ADN que contienen roturas en su ADN son mas
faciles de ser desnaturalizadas utilizando esos puntos de rotura. De hecho, los
extremos de las roturas, que pueden ser de cadena sencilla o de cadena doble, son
los origenes de la desnaturalizacion cuando éstos se enfrentan a un tratamiento de
caracter acido. El segundo fendmeno es que los bucles compactados de fibra de
cromatina nuclear, compuestas de ADN y proteinas, se desempaquetan cuando se
extraen proteinas nucleares. Este proceso de relajacion de los bucles de cromatina
tras un tratamiento desproteinizante, da lugar a halos periféricos de cromatina/ADN
que emanan del residuo nuclear central, segun el modelo propuesto por Cook y
Brazell en 1980. (Cook y Brazell, 1980)
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Fig. 26 Resumen de las metodologias utilizadas para evaluar alteraciones en
el DNA de espermatozoides, asi como de algunas de sus ventajas e
inconvenientes en relacién con la aplicacion clinica de rutina, tomado de
Cortés-Gutiérrez El et al., 2007.

Metodologias que se basan en ¢l marcaje de rotures del DNA

Método  Instrumental Ventajas Desventajas Utilidad clinica
TUNEL Microscoplo “luorescencla — Cumple con paramztros de contrel — Zquipo sofisticade y costoso Ferthded masculin
(ttometriz de flujo de calidad Reproduccion asstida
Perdidas fetales
[SNT Microscopto Thuorescencla  Reacelon ce marcaje directo Jquipo soffsticade y costoso Fertilidzd masculina
(itometriz ce flufo
Metodologias que se basan en la susceptibilidad del DNA para desnaturalizarse
SCSA (ttometriz e fufo Pumio de cortz establecido (30%)  ‘nstrumentzciin costosa Recomendeda en estudios
para diferenciar pactentes fertlles  Capacitacton tecrica epidemiologicos de tnfertitded
¢ nfertdes
COMETA  Microscopto “luorescencla  Bajo costo _ento de ejecucion Fertilided masculina
Electrolorésis DNA Requiere observador con Reproduccion asistida
exerencla Criopreservar:on de esperma
SCD Microscopio “luorescencla  Andlists stmple de resultados Atin o determineda Aun no determinada
campo claro Bajo costo Varteocele?
DBD-FISH ~ Microseopio “luorescencla Revela modificactores estructurales — Procedimiento soflsticado Aun no determinada
de la cromatina, 7 costoso
(tros métodos
NA Microscopto “luorescencla — Bajo costo Subjettva Deferenctas signticetivas :n
(ttometria e flujo Zotn teproductble patolagias andrologcas
AT Microscopto carmpe claro— Metodo strple y Subjettva Evaluacion de anormafdades
de bajo costo “oco reproduchble en la cromatina.
CMA Microscopto “uorescencla — Metodo simple y Subjettva Evaluacion de anormalidades
de bajo costo “oto reproduchle en la cromatina.

TUNEL: Termiial dUTP Nick-End Labaling, SNT = In sttu Nick Translation. CBD-FISH: DNA Ereckage Detection-Flucrescence In Situ Hybridization, SCSA: Sperm

Chromatin Structare Assay. SCD: Sperm Chromatin Ctspersion. NA: Naranja de Aeridira. AT= Azal de Toluidira. CMA: Cromomicina A3,
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X RECOLECCION DE SEMEN EQUINO

La obtencion de semen es una técnica utilizada actualmente en la reproduccion
equina que se emplea para evaluar:

- la capacidad reproductiva de los sementales.
- la calidad del semen ya sea para montas directas o para inseminacion artificial
con semen fresco, refrigerado o congelado.

La inseminacién artificial (IA) se ha desarrollado en los ultimos afios debido a las
ventajas que aporta a la reproduccidén equina, podemos destacar el aumento del
numero de yeguas inseminadas por un mismo semental, la posibilidad de
almacenar y transportar el semen y la disminucién de los accidentes en los
animales y en las personas ocurridos durante la monta. Cuando se aplican en
forma adecuada las técnicas actuales de inseminacion artificial (IA) pueden dar
como resultado tasas de concepcion iguales o incluso superiores a las obtenidas
mediante la monta natural. Los inconvenientes de la inseminacion artificial son: que
se debe de conocer la metodologia y tener experiencia para aplicar esta técnica y
que el personal conozca el manejo del semen. Se requiere de una tecnologia y un
equipamiento minimo que permita una correcta recoleccion, evaluacion, y
preparacion del semen. No todos los sementales poseen un semen capaz de
soportar los sistemas de refrigeracion y congelacion. Es necesario llevar un
perfecto control del ciclo estral de la hembra pues en muchas ocasiones, un
manejo reproductivo deficiente (mala deteccion de periodos fértiles, y frecuencia de
las inseminaciones) puede provocar un descenso en la fertilidad. Los costos se ven
incrementados pues es necesario tener el equipo para la preparacion y el
almacenamiento del semen.

1.- METODOS DE OBTENCION DEL SEMEN
-Vaginas artificiales

El método de eleccion para la recoleccion de semen en los caballos es la vagina
artificial, la mayoria de los sementales pueden ser entrenados para eyacular en una
vagina artificial, pero en algunos casos y por diversas razones debemos emplear
otros métodos alternativos que nos permitan obtener y evaluar una muestra
representativa de la produccién seminal.

La mayoria de los sementales aceptan la vagina artificial sin que esto afecte a su
comportamiento sexual pudiendo alternar colecciones y monta natural.

Todas las vaginas artificiales consisten en una caja externa y un forro interno de
latex entre los cuales se infunde agua tibia y/o aire para proveer la presion y la
temperatura adecuadas. Normalmente se emplean temperaturas de 40 a 42°C.
Cuando el caballo presenta problemas para eyacular es conveniente elevar
ligeramente la temperatura del agua para mejorar el estimulo sobre el pene, en
ningun caso se deben sobrepasar los 50°C. Una temperatura demasiado elevada

52



provocara el rechazo del caballo a la vagina; encontraremos preferencias
individuales respecto a la temperatura interna de la vagina. El grado de presion
dentro de la vagina artificial también tiene un efecto directo en la eyaculacion; debe
ser suficientemente alta para permitir el contacto y la estimulacion del pene pero no
debe restringir la penetracion o expansion del miembro a su estado de plena
ereccion. En el momento previo a la recoleccion la vagina artificial se lubrica con
una pequefa cantidad de gel estéril, debiéndose evitar los lubricantes
bacteriostaticos ya que suelen ser espermicidas, una buena lubricacion favorece la
copula y la eyaculacion.

Existe una gran variedad de modelos de vaginas artificiales en el mercado, y los
sementales pueden mostrar predileccién por uno u otro modelo en funcion de sus
caracteristicas.

La vagina Missouri o Nasco es posiblemente la mas comun y esta constituida por
un forro de latex doble termosellado que forma una camara donde se introduce el
agua con una valvula que permite la introduccién de agua y aire y una funda
externa de cuero. Es liviana y de facil manejo, ademas permite una estimulacion
externa del glande del semental (efecto cérvix) o de la base del pene (Yates y
Whitacre, 1993).

El modelo japonés o Nishikawa esta formado por una caja externa de aluminio y
un forro de latex y en el extremo distal tiene una anilla de goma espuma para
estimular el glande durante la penetracion. Es rigida y cuenta con un bulbo de
goma para la coleccion del semen (Yates y Whitacre, 1993).

El modelo Roanoke es parecido al japonés pero de material plastico y de tamafio
mas corto y es muy util para sementales de pequefio tamano (Yates y Whitacre,
1993).

Los modelos Colorado, Lane y CSU (Colorado State University) son muy
similares, la carcasa externa es de plastico y usa dos forros de latex; con el primero
se construye una camara entre la carcasa externa y el forro donde se introduce el
agua y el segundo forro sirve para la recoleccién colocando en su extremo distal el
recipiente de recoleccion. La principal ventaja de estas vaginas es que mantienen
la temperatura del agua durante mucho tiempo, pero son mas pesadas y no
permiten la estimulacion manual del pene (Yates y Whitacre, 1993).

La vagina Polaca o Krakow es un modelo abierto en su extremo distal lo que nos
permite la recogida fraccionada del semen. Este método es usado en los Paises
del Este de Europa y permite recoger solo los tres primeros chorros del eyaculado
que contienen mas del 70% de los espermatozoides (Yates y Whitacre, 1993).

El modelo INRA (elaborada por el Instituto Nacional de Investigacién agricola en
Francia) es una vagina similar a la polaca. Es un modelo abierto en su extremo
distal lo que nos permite la recogida fraccionada del semen.

Para llevar a cabo la recoleccion necesitamos de una yegua en celo o de un
maniqui, una vez que el semental monta a la yegua, el pene es desviado hacia un
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lado y dirigido hacia la vagina artificial. Durante la recoleccion el operador puede
colocar sus dedos bajo la parte ventral del pene para detectar las pulsaciones
uretrales de la eyaculacion, en ese momento debemos bajar la parte distal de la
vagina para permitir que el semen pase rapidamente al recipiente de recoleccién ya
que el contacto del semen con el latex y la vagina caliente puede alterar la calidad
de los espermatozoides (Yates y Whitacre, 1993).

La utilizacion del dummy o maniqui requiere de un periodo de entrenamiento.
Inicialmente se coloca una yegua en estro junto al maniqui como estimulo sexual y
una vez que el macho asocia el maniqui con la monta y la eyaculacion, la hembra
puede ser alejada y eventualmente se podra prescindir de ella. (Lindeberg et al.,
1999). Existe un modelo de maniqui, el modelo Equidame ® phantom, que lleva
incorporada una vagina artificial abierta en su interior y un sistema computarizado
para la recogida de las distintas fracciones (Lindeberg et af., 1999).

- El preservativo

El preservativo se emplea cuando no se dispone de vagina artificial o bien el
caballo no la acepta. El preservativo se coloca sobre el pene en ereccion y debe
recuperarse inmediatamente después de la cubricién evitando que caiga al suelo.
La muestra obtenida mediante el preservativo es completa y representativa, sin
embargo debemos tener en cuenta que estd mas contaminado con bacterias y
detritus del exterior del pene que el recolectado en vagina artificial y ademas el
contacto prolongado de los espermatozoides con el latex puede alterar su
motilidad, por estas razones y la incomodidad en su uso no debe ser empleado
como primera opcion para la obtencion del semen. No todos los caballos aceptan la
manipulacion necesaria para la colocacion del preservativo o consiguen eyacular
en él (Yates y Whitacre, 1993).

- La masturbacién

La masturbacion consiste en realizar la recogida del semen mediante el masaje del
pene del caballo, normalmente con éste en estacion sobre sus cuatro
extremidades. Este tipo de recoleccion lleva consigo una labor ardua durante el
periodo de entrenamiento pero suele ser bien aceptado por los animales y es muy
practico y eficaz una vez que el semental estad acostumbrado (Crump, 1989).

La técnica consiste en colocar al semental en un potro de contencion (maniqui) y
excitarlo con una yegua en celo, con el pene en ereccidon se coloca una bolsa sobre
el glande y con unas compresas atemperadas a 45 °C colocadas una en el glande
y otra en la base del pene masajear hasta que se produce la eyaculacion. Otras
variaciones de la misma técnica emplean la vagina artificial para estimular el pene
o permiten la monta del animal sobre una yegua o un maniqui tomando entonces el
pene y masajeandolo con el caballo en posicion bipeda (Crump, 1989).

Esta técnica es de eleccién en caballos con problemas del aparato locomotor que
les impidan o dificulten la monta o con problemas como ataxia o incoordinacion ya
que permite que la eyaculacion se realice en una postura mucho mas estable.
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Presenta también otras muchas ventajas, por ejemplo, la muestra que se obtiene
es perfectamente representativa y la contaminacion es minima, se puede realizar
ademas la recogida fraccionada del semen y requiere un equipamiento minimo y
una sola persona como recolector. Una vez que el semental ha sido entrenado se
puede repetir con la frecuencia necesaria sin afectar al comportamiento sexual del
animal (Crump, 1989) (Crump, 1994) (Mc Donnell y Love, 1991)(Mc Donnell et al.,
1991).

- El colector cervical

El Colector Cervical consiste en un recipiente de cristal soplado de Borosilicato, de
un grosor constante de 2,2 a 3mm, realizado mediante la técnica de soplado de
cristal en su punto de fusion, en el que se aprecian con 3 partes diferenciadas: la
boca, la ampolla y el cuerpo del colector.

El colector cervical debe ser introducido a través de la vagina en el cérvix de la
yegua en celo, por su extremo alargado que corresponde al cuerpo del colector que
tras ser introducido, debe presionarse sobre la ampolla para producir la dilatacion
del cérvix y la introduccidn de esta de manera que obture completamente la
entrada de semen en el utero. Por ultimo la boca del colector debe ser cubierta
completamente por los labios del cérvix para impedir que el semental detecte la
presencia de este durante la monta.

Segun la empresa comercializadora (www.colectorcervical.com) no se encuentran
diferencias microbioldgicas significativas entre las colecciones realizadas con
vagina artificial y colector cervical, obteniendo valores de gestaciones y partos con
este método, de la misma indole que los obtenidos con vagina artificial. Pero hay
que destacar que como existe cépula no impide la transmision de enfermedades
venéreas. Es util para sementales en los que la vagina artificial y el preservativo no
han sido eficaces; debido a que el semental no detecta nada diferente a la monta
natural. También esta descrito su uso para équidos salvajes o exoéticos. El nimero
de personas, tiempo, y costo econdémico es muy pequefio, y la versatilidad del
método permite que se realice en condiciones de campo (Mc Donnell et af., 1991).

- Induccién quimica

Consiste en la utilizacion de farmacos para provocar la eyaculaciéon de los
sementales y puede ser una alternativa a problemas como la falta de libido o
problemas de ereccion, monta o eyaculacion. Se usan varios farmacos a fin de
provocar la eyaculacion en équidos:

- Xilacina (Mc Donnell y Love, 1991b) (Mc Donnell, 1993).

- Clomipramina hydrochloride; en combinacion con xilacina.

- Imipramina en combinacién con xilacina (Mc Donnell y Odian, 1994)
(Mc Donnell, 1993) (Clire et af., 1997) (Card, 1997) (Johnson, 1998).

- Imipramina; en bajas dosis en équidos produce ereccion y masturbacion.
(Mc Donnell y Odian, 1994).
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- Detomidina (Blanco et al., 1997) (Rowley et al., 1999).

- Prostaglandinas.

- Gonadotropina coriénica humana (HCG) en combinacion con Prostaglandinas.
Una vez que se inyecta el farmaco. Se espera unos 10 min, para que se produzca
la protusién o ereccién; la eyaculacién se produce independientemente a éstas
entre los diez minutos y media hora después de la aplicacién del farmaco.

- Extraccion de espermatozoides del conducto epididimario

Los espermatozoides de epididimo pueden obtenerse post mortem, o tras la
castracion. Para la obtencion de los espermatozoides se disecciona el epididimo y
se coloca una canula en el conducto deferente, posteriormente se secciona el
epididimo en la zona de unién entre el cuerpo y la cola del epididimo y se realiza un
lavado retrogrado de la cola del epididimo con un diluyente adecuado. Hay que
tener en cuenta que en el cuerpo, los espermatozoides comienzan a tener
capacidad fecundante y que en la cola se almacenan espermatozoides maduros.
Los espermatozoides obtenidos mediante este sistema pueden presentar un cierto
grado de inmadurez, se caracterizan por la presencia de un gran numero de gotas
citoplasmaticas y una baja motilidad. Cuando la recoleccion se realiza postmortem
el estado de las células suele ser muy deficiente, ya que los espermatozoides son
especialmente sensibles a la hipoxia, la accién de los farmacos y la endotoxemia,
por ello la obtencion de semen en animales muertos por colico o enfermedades que
han precisado tratamientos farmacolégicos puede no obtener buenos resultados
(Braun et at., 1994).

- La electroeyaculacién

Esta técnica es muy utilizada en otras especies como en el vacuno o en especies
salvajes para creacion de bancos genéticos pero en los équidos produce un gran
sufrimiento que incluso puede llegar a provocar la muerte del semental. Ademas la
muestra colectada es de mala calidad o puede resultar contaminada con orina por
lo que es mucho mas conveniente el uso de otras técnicas como la recoleccion
manual o la vagina artificial. Sin embargo se usa cuando los caballos han sufrido
traumas o accidentes que comprometen su vida y seran eutanasiados y se quiere
conservar su semen. Entonces se les anestesia, se les efectua un lavado de vejiga
y se aplica el electroeyaculador (Collins et af., 2006) (Cary et al., 2004) (Stover et al.,
1981).

2.-PREPARACION PARA LA RECOLECCION DEL SEMEN
- Preparacion de la yegua

La yegua debe tener una buena sujecién para no lastimar al semental, sus
miembros posteriores deben inmovilizarse con el tira pie, la cola vendada y
desviada. La regidn perineal debe limpiarse y secarse.
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La yegua debe estar en celo natural o inducido. Para inducir el celo podemos
utilizar lo siguiente:

Para estimular la ovulacion de los foliculos podemos utilizar Gonadotropina
coriénica humana (hCG). Se aplica una inyeccion de Gonadotropina coridnica
humana (hCG) por via intramuscular o intravenosa, 24 h después del inicio del celo.
La dosis puede variar entre 1500 Ul a 5000 Ul, asegurandose que el foliculo este
en crecimiento y no atrésico; con un tamaro superior a 30 o 35 milimetros. La
ovulacion se producira a las 48h de haber puesto la inyeccion.

De siete a nueve dias después de la ovulacién podemos aplicar 10mg o 1 a 2
mililitros de prostaglandinas (PGF2a) por via intramuscular.El estro se produce 3 a
4 dias después de la aplicacion de las prostaglandinas y la ovulacion se presenta
de 8 a 12 dias después de la aplicacion del tratamiento.

Cuando las yeguas no presentan calor se aplica una dosis cotidiana de 150 mg o 2
mililitros de progesterona por via intramuscular durante 10 a 15 dias. A este
tratamiento se le puede asociar estradiol 173 aplicando una dosis cotidiana de 10
mg por via intramuscular durante 10 a 15 dias.

También podemos usar una yegua ovariectomizada mantenida con altos niveles de
estrogenos exogenos (1-2 mg ciprionato de estradiol, (ECP), via intramuscular
semanalmente). (Ginther, 1992; Palmer, 1993; Voss; 1993; Linderberg et al., 2002)

Las yeguas deben ser monitoreadas regularmente para detectar si estan en celo.
En lugar de las hembras puede usarse un dummy o un maniqui si el semental ya
esta adiestrado.

- Preparacion del semental

Previo a la recoleccion, el pene del semental debe ser examinado para detectar
posibles lesiones. Para lograr la exteriorizacion del pene, se presenta la yegua al
semental de modo que ni ella, ni el semental, ni el personal corran peligro y puedan
realizarse las maniobras apropiadamente. Una vez que se exteriorizo el pene, el
operador lo toma con una mano, lo desvia y con la otra comienza la limpieza con
agua tibia a 37 ° C sin jabon ni desinfectantes ya que los mismos remueven la flora
bacteriana normal y permite el crecimiento de microorganismos patégenos, por
ejemplo Pseudomona aeruginosa (Jussiaux y Trillaud 1977).

Previo a la recoleccion de semen para descartar una infeccién del tracto genital del
macho se debe realizar un analisis bacterioldgico. La toma de muestras para cultivo
debe hacerse antes del lavado del pene. Se toman cuatro muestras: de la
superficie del pene, de la fosa del glande, de la uretra pre coleccion y de la uretra
post coleccidn. Los hisopos deben remitirse al laboratorio en medio de transporte,
por ejemplo Stuart (Jussiaux y Trillaud 1977).
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- Preparacion de la vagina Missouri

La vagina Missouri debe estar limpia, con su funda de piel. La camisa de plastico o
liner debe deslizarse en el interior de la vagina; fijarse al exterior de ella con un
elastico por el lado ancho y por el otro lado debe estar conectada al biberon
colector que tendra en el interior el filtro para separar el gel o plasma seminal del
eyaculado. El agua con que se completa la camara de agua debe tener una
temperatura de 50-52°C, de manera que la temperatura interna sea de 42-45° C.
Es sumamente importante que la temperatura sea medida mediante un termémetro
y nunca sea “estimada”; si la temperatura es inferior a la citada no habra suficiente
estimulo para la eyaculacion y si es superior se podra “quemar” al semental. La
cantidad de agua a colocar debe acomodarse al tamafo del pene de manera tal
que la presion sea uniforme a lo largo de toda la vagina artificial y no dificulte la
penetracidn y ereccion completa del pene. Si la presion es excesiva no permitira la
correcta intromision del pene con lo cual el semen tomara contacto con las paredes
de la vagina artificial a altas temperaturas y se alterara la calidad de la muestra.

La superficie interna de la camisa de plastico o liner debe lubricarse con algun
elemento no espermicida, tal como gel estéril (K-J lubricating jelly), la vaselina
sélida dana la camisa de latex.

El eyaculado debe protegerse de la luz y mantenerse a temperatura corporal hasta
ser transportado al laboratorio.

-La zona de recoleccién

La zona de recoleccién de semen debe ser un area espaciosa, libre de obstaculos,
limpia, libre de cualquier distraccion para el caballo. La disponibilidad de espacio es
muy importante para la seguridad tanto del que maneje al semental, como el que
lleve la vagina artificial o de la yegua (si se usa para la coleccién) o del propio
semental. Un espacio suficiente puede permitirnos mover al semental y a la yegua
con facilidad y seguridad. Algunos caballos se distraen mucho, por eso es
importante buscar espacios tranquilos y en los que los sementales se habituen a la
donacion de semen.

El piso del espacio de recoleccion es de gran importancia, deben evitarse siempre
los suelos resbaladizos que pueden causar importantes lesiones tanto al semental
como a la yegua, si se utiliza. Pueden utilizarse materiales antideslizantes de facil
lavado o simplemente suelos de tierra o arena.

La temperatura ambiente debe tenerse también en cuenta, de forma que si hace
mucho frio y el semental se demora en la monta la temperatura de la vagina
artificial también va a enfriarse y como consecuencia podemos tener una mala
respuesta del caballo.

Asi mismo, la distancia entre la zona de recoleccién y el laboratorio debe ser
minima. Debe ser facil preparar la vagina artificial, calentar el agua, pero
fundamentalmente diluir inmediatamente el semen tras su recoleccion.
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- Recoleccién del semen

El operador encargado de recolectar el semen debe colocarse generalmente del
lado izquierdo junto con el personal que maneja al semental. Debe estar muy
atento a las reacciones tanto de la hembra como las del macho.

Solo cuando el semental logra la ereccion, se le permite montar a la yegua o
maniqui. El operador desvia el pene y presenta la vagina artificial al semental para
que mediante el reflejo de busqueda, logre él mismo la intromision. Es conveniente
proporcionarle una posicion confortable para lograr una maxima estimulacion.

Con la mano izquierda se sostiene la vagina artificial apoyandola contra la hembra
y la mano derecha se coloca ventral al pene con el objeto de palpar las pulsaciones
asociadas con la eyaculacién. La palpacidn de estas pulsaciones junto con el
flameo de la cola durante la eyaculacion y la presencia de restos de semen o gel en
el orificio uretral una vez terminada la recoleccion, y pérdida de la ereccién
evidencian que la eyaculacién se ha llevado a cabo. Inmediatamente después de la
retirada la vagina artificial debe colocarse ésta en posicion vertical y permitir la
salida de agua a través de la valvula para dejar que el semen que haya quedado en
porciones altas de la vagina drene hacia la bolsita o botella recolectora.

- Evaluacion del semen

Inmediatamente después de la recoleccion se toma una parte de la muestra para
efectuar el espermiograma y al resto de la muestra se le mezcla con el diluyente
elegido y a la proporcion adecuada segun el proceso al cual va hacer sometido

3.- METODOS DE EVALUACION DEL SEMEN EQUINO COLECTADO

Una vez obtenido el eyaculado debe ser transportado lo antes posible al laboratorio
protegiéndolo de la luz solar, y el choque por frio. Todos los elementos utilizados
para la evaluacidon deben estar pre calentados a 37° C.

TECNICAS CONVENCIONALES:
OBSERVACION MACROSCOPICA Y FILTRADO.

El primer paso es el filtrado de la muestra para eliminar posibles detritus y la
porcion gelatinosa esto se hace generalmente al poner un filtro al envase colector
del semen en la vagina artificial. Se observa el color, densidad, olor, pH vy
volumen de la porcion libre de gel. El volumen se utiliza para calcular el numero
total de espermatozoides. El examen del color permite observar la presencia de
sangre, orina o material purulento en el eyaculado.La valoracién del pH puede
realizarse con un potenciometro.

59



OBSERVACION MICROSCOPICA:

- Concentracion espermatica.

El calculo del numero total de espermatozoides es importante ya que éste es uno
de los parametros mas usados para estimar la fertilidad de un semental aunque
esté sujeto a multiples factores de variacion, como por ejemplo: estacion del afo,
frecuencia de servicios, edad, tamafio testicular, la raza. etc. (Jordan, 1988)
(Gebauer y Pickett, 1974) (Heyne, 1979).

El numero total de espermatozoides se obtiene por la multiplicacion de la
concentracion espermatica por el volumen de la porcion libre de gel del semen.

La concentraciéon puede calcularse mediante un espectrofotometro, contador
automatico de células espermaticas y hemocitdmetro (Dowsett, 1988; Yates y
Whitacre, 1988). El método del hemocitometro (camara de Neubauer), es el mas
utilizado en el medio (Diaz y Arancibia, 1971).

- Motilidad espermatica.

La motilidad espermatica refleja la viabilidad de un eyaculado. Por lo general se
realiza la estimacion visual de la motilidad colocando una gota de semen puro entre
porta y cubre objetos y observando sobre una platina térmica a 37° C con
microscopio optico con 400 aumentos (objetivo de 40X). Aunque la estimacion es
bastante subjetiva, el personal experimentado puede realizar un analisis muy
aceptable de la motilidad progresiva. Es interesante comparar y registrar el
porcentaje de motilidad progresiva de la muestra sin diluir y luego del agregado de
diluyente. La supervivencia del eyaculado puede evaluarse manteniendo el mismo
a una temperatura entre 20-25 ° C con y sin agregado de diluyente y observar
como varia la motilidad progresiva en funcion del tiempo. También puede
almacenarse una alicuota de semen diluido a una temperatura entre 4-5° C;
generalmente el agregado de diluyente puede preservar la muestra entre 24-.48
horas (semen refrigerado). Si bien la evaluacion de la motilidad progresiva es de
caracter subjetivo, se ha observado frecuentemente que dentro de las
caracteristicas seminales, esta seria la que mejor estima la fertilidad real de un
eyaculado (Voss et al., 1981; Caudle y Fayrerhosken, 1989).

Segun Diaz y Arancibia (1971), eyaculados con 50% de motilidad progresiva
podrian ser clasificados como regulares respecto a su fertilidad potencial (Diaz y
Arancibia, 1971).

- Morfologia y viabilidad espermatica.

La estimacion de la viabilidad y de la morfologia se puede realizar mediante una
tincion con eosina /negrosina, la técnica consiste en mezclar 10ul de semen, con
10ul de eosina/nigrosina sobre un portaobjeto, homogenizar bien y hacer un frotis
sobre un porta objeto a 37°C. El resultado se expresa en porcentaje de
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espermatozoides no tefidos que se toman como espermatozoides vivos por tener
su membrana intacta y el porcentaje de los espermatozoides con coloracion que ya
estaban muertos y su membrana ya estaba dafnada (Diaz y Diaz 1989).

También se pueden utilizar otras tinciones para realizarlos: Casarett, Wright's, May
Grunwald-Giemsa, hematoxilina-eosina, nigrosina, Diff-Quik, etc. Estas tinciones
permiten visualizar no solo células espermaticas sino también células germinales
inmaduras y somaticas (Diaz y Diaz 1989).

Otro método para observar morfologia es tomar una alicuota de la muestra vy fijarla
en solucion salina formolada bufferada (BSF) o solucién bufferada de
glutaraldehido. Esta técnica permite transportar la muestra y preservarla por tiempo
prolongado si no se puede realizar la lectura en el momento. Las muestras asi
fijadas se deben observar con ayuda de un microscopio Optico, de contraste de
fase o de contraste diferencial-interferencial (DIC), (Diaz y Diaz 1989).

Las anormalidades espermaticas pueden clasificarse segun el origen de cada una
de ellas en: a) primarias: originadas durante el proceso de espermatogénesis, es
decir son de origen testicular; b) secundarias: originadas en cualquier sitio del
sistema de tubulos que transportan los espermatozoides; c) terciarias: originadas
por manipulacion incorrecta del semen luego de la recoleccion. El numero total de
espermatozoides morfolégicamente normales en un eyaculado puede proporcionar
mas informacion y correlacion respecto de la fertilidad de un semental que el
porcentaje o el numero absoluto de espermatozoides morfolégicamente anormales.
La importancia de las anormalidades espermaticas para la clasificacion de la
fertilidad potencial de los machos, asi como su relacion directa con la fertilidad real,
es aceptada por la mayoria de los investigadores (Diaz y Diaz 1989).

En relacion a la metodologia cada laboratorio, e incluso cada investigador, usa el
método que su experiencia le ha indicado como mas apropiado. Sin embargo,
pareciera que la mayoria de los laboratorios prefieren usar métodos tintoriales
(Diaz y Diaz 1989).

- Integridad de la membrana

La integridad de la membrana plasmatica puede ser considerada como un
indicador indirecto de la vitalidad de los espermatozoides. La prueba hipoosmdtica
(HOST), es una técnica desarrollada para evaluar la funcionalidad e integridad de
la membrana plasmatica de estos; su principio consiste en que al ser sometidos a
condiciones hipoosmoticas, solamente los espermatozoides bioquimicamente
activos permitiran la entrada de agua y mostraran diferentes grados de turgencia.
La afluencia de agua solo se produce en la regién de la cola y crea diferentes tipos
de enrollamiento, lo cual es una sefal de que el agua ha sido transportada de una
manera fisiolégica en la célula, en un esfuerzo por mantener la dinamica de
equilibrio entre los liquidos de su compartimiento interno y el entorno extracelular.
Esta respuesta se asocia con el grado de integridad normal y de actividad funcional
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de la membrana, requisito indispensable para que se dé la reaccidon acrosdomica

durante el proceso de fertilizacion.

Para evaluar también la integridad de la membrana plasmatica se pueden realizar
tinciones supravitales, como el Verde Rapido/Eosina, la Eosina/Azul de Anilina, el
Tripan Azul/Giemsa, el Amarillo de Naftol/Eritrosina, la Eosina/Nigrosina, el Rosa
de Bengala y el Café de Bismark, entre otros; usando el microscopio optico, el de
contraste de fases (Gonzalez-Urdiales et al., 2006).

-Reaccién acrosomal

La reaccion acrosomal se puede evaluar con la tincion Azul Brillante de
Coomassie, y observarla con microscopio 6ptico. Tambien se puede usar la tincién
de Rosa de bengala y observarla al microscopio de contraste de fases.

-Valores seminales en equinos

Parametros Media + SD Numero de | Referencia
Sementales

Volumen libre de 65126 398 (Parlevliet et al., 1994)

Gel 45+30 417 (Pickett, 1993)

(ml) 33,7+£2,13 165 (Dowsett and Knott, 1996)
51,6+31,5 8 (Long et al., 1993)
45,3+30,9 47 (Dowsett and Pattie, 1982)

Concentracion 206,1+168,5 398 (Parlevliet et al., 1994)

(106/ml) 3354232 417 (Pickett, 1993)
164,13+39,35 165 (Dowsett and Knott, 1996)
223+148 8 (Long et al., 1993)
178+168 47 (Dowsett and Pattie, 1982)

Numero total de 11,29+7,13 398 (Parlevliet et al., 1994)

Espermatozoides 11,949 417 (Pickett, 1993)

(10°) 6,34+1,93 165 (Dowsett and Knott, 1996)
9,1+4,7 8 (Long et al., 1993)
7,21+6,87 47 (Dowsett and Pattie, 1982)

Motilidad Total 53+15 417 (Pickett, 1993)

(%) 76,43 165 (Dowsett and Knott, 1996)
72,1+16 47 (Dowsett and Pattie, 1982)
70,3117,4 64 (Jasko et al., 1992)

Espermatozoides 65+9 398 (Parlevliet et al., 1994)

Vivos (%) 82,56 165 (Long et al., 1993)
78,8 47 (Jasko et al., 1992)

Motilidad Progresiva | 68+9 398 (Parlevliet et al., 1994)

(%) 53,1+16,2 8 (Long et al., 1993)
52,7+17,4 64 Jasko et al.1991
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Espermatozoides 66115 398 (Parlevliet et al., 1994)
con 51+15 417 (Pickett, 1993)
Morfologia Normal | 67,82 165 (Dowsett and Knott, 1996)
(%) 47,5£12,4 8 (Long et al., 1993)
58,2 47 (Dowsett and Pattie, 1982)

FIG.27 Tabla de valores seminales en equinos varios autores (Pickett.1993)
TECNICAS AVANZADAS

Evaluacion seminal por técnicas fluorescentes

El descubrimiento de una variedad de fluorocromos y de compuestos conjugados a
sondas fluorescentes, ha permitido un analisis mas amplio de los atributos de los
espermatozoides. La evaluaciéon del semen equino por técnicas fluorescentes
puede valerse de diferentes tecnologias para la visualizacion y cuantificacion de la
fluorescencia emitida por la célula y los compartimentos celulares. Las principales
técnicas utilizadas son la microscopia de fluorescencia, la fluorimetria y la
citometria de flujo; esta ultima utilizada para evaluar un amplio niumero de
caracteristicas de integridad, vitalidad y funcién de los espermatozoides. Sin
embargo, a pesar de que se ha reportado un gran numero de estudios in vitro
acerca de la utilizacion de este tipo de técnicas para reconocer diferentes
componentes del semen equino, incluyendo la membrana plasmatica, el acrosoma,
las mitocondrias y una gran variedad de proteinas especificas, faltan
investigaciones que asocien estos resultados in vitro con la fertilidad del macho
equino (Restrepo-Betancour et af., 2013).

- Evaluacion de la integridad de la membrana plasmatica

Nuevos procedimientos para la evaluacion de la integridad de la membrana
plasmatica han sido reportados mediante el uso de las sondas fluorescentes como
SYBR-14 y el ioduro de propidio (Pl). Ambos fluorocromos actuan mediante la
penetracién de la membrana espermatica, y evaluan la integridad de la membrana
del espermatozoide, marcando las células viables y las bombas i6nicas
funcionales. Comercialmente el kit de vitalidad espermatica mas comunmente
utilizado denominado LIVE/DEAD (Molecular Probes Inc.), combina dichos
fluorocromos, eliminando la ambigiedad de su uso por separado. SYBR-14
identifica a todos los espermatozoides en la muestra (vivos y muertos), mientras
que el ioduro de propidio (PI) solo tifie los nucleos de los espermatozoides muertos.
Con esta combinacién, el nucleo de los espermatozoides vivos fluorese verde
(SYBR-14), mientras las células degeneradas, las cuales han perdido la integridad
de su membrana, se tinen de rojo (Restrepo-Betancour et af., 2013)
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- Evaluacion del acrosoma

El marcador de contenido acrosomal FITC-PSA (aglutinina de Pisum sativum
conjugada con isotiocianato de fluoresceina) se une al contenido acrosomal de los
espermatozoides de la especie humana y equina, luego de la permeabilizacion de
la membrana plasmatica, determinando asi la presencia o ausencia de la matriz
acrosomal. Con esta técnica se pueden identificar claramente dos patrones: el
primero corresponde a los acrosomas que fluorescen completamente de color
verde, indicando un acrosoma intacto; y el segundo como solo una banda
fluorescente en el segmento ecuatorial de la cabeza del espermatozoide, indicando
la ocurrencia de la reaccion acrosdmica . Dicha reaccion también puede observarse
mediante otra técnica de tincidon con lectinas combinadas que utiliza la sonda de
fluorescencia FITCPNA (aglutinina de mani conjugada con isotiocianato de
fluoresceina). El antibidtico fluorescente Clortetraciclina (CTC) también produce
patrones fluorescentes que reflejan el estado acrosomal. La CTC puede ser usada
en espermatozoides no fijados o fijados con glutaraldehido; sus patrones de
fluorescencia varian entre especies, y ha sido probada en espermatozoides
equinos. El estado del acrosoma también puede ser determinado usando la sonda
fluorescente acidotrépica LysoTracker®Green DND-26. (Restrepo-Betancour et af.,
2013).

- Evaluacion de la integridad del ADN espermatico equino

Varios métodos han sido utilizados para la evaluacion de la integridad de la
cromatina y obtener el indice de dispersion de la fragmentacion del ADN
espermatico (DFI) y el indice de supervivencia.

+ Sistemas de andlisis de semen asistido por computador (CASA)

El uso del analisis de semen asistido por computador (CASA) ha permitido una
medicidén objetiva de muchos parametros de la movilidad de semen, ofreciendo
observaciones mas confiables, imparciales y repetibles, respecto al examen visual.
Muchos sistemas CASA estan disponibles comercialmente, los cuales varian en su
modo de funcionamiento, y en su habilidad para detectar y medir la movilidad de
los espermatozoides de diferentes especies. La mayoria de sistemas CASA como
los sistemas ISAS® (Integrated Semen Analysis System) o CEROS® (Sperm
Analyzer) graban la trayectoria y el tipo de movimiento de los espermatozoides
mediante una camara de video; esta informacion es analizada matematicamente
para cada espermatozoide en cierto numero de cuadros, y es expresada en forma
numeérica ; todo a través de una serie de variables como la velocidad curvilinea
(VCL), la velocidad lineal (VSL), el coeficiente lineal (LIN), y la frecuencia de
desplazamiento de la cabeza (BCF), entre otras. Sin embargo, estas variables
carecen de valores estandar definidos para lo que es normal y anormal en el
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movimiento del espermatozoide, y aun no se ha implementado una reglamentacion
internacional para los ajustes del equipo. Por tal razén, no se ha llegado a un
acuerdo sobre los valores de los parametros de analisis estandar dentro de una
especie determinada, lo que dificulta la comparacion de los resultados entre los
laboratorios. Adicionalmente en ausencia de una estandarizacion confiable y
repetible de los parametros seminales a evaluar en cada especie y de una lectura
critica de los resultados, las estimaciones arrojadas por este tipo de sistemas
podrian conducir a valoraciones sesgadas de la calidad real de las muestras
evaluadas, y de su relacién con el potencial fertilizante del semen (Restrepo-
Betancour et af., 2013).

El procedimiento de evaluacion por citometria de flujo de la cromatina
espermatica (SCSA), utiliza el fluorocromo metacromatico naranja de acridina, y
evalia la susceptibilidad a la desnaturalizacion de la cromatina de los
espermatozoides tratados con acido. Este método ha sido empleado en
espermatozoides equinos. Un aumento en la susceptibilidad del ADN a la
desnaturalizacion inducida, ha sido asociado con una reduccién de la fertilidad en
machos equinos. Por el contrario, en ejemplares de alta fertilidad, se ha observado
una menor generacion de fluorescencia roja en las muestras seminales sometidas
a esta técnica, indicando que la cromatina espermatica es menos susceptible a la
desnaturalizacion.

+ El ensayo Cometa es un método basado en la electroforésis en gel, que puede
ser usado para medir el dafio del ADN en células eucaridticas individuales.
Ademas, es versatil, relativamente simple de desarrollar y sensible, y aunque la
mayoria de las investigaciones hacen uso de su capacidad para medir el
rompimiento de ADN de cadena sencilla, modificaciones en este método permiten
la deteccidn de rompimientos de doble cadena del ADN, de entrecruzamientos, de
dafios de bases y de nucleos apoptéticos.

+ El método TUNEL corresponde a una de las técnicas mas usadas mundialmente
para la determinacion de la fragmentacién del ADN, mediante la marcacion con
deoxiuridina-trifosfato (dUTP) de los rompimientos de cadena sencilla y cadena
doble en el ADN de los espermatozoides.

+ Un método alternativo y recientemente implementado en semen equino es
la PRUEBA DE DISPERSION DE LA CROMATINA DEL SEMEN (SCD), la cual es
una técnica eficiente para analizar la fragmentacion del ADN de espermatozoides, y
que se basa en la pérdida parcial de protaminas de la cromatina, lo cual se evalua
por microscopia de fluorescencia, discriminando entre los espermatozoides que
producen un halo de dispersion de cromatina en la cabeza y aquellos que no
presentan dicho halo, para lo cual se emplean como sondas fluorescentes dibromo-
4’-hidroximercurio-fluoresceina y ioduro de propidio . Para esta prueba se puede
usar el kit de Hallomax que es una prueba que diagndstica in vitro los niveles de
fragmentacion del ADN (Restrepo-Betancour et al., 2013).La prueba de dispersion
de la cromatina del semen (SCD) ha sido adaptada para visualizar el dano en los
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espermatozoides equinos y la metodologia consta de tres pasos principales: (1)
inclusion de los espermatozoides en una matriz inerte semisdlida, tipo agar, sobre
un portaobjetos, (2) incubacion de la muestra en un medio acido para provocar la
desnaturalizacion del ADN, (3) tratamiento de los espermatozoides sometidos a
desnaturalizacion con una solucion de lisis para eliminar de forma controlada las
proteinas nucleares. Las preparaciones obtenidas de esta forma, se fijan y se
deshidratan en una serie de alcoholes (etanol al 70%, 90% y 100%) para proceder
posteriormente a una tincion que se observa bajo el microscopio éptico tanto de
campo claro como de fluorescencia. Las tinciones que pueden utilizarse para
observar las muestras con el microscopio 6ptico de campo claro son: Diff Quik,
Wright.

Una vez realizada la técnica, podemos observar tres tipos de espermatozoides.
La siguiente clasificacion se utiliza en equinos:

- Fragmentados.- En ellos se forma un halo caracteristico de dispersion de
los bucles de ADN en torno a un nucleo denso central o bien los halos
no aparecen.

- No fragmentados- Los halos son de un tamafo muy reducido.

- Degradados.- Espermatozoides sin halo, con nucleo desorganizado.
(Clasificacion por comunicacion personal del Dr. Michael E. Kjelland )

'

FIG.28 Espematozoide equino normal no fragmentado. Tincion DIFF QUIK.
(LIPTG)
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FIG.29 Espermatozoides equinos fragmentados. Tincion DIFF QUIK (LIJPTG)

LJIPTG

LJIPTG

FIG.30 Espermatozoide equino degradado. Tincion DIFF QUIK (LIJPTG)
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- Evaluacion de la actividad mitocondrial

La polaridad es una medida del potencial de la membrana mitocondrial interna. Las
diferencias en la magnitud del potencial de membrana, han sido relacionadas con
los niveles de respiracién, y la habilidad de estas organelas para participar en la
regulacion de la homeostasis del calcio. EI JC-1 (5,5, 6,6'- tetracloro-1,1’,
3,3'yoduro de tetra-etil-benzimidazolil-carbocianina) es un colorante fluorescente
que se acumula en la mitocondria y que es conocido por su propiedad de
discriminar entre células con un alto y un bajo potencial de membrana mitocondrial.
Como esta altamente relacionado con la tasa de respiracion mitocondrial, el JC-1
puede ser usado como un indicador de actividad mitocondrial. A potenciales de
membrana relativamente bajos (<100 mV), el JC-1 usualmente existe como un
mondmero con fluorescencia verde, detectado en el canal de isotiocianato de
fluoresceina (FITC) de un microscopio de fluorescencia. Sin embargo cuando el
potencial de membrana mitocondrial se incrementa (>140mV), los mondémeros de
JC-1 se multimerizan a una forma de arreglos denominados agregados J. Con la
multimerizacion de JC-1 comienza la emision de fluorescencia maxima a longitudes
de onda mas largas, apareciendo en el canal de isocianato de rodamina (RITC)
como barras intensas de fluorescencia naranja a roja. La funcion mitocondrial del
esperma también puede evaluarse utilizando colorantes fluorescentes vitales, como
el MitoTracker® Green, el cual es facilmente retenido en las mitocondrias con un
alto potencial de membrana mitocondrial, generando un color verde fluorescente en
la pieza intermedia del espermatozoide, mientras que la pieza intermedia de los
espermatozoides con mitocondrias no funcionales, permanece sin coloraciéon
(Restrepo-Betancour et af., 2013).

- Evaluacion de la estabilizacion lipidica de la membrana plasmatica

La merocianina 540 es una técnica fluorescente util en la evaluacion de las
alteraciones en la organizacion y arquitectura de los lipidos de la membrana
plasmatica, ya que se une a membranas que presentan una alta desestabilizacién
lipidica, lo cual puede generarse debido a los cambios de temperatura a los que
son sometidas las células espermaticas. Esta técnica ha sido utilizada en semen
equino, en cuya evaluacion se realiza un conteo de 200 células por eyaculado,
encontrandose dos tipos: los espermatozoides fluorescentes indicando que
presentan las membranas inestables (positivos para Merocianina 540) y los
espermatozoides no fluorescentes con membranas estables (Restrepo-Betancour et
al., 2013)

- Evaluacion de la capacitacién espermatica

La capacitacion espermatica consiste en una serie de alteraciones fisiologicas y
funcionales en el espermatozoide, tales como aumento del calcio intracelular, la

68



salida del colesterol de la membrana plasmatica, el aumento en el pH del semen y
la fosforilacion de la tirosina. La fosforilacion de la tirosina, puede ser evaluada por
la deteccion de residuos de fosfotirosina en el semen, mediante inmunocitoquimica.
Esta técnica permite la deteccion y localizacion de la proteina, utilizando
anticuerpos especificos. En primer lugar un anticuerpo primario reconoce y se une
al antigeno a detectar. Con el fin de visualizar la proteina mediante microscopia de
fluorescencia se utiliza un anticuerpo secundario marcado con un fluorocromo que
es especifico para el anticuerpo primario. Como alternativa, el anticuerpoprimario
puede ser en si fluorescente. Este tipo de técnica ha sido empleada para evaluar y
comparar los procesos de capacitacion en el semen equino en fresco y post-
descongelacion. La medicion del flujo de calcio intracelular como indicador de la
capacitacién, se ha realizado también con la sonda fluorescente flou3-AM.
(Restrepo-Betancour et af., 2013).

Técnicas de evaluacién de la capacidad fertilizante in vitro

La penetracion del oocito por parte del espermatozoide esta determinada por varios
factores importantes, como una buena movilidad espermatica, la integridad de los
receptores proteicos para una correcta unidn con la zona pelucida, y por lo tanto
por la generacién de una reaccion acrosdmica y por la union a la membrana
plasmatica del oocito. De esta manera, se han desarrollado varias técnicas de
penetracidon in vitro, que permiten la evaluacién de los parametros anteriores.
Dichas técnicas tienden a ser consideradas como mas cercanas al verdadero
potencial fertilizante del semen, toda vez que involucran la interaccién entre los
gametos. Sin embargo, no se debe desconocer su desarrollo en condiciones in
vitro, que obvian otras multiples interacciones y efectos propios del tracto
reproductivo de la hembra (Restrepo-Betancour et af., 2013).

- Prueba de unioén a la zona peldcida

Evalua la movilidad de los espermatozoides, la zona de union y penetracion, la
capacitacion espermatica y la reaccion del acrosoma. Puede realizarse con partes
de la zona pelucida o con una zona pelucida completa, evaluando la unién de los
espermatozoides a la misma después de un periodo de tiempo. Esta técnica ha
sido realizada en equinos y otras especies (Restrepo-Betancour et af., 2013).

- Ensayo Hemizona

El ensayo hemizona (HZA) ha sido desarrollado como una prueba de diagndstico
para predecir el potencial de fecundacion de los espermatozoides humanos. Esta
técnica se probd con semen equino y se investigd una posible relacion entre la
fertilidad y el resultado de la HZA en esta especie. Los oocitos equinos son
divididos en dos hemizonas, luego de ser denudados (cuando se les quita a los
ovocitos de forma mécanica las células del cumulus oophorus) y almacenados en

69



solucion salina a 4 °C hasta su uso. Posteriormente se evalua la capacidad de
unién de los espermatozoides a cada hemizona, pudiendo ser comparados. En
este estudio se encontr6 una relacidn significativa entre el numero de
espermatozoides unidos a una hemizona determinada y los indices de fertilidad de
cada reproductor, concluyéndose que la HZA puede ser utilizada como un
parametro util en el analisis de semen equino (Restrepo-Betancour et al., 2013).

- Prueba de penetracion de oocitos de hamster libres de zona peldcida

Este ensayo desarrollado por Yanagimachi, evalua la capacidad de penetraciéon del
oocito por los espermatozoides que ya han sufrido la reaccion del acrosoma. Se
realizo esta prueba para semen equino fresco y almacenado a 4 °C durante 0, 24 y
72 horas. Los resultados indicaron que la prueba puede ser util para mostrar una
disminucion en el potencial fertilizante de los espermatozoides equinos que han
sido sometidos a un almacenamiento prolongado. Otro estudio demostré6 que
oocitos bovinos libres de zona pelucida pueden ser utiles para la evaluacion in vitro
de la capacitacion y la fertilizacion de espermatozoides equinos (Restrepo-
Betancour et af., 2013).

4.-TRATAMIENTO DEL SEMEN PREVIO A SU CONSERVACION

Para preservar el semen después de su recoleccion se le agrega un diluyente a
diferentes concentraciones. Los diluyentes tienen composiciones diferentes que no
afectan la capacidad fertilizante del semen. Es importante tener en cuenta que el
exito del método depende de la calidad inicial de la muestra.

Los diluyentes se agregan al eyaculado libre de gel, previamente templado a 37° C.
Los componentes del diluyente proveen al semen substratos metabolizables, pH y
presion osmoética adecuada, compuestos que lo protegen contra el choque frio y
antibioticos que reducen la proliferacion bacteriana (penicilina G 1000-1500 Ul/ml;
estreptomicina 1000-1500 pg/ml, gentamicina 100-1000 pg/ml, polimixina B 200-
1000 Ul/ml, ticarcilina 100-1000 pg/ml o amicacina 100-1000 pg/ml).

El diluyente debe proveer un pH compatible con el semen, entre 6.6 y 7.4
preferentemente ligeramente acido (6.6-6.8) y una osmolaridad que varie entre 300
y 400 mosm/I.

La seleccion del diluyente depende del tipo de inseminacion que se usara ya sea
con semen fresco, refrigerado o congelado.

Entre los diluyentes que se usan mas en equinos son: el Kenney, Equipro, Gent,
INRA 96 para refrigerar o con semen fresco; el INRA FREEZE, BOTUCRIO para
congelar: el Cushion Fluid para centrifugar etc.
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5.- METODOS DE CONSERVACION DEL SEMEN

Para la obtencion del semen que se va a utilizar para la inseminacion en fresco,
refrigerado y congelado se siguen los siguientes pasos en comun:

a. Recoleccion del eyaculado.

b. Filtracion para eliminar la porcion gelatinosa.

c. Evaluacién macroscopica y microscépica del eyaculado.

d. Recuento en camara de Neubauer para valorar su concentracion espermatica.
e. Dilucién del semen con el diluyente.

f. Evaluacién microscopica de la movilidad post dilucién.

g. Proceso particular a cada método.

- Semen fresco

Para conservar el semen sin refrigeracion antes de ser utilizado para la
inseminacion se debe de diluir en diluyentes que pueden ser elaborados por
nosotros mismos o comerciales. Para evitar el deterioro rapido de la viabilidad
espermatica, es conveniente una vez diluida la muestra mantenerla a temperatura
(20-22 ° C) hasta el momento de la inseminacion.

Si se va a inseminar con semen fresco sin diluir debe emplearse antes de los 30
minutos de haber sido recolectado. Si la inseminacion artificial (IA) se realiza hasta
2 horas después de la recoleccion, se aconseja una dilucion de 1:1 o 1:2,
generalmente con diluyente a base de leche descremada en polvo. Se recomienda
utilizar dosis que contengan como minimo 500 millones de espermatozoides con
motilidad progresiva e inseminar a las yeguas 30 a 90 minutos post-recoleccion.
Este sistema es ideal para sementales que deban servir 2 6 mas yeguas por dia en
plena temporada, o para trabajar con grupos de yeguas con sincronizacion de las
ovulaciones. Con un eyaculado promedio, se pueden inseminar entre 5 y 10
yeguas y los indices de prefiez son iguales o levemente superiores (10 %) a la
monta natural. (Alonso et af., 2007).

- Semen refrigerado

Con el objeto de preservar la muestra por un periodo de tiempo mayor, alrededor
de 24-48 horas, se puede refrigerar el semen diluido, manteniéndolo a 5° C,
mediante una curva de enfriamiento que consiste en la disminucién de la
temperatura de la muestra a razon de - 0.3° C por minuto. El semen refrigerado
pierde 50% de su motilidad inicial, por eso se recomiendan dosis de al menos 200
millones de espermatozoides antes de la refrigeracion, estas concentraciones
varian segun el tipo de inseminacion que se vaya a efectuar: inseminacién en utero
o profunda (en el cuerno) que necesita concentraciones menores de
espermatozoides. La muestra diluida debe tener una concentracion de 50 millones
de espermatozoides por mililitro.
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Este proceso reduce la actividad metabdlica, retardando los cambios que llevan al
envejecimiento de los espermatozoides (“ageing”). El semen asi refrigerado no
necesita ser pre calentado antes de la inseminacion. Para la inseminacion se
emplea entre 10 y 25 ml de semen refrigerado (dosis de 250 a 500 x 10°
espermatozoides con movimiento progresivo). El transporte de semen refrigerado
se ha simplificado significativamente gracias al contenedor llamado Equitainer
(Hamilton-Thorn Researchs, Danvers M.A.). Este “termo” ha sido disefiado para
realizar una curva lenta de disminucion de la temperatura que logra 4-5° C en 20-
24 horas con una duracibn maxima de 48 horas, con una disminucién de
temperatura de -0,3°C/min.

La logistica es importante en la implementacion de este sistema dado que requiere
de una buena sincronizacion entre el manejo de la/s yegual/s a inseminar y la
recoleccion y envio del semen. Los resultados son muy variables entre sementales,
pero respetando los protocolos e inseminando con semen refrigerado durante 24
horas y como maximo 24 hs previas a la ovulacion, los indices son muy semejantes
a la monta natural. Es uno de los sistemas de mayor crecimiento en la actualidad,
permitiendo inclusive el envio de semen entre diferentes continentes,
especialmente de aquellos sementales a los cuales, debido a caracteristicas
propias de sus espermatozoides, no es posible congelarles semen, al menos por
los métodos convencionales desarrollados hasta el presente.

Con semen refrigerado se recomienda inseminar entre 12 horas y 24 horas antes
de la ovulacién y volver a inseminar 24 horas después de la primera inseminacion.
El semen debe ser mezclado con el diluyente pre-calentado a 37°C, 2 a 5 minutos
después de la eyaculacion, en una relacién 1:1 o 1:2. La concentracion final de 25
a 50 x 10° espermatozoides/ml favorece la supervivencia. Una vez diluido, puede
ser enfriado de 37°C hasta la temperatura de almacenamiento que varia entre 6°C
y 4°C, mediante el uso de unidades de refrigeracién (ejemplo: Equitaner R,
mantiene la temperatura 4°C a 6°C por 36hs aprox.).

Para la inseminacion artificial se emplea entre 10 y 25 ml de semen refrigerado
(dosis de 250 a 500 x 10° espermatozoides con movimiento progresivo).
Actualmente, es la técnica mas rentable. Entre las dificultades se encuentran la
longevidad relativamente corta del semen (24 - 48hs), y no todos los sementales
producen semen que toleren la refrigeracion. (Alonso et af., 2007)

Efectos de la refrigeracion en el semen equino

Se ha determinado que la temperatura optima para conservar el semen en
refrigeracion y mantener la motilidad y la fertilidad es de 5°C.

Durante la refrigeracion ocurren cambios en la membrana celular, la membrana
cambia de su estado liquido cristalino a gel, los lipidos y las proteinas se
reorganizan en la membrana y durante esta transicion pueden inducirse choques
térmicos causando dafios. Los espermatozoides son mas susceptibles al choque
térmico cuando la temperatura se encuentra entre los 19°C y los 8°C porque al
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bajar la temperatura hay pérdida de fosfolipidos en la membrana (Battellier et al.,
2001). Los espermatozoides con choque térmico presentan las siguientes
alteraciones: pérdida rapida de la motilidad, con un movimiento retrégrado y
circular, reduccién del metabolismo, lesion del acrosoma y de la membrana
plasmatica, acompafada de pérdida de los componentes intracelulares. (Amann y
Pickett 1987). El metabolismo celular cambia con la temperatura, se reduce de la
mitad cuando la temperatura baja cada 10° C. Entonces cuando el semen equino
reduce su temperatura que esta a la temperatura corporal de 37°C a 5°C, el
metabolismo del semen se reduce aproximadamente al 10% de su nivel original
(Loomis y Graham,2008).

La refrigeracion baja la actividad metabdlica de los espermatozoides y reduce el
crecimiento y la actividad de los microbios (Varner et af., 1989).

Grandes cantidades de plasma seminal en semen refrigerado afectan la motilidad y
la fertilidad sin embargo se recomienda dejar de 5% a 20% de plasma seminal
después de la centrifugacion (Jasko et af., 1992). Montas repetidas no solo afectan
la composicion y la calidad del eyaculado sino también incrementan la probabilidad
de que el semen se contamine de las bacterias de la superficie de los genitales del
semental. La contaminacion por bacterias del semen refrigerado y guardado
durante su transporte afecta la motilidad del semen vy la integridad de la membrana,
cuando se dafia la membrana, tenemos fragmentacion de ADN que reduce la
fertilidad del semen (Aurich y Spergser, 2007; Price et af., 2008).

Después de 48h de haber conservado el semen en refrigeracion podemos tener
una fragmentacion de ADN significativa, sin embargo al templar el semen a 37° C
puede inducir también la fragmentacién de ADN ya que la conservacion en
refrigeracion induce la apoptosis via el estrés oxidativo (Lopez-Fernandez et al.,
1989).

La refrigeracion incrementa la peroxidacién de los lipidos de la pieza media del
espermatozoide conservado a 5°C a partir de las 24 h a las 48h. (Ball y Vo, 2002;
Raphael et at., 2008). Causando una pérdida de motilidad y de fertilizacién. (Aurich,
2005). El semen refrigerado presenta dafio al ADN por el estrés oxidativo (Wnuka et
al., 2010) o por choque térmico.

En los caballos se reportd que la desnaturalizacion de la cromatina es mas alta en
el semen de los sementales subfértiles que en los fértiles. (Loomis y Graham,
2008).

Para mantener el semen en refrigeracién, el semen fresco debe diluirse con
diluyentes para conservarlo de 24h hasta 48h. Pueden usarse diluyentes
comerciales como el Kenney, el INRA 96, etc.

Estos diluyentes pueden contener o no, antibiéticos o antioxidantes: pueden usarse
a diferentes diluciones de semen/diluyente segun la concentracion espermatica
deseada.

En la industria equina, la refrigeracion del semen para envio se ha convertido en un
método muy usado ya que almacenado correctamente a 5°C durante 24horas
mantiene su fertilidad cercana a la fertilidad del semen fresco. (Aurich, 2005).
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Para mandar el semen refrigerado se puede utilizar el Equitainer que permite
mantener la calidad del semen sin que haya cambios drasticos en la temperatura.
(Hamilton-Thorn Research, Danvers, MA, USA). El Equitainer es un contenedor
para transportar semen refrigerado que permite el enfriamiento inicial lento (a 0,3
°C/min) de una temperatura inicial de 37°C hasta llegar a una temperatura final de
5°C, funciona por "conduccion térmica," en el que se transfiere calor entre dos
objetos sdlidos en contacto unos con otros. Tarda aproximadamente 10 horas para
llegar a su temperatura interna final de 5 ° C (42°F).

CURVA DE ENFRIAMIENTO DEL EQUITAINER
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Fig. 31 Tabla de la curva de enfriamiento del Equitainer (LJPTG)

La inseminacion con semen refrigerado se hace de la misma manera que con
semen fresco.
Se monitorea a la yegua con ultrasonido para confirmar si esta ciclando
normalmente y revisar la ovulacion. La yegua debera checarse cada cuatro horas
durante el estro. Cuando el foliculo tenga de 35mm a 40mm se puede realizar la
inseminacion.

- Semen congelado

La criopreservacion del semen implica almacenarlo por debajo de 0°C, utilizando
normalmente al nitrégeno liquido (-196°C). El problema, es la sobrevivencia
espermatica después de la descongelacion, que esta limitada al 50%. Sumado a
esto, otro factor es la variacidon en la congelabilidad del semen entre sementales.

La dilucién del semen a ser congelado es de 1:1 0 1:2, y sigue los mismos criterios
utilizados para refrigerar. Para la inseminacion esta indicada una dosis de 250 x
106 espermatozoides motiles en pajuelas de 0,5ml, pero existen diversas opiniones
utilizando dosis entre 400 y 800 x 106 espermatozoides/ml. (Alonso et af., 2007).
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Las ventajas de la inseminacidn con semen congelado son: 1) es mucho mas
econdémico, practico, y seguro transportar un termo con Nitrégeno liquido con
grandes cantidades de dosis para inseminar cientos de yeguas que un semental, 2)
reduccion de los costos de servicios, transporte de las yeguas, seguros, estrés,
riesgo de contraer enfermedades, accidentes en yeguas,sementales y manejadores
etc. 3) La "estacion reproductiva" del semental puede continuar mientras éste se
encuentra participando en torneos, concursos, exposiciones, convaleciendo de
enfermedades, o eventualmente, afios después de su muerte, 4) reduccién del uso
de sementales genéticamente inferiores, 5) conservacion y accesibilidad de semen
de sementales genéticamente superiores, 6) preservacion del semen en Nitrégeno
liquido (-196 C) por un numero indefinido de anos.

Las desventajas son el costo del equipo y que el manejo del semen necesita de un
personal capacitado.

Los protocolos de congelacion no han establecido una curva ideal de congelacion,
probablemente debido a la composicion extremamente variable del diluyente, y a
los tipos y concentracion de los crioprotectores. Esta técnica puede realizarse de
forma manual o con congeladores automaticos.

El semen colectado y diluido se centrifuga a 2500rpm durante 12mn. Luego se
resuspende con un diluyente para congelacién y se empajillan en pajillas de 0.5ml.
o de 0.25ml. Las pajillas se refrigeran a 5°C durante 30min (tiempo de equilibrio).
Después se posicionan horizontalmente dentro de una nevera de icopor a una
distancia de 4cm por encima del nitrégeno liquido ubicado en el fondo de la nevera,
estos vapores estan a una temperatura de -160°C, durante 10min para ser
congeladas paulatinamente antes de ser sumergidas al nitrégeno liquido. Después
las pajillas se colocan en canastillas y se almacenan en el termo con nitrégeno
liquido.

Después para verificar la viabilidad de las pajillas, se ponen en bafio Maria a 37°C,
para descongelarlas y verificar su viabilidad. (Alonso et af., 2007)

6.- INSEMINACION ARTIFICIAL EN EQUINOS

La inseminacion debe ser realizada durante el estro, lo mas proximo posible a la
ovulacion, con celo natural o inducido con analogos de la prostaglandina.

La exploracién rectal mediante ecografia de ovarios y utero de la yegua, repetida
durante el tiempo del celo, es necesaria para determinar el momento mas indicado
de la inseminacion artificial, valorando el aspecto del foliculo preovulatorio,
midiendo su tamafo y forma, grosor de sus paredes y ecogenicidad del sedimento
del liquido folicular. Cuando se emplea esperma congelado, se es aun mas estricto
en la seleccibn y manejo de la yegua, llegando a someterla a exploraciones
ecograficas seriadas cada seis horas.

Ademas, el momento para realizar la inseminacién artificial dependera del tipo de
esperma. Con refrigerado se realiza normalmente por exploracién rectal ecografica
del aparato reproductor para identificar en un ovario la presencia de un foliculo
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preovulatorio (FP), de tal manera que si esta en celo y/o tiene un FP se insemina
por primera vez y se repite a las 24 horas hasta que termine el celo (24hs antes a
12hs después de la ovulaciéon). El porcentaje medio de fertilidad obtenido es del
60% o mayor. Sin embargo, cuando se quiere inseminar con esperma congelado
conviene que la dosis se deposite en el utero entre las 6-8 horas anteriores a la
ovulacion o las 6 posteriores (12hs antes a 12hs después de la ovulacion). Para
poder predecir el momento de la misma es imprescindible el examen ecografico
seriado del ovario activo. La fertilidad del congelado varia mucho entre donantes
(20-100%) y esta influido por la hembra y la técnica de inseminacion.

- Técnica de Inseminacion en equinos

Preparacion de la yegua: debe ser inmovilizada, la cola vendada y desviada. La
region perineal debe limpiarse y secarse.

Preparacién del semen: El semen fresco, refrigerado o descongelado se coloca en
una jeringa con émbolo plastico (la goma puede ser tdéxica para los
espermatozoides). La jeringa es fijada a una pipeta de inseminacion artificial (1A).
Para semen congelado se coloca la pajilla en el catéter de inseminacion.

El operador introduce una mano en la vagina, la cual conduce y protege la pipeta, y
la otra mano colocada via rectal sirve como guia o utilizando el transductor rectal
del ultrasonido

La mano con guante y lubricada se introduce (luego de separar los labios vulvares)
a través del vestibulo; en la extremidad craneal de la vagina se localiza el cérvix, se
introduce el dedo indice, y sobre éste se dirige la pipeta hacia el interior del utero,
depositando la dosis seminal en el cuerpo, (llamada inseminacién intrauterina) o
preferentemente en el cuerno del utero. (Llamada inseminacién intrauterina
profunda).

Tradicionalmente, al inseminar se deja la dosis de semen en el cuerpo del utero.
Sin embargo, actualmente, la tendencia es realizar la inseminacion intrauterina
profunda, porque permite incrementar los porcentajes de fertilidad y reducir la
concentracion de espermatozoides de la dosis. Esta variante esta mas indicada
cuando se emplea esperma congelado (con menos capacidad fecundante).

Se recomienda inseminar solo yeguas con muy buena condicidon corporal, bien
alimentadas, realizar los chequeos perioddicos conforme al protocolo, verificar que el
utero tenga algo de edema y crecimiento endometrial, inseminar a la yegua cuando
el foliculo se encuentre entre 35mm y 42 mm. Checar siempre ovulaciéon y a los 15
dias realizar la ecografia para hacer el diagnostico de gestacion.
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XI ENFERMEDADES DE TRANSMISION SEXUAL A TRAVES DEL
SEMEN EQUINO EN LAS INSEMINACIONES ARTIFICIALES

1. VIRALES
- ARTERITIS VIRAL EQUINA (AVE)

El agente etiolégico es denominado “Virus de la Arteritis Viral Equina”, debido a su
caracteristica produccion de inflamacion de la capa muscular de las arterias en la
fase aguda de la enfermedad. Pertenece a la familia Arteriviridae (género
Arterivirus, orden Nidovirales), que incluye el virus del Sindrome Respiratorio y
Reproductivo Porcino (PRRSV) entre otros.

Es una enfermedad viral infecciosa de los équidos (caballos, asnos y mulas) que
puede ser transmitida por via respiratoria y a través del semen.

Las infecciones son subclinicas y solo ocasionalmente ocurren brotes clinicos de la
enfermedad caracterizados por un sindrome tipo influenza en adultos, aborto en
yeguas prefiadas y neumonia intersticial aguda en potrillos. Es un virus poco
resistente a condiciones ambientales. Es sensible a la luz solar, baja humedad y
altas temperaturas y a desinfectantes y solventes de lipidos. De todos modos debe
destacarse su extrema resistencia a las bajas temperaturas dado que sobrevive en
semen refrigerado a +4°C vy, por afnos, en semen congelado a -196°C, por lo que el
semen congelado es epidemiolégicamente punto critico en la cadena de
transmision de la enfermedad como ha sido demostrado claramente en el caso de
Argentina. (SENASA, 2011)

La enfermedad esta presente en Norte y Sud América, Europa, Australia, Africa y
Asia, con una gran variaciéon de seroprevalencia entre paises, y dentro de los
paises, en sub-poblaciones de caballos.

En general, el niumero de sementales infectados portadores-eliminadores
(“carriers”) determina la prevalencia de la infeccidon en las poblaciones equinas.
Este estadio, que ocurre en sementales con infecciones cronicas (entre el 10y 70%
de los expuestos eliminan virus constantemente por semen) constituye la reserva
de la enfermedad que se transmite a través del semen a yeguas susceptibles tanto
por monta natural como la inseminacion artificial. A su vez estas yeguas (y también
los sementales) pueden transmitirla por via aerdégena a otros individuos,
constituyendo otra manera muy importante (y en general desapercibida) de
perpetuar la enfermedad. El semen refrigerado y congelado de sementales
eliminadores constituye una fuente considerable de transmision, en especial en
paises donde los sistemas de control oficiales en equinos son nulos o muy
deficientes. El incremento de programas de inseminacion artificial asociado a la
transferencia embrionaria (TE), en especial en el continente Americano, con el
movimiento permanente de yeguas donantes y receptoras, también ha jugado un
rol (Broaddus et al., 2011) (Go et al., 2011) (Morrell et al., 2006).
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- EXANTEMA COITAL EQUINO (ECE)

Es una enfermedad altamente contagiosa, no sistémica que se transmite a través
del coito y afecta los genitales externos de los equinos. Se caracteriza por la
presencia de lesiones vesiculares y/o ulcerativas en la mucosa del pene en el
semental y en la vulva y mucosa vaginal en la yegua.

El agente causal del ECE es herpesvirus equino 3 (EHV-3), orden Herpesvirales,
Familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae y género Varicellovirus.

La infeccion por EHV-3 puede ocurrir por via directa (contacto cutaneo) durante el
coito o por la transferencia de virus a partir de objetos contaminados (endoscopios,
guantes, ecografos). A pesar de que la inseminacién artificial ha minimizado el
impacto de los brotes de ECE durante las ultimas décadas, EHV-3 puede
contaminar un eyaculado durante la recoleccion de semen a través del contacto del
pene con la vagina artificial (Barrandeguy et af., 2010 a.b; Barrandeguy, 2010).

2.- BACTERIANAS
- METRITIS CONTAGIOSA EQUINA (MCE)

Es una enfermedad bacteriana, infecciosa, no sistémica, caracteristicamente de
transmision sexual a través de la monta natural, inseminacion artificial o de material
utilizado en examenes reproductivos, causada por Taylorella equigenitalis y que
solo afecta a los caballos.

Los signos clinicos solo pueden ocurrir en las yeguas, pero no en los sementales
en los cuales la infeccion es asintomatica. Las yeguas infectadas pueden
desarrollar una endometritis aguda con descarga vaginal 2 a 7 dias post monta o
inseminacion artificial o directamente no presentar ningun signo clinico. El
acortamiento del diestro y la infertilidad temporaria son frecuentes en las yeguas
afectadas. El agente persiste en la fosa del clitoris. Se describen casos en que las
yeguas infectadas pueden prefiarse y transmitir la infeccion a los potrillos “in
utero’o mas probablemente, durante el parto. Los sementales adquieren la
infeccidn por monta natural de yeguas infectadas (con o sin sintomas) y el agente
permanece en el esmegma del prepucio y/o la fosa uretral transformandolo en un
portador asintomatico (carrier) que puede transmitirlo por las mismas vias a otras
yeguas (Kamada et al., 1984).

- INFECCIONES BACTERIANAS EQUINAS

Las especies identificadas como patdégenas primarias de transmisidon mecanica
directa o a través del semen son: Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Streptococcus equi subesp. Zooepidemicus (Drenkard, 2003)
(Kenney et af 1992).
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3. PROTOZOARIAS
- DURINA

Es una enfermedad parasitaria exclusiva de los equinos que se transmite por via
sexual, con un alto indice de mortalidad. Se han reportado infecciones naturales
solamente en caballos y burros. Produce lesiones genitales, cutaneas, en el
sistema nervioso y debilitamiento general de los animales afectados
predisponiéndolos a contraer otras enfermedades.

El agente causal es el Trypanosoma equiperdum. Se transmite por contacto directo
durante el coito y no se encuentra involucrado ningun vector en la transmisién. Este
protozoario tiene tropismo por la mucosa genital y no sobrevive por periodos
prolongados fuera de su huésped.

Esta enfermedad es endémica en Africa, Asia y América Central y del Sur. Tiene
baja prevalencia en la region sureste de Europa. La mortalidad es del 50% en
casos agudos, pero se ha reportado hasta un 100%. Los animales en edad
reproductiva se encuentran en riesgo en zonas endémicas.

Los animales infectados pero clinicamente asintomaticos actian como portadores y
son el reservorio de la enfermedad. Los sementales no infectados pueden actuar
como portadores mecanicos luego de cubrir una yegua infectada.

La enfermedad se transmite a través del coito y los animales presentan un cuadro
clinico caracteristico en la primera semana y hasta 3 meses post infeccidén (periodo
de incubacién). La multiplicacion del parasito produce fragilidad en los vasos
sanguineos que da como resultado lesiones edematosas cutaneas caracteristicas.
Se observa un edema no doloroso y frio a nivel de vulva y vagina en la yegua y en
la zona del pene, prepucio y escroto en sementales. Estos sintomas son
acompanados por la presencia de una colecta uretral mucoide o mucopurulenta y
leve hipertermia. La libido no se encuentra afectada pero la introduccién del pene
en la vagina es dificultosa y en algunos casos imposible debido al edema pudiendo
complicarse con parafimosis y paralisis del pene.

Las placas cutaneas redondas y sobre elevadas en forma de monedas (“duros”, en
referencia a la denominacién de la ex moneda espafola, de donde proviene el
nombre de la enfermedad), miden de 2 a 10 cm de diametro y se consideran
patognomonicas.

Posterior a la fase cutanea sobreviene un sindrome neurolégico con incoordinacion
y marcha titubeante a nivel de miembros posteriores, emaciacion y eventualmente
paralisis y muerte. En caso de prefez, se produce aborto. El curso de la
enfermedad es, en general de 1 a 2 meses pero puede durar hasta 2 a 4 afos. El
50% de los animales afectados mueren de enfermedad aguda en 6 a 8 semanas.
Se ha reportado mortalidad de hasta un 100%.
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El diagndstico clinico se basa en la presencia de lesiones caracteristicas a nivel de
la piel de los genitales.

El test de fijacién de complemento para Durina es el recomendado y requerido por
la Organizacién Internacional para las epizootias, dependiente de Naciones Unidas,
para el transporte internacional de equinos (OIE, 2001). (Morresey, 2011).

4.- OTRAS INFECCIONES QUE SE TRANSMITEN A TRAVES DEL SEMEN
- HERPES VIRUS EQUINO-1 (HVE1)

Virus de la familia Herpesviridae son responsables de infecciones genitales y de
transmision sexual a través del semen causando alteracion de algunos de los
parametros seminales e infertilidad. En equinos se ha descripto la presencia de
Herpes Virus Equino 1 en semen, determinado por PCR (prueba de la reaccién en
cadena de la polimerasa) de sementales naturalmente infectados y en fase clinica
de enfermedad respiratoria.

Se postula que cierta afinidad del HVE-1 por tejido reproductivo podria estar
involucrada en la presencia en el tracto de los sementales y en semen como asi
también en endometrio y placenta en las yeguas (Tibary, 2005).

- BABESIOSIS (PIROPLASMOSIS)

La principal forma de transmision de la enfermedad es por medio de garrapatas,
pero ha sido documentada la transmisidon mecanica directa, en especial de Babesia
equi, por lo que se postula que deberia considerarse (si bien no hay evidencia
experimental), como posible via de contaminacion, el semen contaminado con
sangre (hemospermia) de un semental infectado (Tibary, 2005).
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XIl.-LEGISLACION SOBRE EL MANEJO DEL SEMEN EQUINO

Actualmente los procedimientos del manejo del semen equino estan controlados
por una normatividad en la Comunidad Europea y de igual manera en nuestro pais.

La decision de la comision Europea del 26 de agosto de 2010 dictaminé la Directiva
92/65/CEE., sobre la importacion en la Uniéon de esperma, évulos y embriones de
animales de la especie equina en lo que se refiere a las listas de centros de
recogida y almacenamiento de esperma y de equipos de recogida y produccién de
embriones y a los requisitos de certificacion.

El donante de semen no puede padecer ni ser portador de: Durina, Muermo,
Encefalomielitis equina (en todas sus variedades incluida la Encefalitis Equina
Venezolana (VEE), Anemia infecciosa, Rabia, Carbunco bacteridiano, Peste
equina, Estomatitis vesiculosa.

Esta normativa entre otras cosas precisa como deben de realizarse las pruebas de
laboratorio:

- Deteccion de la anemia infecciosa equina: prueba de inmunodifusiéon en agar-agar
llamada prueba de Coggins, con resultado negativo.

- Deteccidén de la arteritis viral equina: prueba de seroneutralizacion completada en
caso de resultado positivo con un examen virologico del esperma total con un
resultado negativo.

- Deteccion de la metritis contagiosa de los équidos: aislamiento de Taylorella
equigenitalis en un control efectuado a muestras tomadas a nivel de la fosa uretral
y de liquido preeyaculatorio con resultado negativo en todos los casos.

El resultado de estas pruebas debera ser certificado por un laboratorio autorizado.

Los sementales durante su estancia en el centro no pueden hacer monta natural, ni
tampoco haber tenido montas naturales los 60 dias anteriores a su ingreso al
centro.

a) Tambien dictamina en caso de que el semen se colecte para destinarlo al
comercio en estado fresco o refrigerado:

1.- Si los sementales donantes permanecen de manera ininterrumpida en el centro
de recoleccion durante los treinta dias anteriores a la primera coleccion de semen y
durante el periodo de coleccion y ningun équido estar en contacto directo con
équidos de estado sanitario inferior, las pruebas de laboratorio necesarias se
realizaran al menos catorce dias después del inicio del periodo de permanencia
mencionado y como minimo, una vez al aio al inicio del periodo de apareamiento.

2.- Si los sementales donantes no permanecen de manera ininterrumpida en el
centro de coleccion u otros équidos de este centro estan en contacto directo con
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équidos de estado sanitario inferior, las pruebas de laboratorio se realizaran dentro
de los catorce dias del periodo de apareamiento, ademas, la prueba de Coggins
para la deteccidon de la anemia infecciosa equina se debera repetir con un intervalo
no superior a 120 dias durante el periodo de recoleccion de semen, la prueba de
seroneutralizacion para la deteccion de la arteritis viral equina se hara como
maximo 30 dias antes de cada recoleccion de semen a menos que se confirme
mediante una prueba de aislamiento del virus que se habra de realizar anualmente,
gue un semental seropositivo a la arteritis infecciosa equina no sea excretor.

b) En el caso de que el semen se obtenga para destinarlo al comercio en estado
congelado, se realizara el programa contemplado al apartado a) o,
alternativamente, las pruebas de laboratorio durante los 30 dias de
almacenamiento obligatorio del semen y al menos catorce dias después de la
coleccién del semen, independientemente que el semental se haya mantenido o no
en el mismo lugar.

Si alguno de los examenes contemplados fuese positivo, el animal se habra de
aislar y su semen colectado a partir de la fecha del ultimo resultado negativo, no se
podra comercializar. Lo mismo pasara con el semen de los otros animales que
permanezcan al centro de coleccidon a partir de la fecha en la que el examen haya
dado positivo. Solo se podra continuar con los intercambios cuando se haya
reestablecido la situacion sanitaria.

El semen destinado al intercambio intracomunitario, que provenga de équidos
registrados o no, tendra que ir acompafado al momento de su expedicién de un
certificado sanitario para el comercio de la especie equina (anexo de la Decision
95/307/CE).(ODOUE.2010)

En nuestro pais el 14 de junio de 1995, se publicé en el Diario Oficial de la
Federacion, el Proyecto de norma Oficial Mexicana NOM-032-Z00-1995,
denominada “Proceso zoosanitario del semen de animales domeésticos”.

Dicha norma se modifico y se establecié como norma oficial mexicana:
NOM:-027-Z00-1995.PROCESO ZOOSANITARIO DEL SEMEN DE

ANIMALES DOMESTICOS. Donde en el apéndice E se refiere a la especie equina.
En dicha norma especifica:

- que los animales deben cumplir con otra norma la NOM.019-Z00-1994.
Campafia Nacional contra la garrapata Boophilus spp.

- los requisitos que deben cumplir los centros de coleccibn de semen
(CEPROSEM),

- los requisitos que los sementales necesitan para ingresar a estos centros:
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» estar vacunados contra Influenza Equina.Rinoneumonitis,Encefalitis Equina
Venezolana

» Presentar prueba negativa a Anemia Infecciosa Equina (Coggins), realizada
dentro de los ultimos 6 meses previos al ingreso al CEPROSEM.

» Que el semental haya sido tratado contra parasitos internos entre los 7 y 60
dias previos a su ingreso al CEPROSEM,

» Que el semental no haya dado monta natural durante los 30 dias previos a
la entrada al CEPROSEM.

Tambien la NOM:-027-Z00-1995 especifica como deben estar construidos los
CEPROSEM, su bioseguridad, el manejo del semen. (Quijano G. 2011).
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XIlI MATERIAL Y METODOS

1.- MATERIAL

Material biologico:
La presente investigacion se realizé en la temporada reproductiva (de abril a
septiembre) y se utiliz6 semen fresco de 6 caballos, los cuales se encontraban en
dos localidades diferentes:
* Tres caballos pertenecientes a la Policia Montada de la Cd de Meéxico
(UPM), de raza Azteca, de 6, 9 y 19 afios de edad.
+ Tres caballos de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad
Auténoma de Tamaulipas de Cd Victoria, Tamaulipas (UAT), de raza Cuarto
de Milla de 3.5, 5 y 18 anos de edad.

2.- METODOS:

Practica experimental y valoracion de la viabilidad funcional del espermatozoide
equino de acuerdo a los métodos tradicionales y avanzados, efectuada en seis
sementales.

Los datos de este estudio se analizaron mediante analisis estadisticos paramétricos
Yy no paramétricos.

Las pruebas convencionales (motilidad, viabilidad, reacciéon acrosomal, se
analizaron mediante un disefio de distribucion de muestreo de la media con el
analisis de varianza (ANOVA)

Modelo ANOVA para efecto de dilucion de diluyente
Yii=y +ai+ei

i= 1,2,3 (dilucion)

i=1,2,3,4(montas)

%= la observacion j en la concentracion del diluyente i

M= media general (media sin tomar en cuenta la concentracion)
ai= efecto de la concentracioén i del diluyente i=p-pi

M i =la media de la concentracién i del diluyente i

€ij= error aleatorio

Modelo ANOVA para efecto de tiempo
Yii=u +aitsi
i=1, 2,3.4 (tiempo)
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j=1, 2, 3,4 (montas)

%: la observacion j en el tiempo i
p= media general

a= efecto del tiempoi=p-yi

M i = la media del tiempo

€ij= error aleatorio

Para las pruebas avanzadas se utilizé el paquete estadistico SPSS versién 24
analizando los datos de la fragmentacion de ADN mediante el analisis estadistico
no paramétrico de supervivencia con el método de Kaplan Meier, las graficas de
supervivencia resultantes se compararon mediante el test del Log-Rank, con una
significancia de P= 0.05

Para comparar los parametros de motilidad, viabilidad y fragmentacién se evalué
con regresion lineal con Excel.

Con el analisis de varianza (ANOVA) se analizé:

- que concentracion de diluyente tuvo mejores resultados en las pruebas de
motilidad, viabilidad y reaccion acrosomal.

- la evolucién del indice de fragmentacion del ADN en los tiempos estipulados en el
protocolo de este estudio.

Se compararon los resultados de motilidad, viabilidad con los de fragmentacion de
ADN.

Se compararon los resultados de las pruebas de motilidad, viabilidad y reaccion
acrosomal entre los caballos de cada grupo y en conjunto; entre los caballos
jovenes y los caballos viejos.

Con el analisis de supervivencia con el método de Kaplan Meier se analizaron las
diferencias de la evolucion de la fragmentacion del ADN espermatico entre los
caballos de cada grupo y en conjunto.

El método de Kaplan-Meier es un método no paramétrico, con muy pocas
restricciones; de hecho, lo unico que supone es que los sujetos censurados se
habrian comportado del mismo modo que los seguidos hasta que se produjo el
evento (lo que se conoce por “censura no informativa”).

Para aplicar este método se ordenan de menor a mayor todos los tiempos de
supervivencia observados, anotando para cada uno de ellos el niumero de muertes
y censuras producidas. Para cada periodo de tiempo se calcula la probabilidad de
sobrevivir, y la funcién de Kaplan-Meier es “la probabilidad de supervivencia
individual acumulada a lo largo del tiempo”.
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DISENO DEL EXPERIMENTO:

> PARAMETROS CONVENCIONALES

COLECCION DE
SEMEN

SEMANA 1
SEMANA 2
SEMANA 3

SEMANA 4

SEMEN FRESCO

TIEMPO O

SEMEN REFRIGERADO

TIEMPO 12 HRS

SEMEN REFRIGERADO

TIEMPO 24 HRS

SEMEN REFRIGERADQ

TIEMPO 36 HRS

PRUEBAS A
REALIZAR

MOTILIDAD INICIAL
INDIVIDUAL Y
PROGRESIVA

VIABILIDAD Y
MORFOLOGIA.

CONCENTRACION
ESPERMATICA.

INTEGRIDAD
ACROSOMAL

INTEGRIDAD DE LA
MEMBRANA
PLASMATICA.

REACCION ACROSOMAL.

MEDICION DEL PH.
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> PARAMETROS AVANZADOS.-

Evaluacion de la integridad del ADN espermatico con la prueba de la dispersion de
la cromatina con el kit de Hallomax para obtener el indice de dispersion de la
fragmentacion del ADN (DFI) y el indice de supervivencia.

CABALLO
N1
N%2

. COLECCION DE

SEMEN
SEMANA1
SEMANA2
SEMANA3

SEMANA 4

SEMEN FRESCO

TIEMPO 0

SEMEN REFRIGERADO

TIEMPO 12 HRS

CONGELAR
ALiCuOTA

SEMEN REFRIGERADO

TIEMPO 24 HRS

SEMEN REFRIGERADO

TIEMPO 36 HRS

INTRGRIDAD DEL ADN
ESPERMATICO
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- Preparacion de las yeguas y de los sementales:

Para la coleccion del semen equino se utilizaron yeguas que se encontraban en
celo natural. Se lavaron los genitales externos de las yeguas y de los sementales
con agua tibia a 37°C. sin jabdn en cada monta. Para cada monta a la yegua se le
vendo la cola antes colectar el semen y se le coloco el tira pie para inmovilizarla y
para que no lastimara al semental.

- Preparacion de la vagina artificial tipo Missouri:

La vagina se lavo con jabon neutro para limpiarla entre cada monta colocandole
posteriormente su funda de piel. La camisa de plastico o liner se deslizé en el
interior de la vagina; se fijo al exterior de ella con un elastico por el lado ancho y por
el otro lado se conectd al biberdn colector que ya tenia en el interior el filtro para
separar el gel o plasma seminal del eyaculado. El agua con que se llen6 la camara
de agua tenia una temperatura de 50-52°C, de manera que la temperatura interna
fuera de 42-45° C. La cantidad de agua que se vertio en la vagina fue la adecuada
para que se acomodara el pene del semental y que la presion fuera uniforme en
toda la vagina artificial y para que no dificultara la penetracion y la ereccion.

La superficie interna de la camisa de plastico o liner se lubric6 con un gel no
espermicida. El eyaculado se protegido de la luz y se mantuvdé a temperatura
corporal hasta su proceso en el laboratorio.

- Recoleccién del semen

El operador encargado de colectar el semen se coloco del lado izquierdo junto con
el personal que manejo al semental. Estando muy atento a las reacciones tanto de
la hembra como las del macho.

Cuando el macho logré la ereccion, se le permiti6 montar a la yegua. El operador
desvio el pene y introdujo la vagina artificial al semental.

Con la mano izquierda se sostuvo la vagina artificial apoyandola contra la yegua y
la mano derecha se coloco ventral al pene con el objeto de palpar las pulsaciones
asociadas con la eyaculacion. La palpacidn de estas pulsaciones junto con el
flameo de la cola (movimiento de bandera) evidenciaron que la eyaculacion se
habia llevado a cabo. Inmediatamente después que se quitd la vagina artificial del
pene del semental, la vagina artificial se colocd en posicion vertical y se abrid la
valvula del agua para que saliera y dejara que el semen que habia quedado en
porciones altas de la vagina drenara hacia el biberon colector.
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- Manejo del semen:

De cada uno de los sementales se obtuvo una muestra inicial de semen, la calidad
seminal se evalu6é de inmediato (tiempo cero). Luego el semen después de haber
sido colectado y refrigerado en el Equitainer, fue evaluado sucesivamente sin ser
incubado a las 12 horas (T12), a las 24 horas (T24) y a las 36 horas (T36). Se
utilizé un diluyente tipo Kenney con tres diluciones diferentes. (Férmula Kenney:
Leche descremada Svelty 2.4g, Glucosa 4.9 g, Agua Mili g 92ml). En el tiempo cero
se uso el semen fresco y para las 12,24 y 36 horas se us6 una diluciéon de 1:1, 1:2,
1:3 (semen/diluyente).(D1:1:1, D2:1:2, D3:1:3.) Se realizaron 4 colectas por
semental con un intervalo de una semana entre cada colecta.

Para cada muestra se realizaron pruebas convencionales evaluandose: motilidad,
viabilidad, morfologia, concentracion espermatica, integridad acrosomal, integridad
de la membrana plasmatica, reaccion acrosomal, medicion del pH.

Paralelamente a lo anterior se tomd una alicuota de las muestras colectadas vy
refrigeradas a los diferentes tiempos y se congelaron para evaluar posteriormente
la fragmentacion del ADN. Para preparar las muestras se utilizo el kit de Halomax
para equinos y se evaluaron con el microscopio 6ptico y con la tincion de Diff Quik.
La tincion de Diff-Quik es una técnica sencilla y rapida compuesta por un fijador
(metanol), un colorante anidnico acido (eosina) que tifie positivamente las proteinas
basicas de color rojo, y por una tiazina (azul de metileno o sus derivados) que tifie
el ADN de azul.

3.-PARA EFECTUAR EL ESPERMIOGRAMA SE UTILIZARON LAS SIGUIENTES
TECNICAS:

EVALUACION MACROSCOPICA

- Motilidad.- Se tomaron 10ul de semen fresco de cada muestra y se colocaron en
un porta objetos previamente calentado a 37°C y se observé con en el microscopio
optico con 400 aumentos.

- Volumen.- Con una probeta graduada de vidrio se midio el total en ml del semen
colectado sin fraccion gelatinosa

- pH.- Se midi6é con un potencidmetro la muestra recién colectada.

- Color.
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EVALUACION MICROSCOPICA

- Motilidad.- Se tomaron 10ul de semen fresco de cada muestra y se colocaron en
un porta objetos previamente calentado a 37°C y se observé con en el microscopio
optico con 400 aumentos.

- Concentracion espermatica.- Las muestras se prepararon de la siguiente forma:
en un vial se puso 10yl de semen fresco mas 90 pl de Glutaraldehido salino
bufferado. De esta mezcla se tomd 10ul y se colocd en la camara de Neubauer,
para observarlo en el microscopio optico y contar los espermatozoides.

- Morfologia y viabilidad.- Se utilizo la tincion de Eosina/Nigrosina ya preparada.
Se tomd 10pl de la muestra y se mezcld con 10yl de la tincién y se realizé un frotis.
Dicha preparacion se observo en el microscopio optico con 400 aumentos y 1000
aumentos con el aceite de inmersién

- Integridad de la membrana.- Se utiliz6 la misma preparacion que la de
morfologia y viabilidad y se observo al microscopio optico.

- Reaccidon acrosomal.- Se utilizo la tincion de Azul brillante de Coomassie y se
observé al microscopio optico con 1000 aumentos con aceite de inmersion.
(Férmula azul brillante de Coomassie: Azul de Coomassie SIGMA 0.625g, Metanol
112.5ml, Acido acético 25ml, Agua bidestilada 250ml.).

La muestra se centrifugd a 2500 rpm durante 3 min, se quitd el sobrenadante y se
reconstituyé con 100 ul de Cloruro de Amonio. En un vial se pusieron 16ul de la
mezcla anterior se le adicionaron 16yl de Glutaraldehido salino bufferado y se
esperé 10mn. De esta segunda mezcla se tomaron 10ul que se colocaron en un
portaobjetos con un cubre y se dejo secar. Después la laminilla se sumergio
durante 20mn en un vaso de Coplin con la tincién de Azul Brillante de Coomssie.
Se saco y se dejo secar, luego se lavé con agua destilada para proceder a su
lectura. (Gutiérrez-Pérez et al., 2009).

- Fragmentacion de ADN.- La integridad del ADN espermatico se evalu6 con la
prueba de la dispersiéon de la cromatina con un kit especifico para equinos
(Halomax, Halotech DNA), se observé con 1000 aumentos en el microscopio 6ptico
y se utilizo la tincién de Diff Quik.

El fundamento de la técnica de la dispersion de la cromatina es que los
espermatozoides intactos se sumergen en una matriz de agarosa en una laminilla y
se tratan con una solucion acida desnaturalizante. Las membranas y proteinas se
remueven usando una solucion de lisis y posteriormente son tefidas para ser
observadas en el microscopio optico y con aceite de inmersion.
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XIV RESULTADOS DE LAS PRUEBAS CONVENCIONALES Y
AVANZADAS

En la Policia Montada de la Cd. de México (UPM) se colecté semen de tres
caballos escogidos al azar, de 7, 9 y 19 afos de edad, con una temperatura
ambiental entre 20°C a 24°C, bajo las mismas condiciones de alojamiento, de
alimentacion (grano y pacas de avena) y dando montas regularmente.

En la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Autdbnoma de Tamaulipas
(UAT) se colectdo el semen de tres sementales de 3.5 ,5 y 18 afos, a una
temperatura ambiente oscilando entre los 39°C y los 48°C, bajo las mismas
condiciones de alojamiento (caballerizas y corrales) y de alimentacién (grano,
pacas de avena y pastura) y sin dar montas regularmente. Debido a la alta
temperatura ambiental se debié cambiar y congelar las latas del Equitainer
frecuentemente para conservar las muestras de semen al interior del Equitainer.
Los eyaculados de los caballos presentaron un volumen, pH y un color normal a la
hora de la colecta.

Se evaluaron las muestras de semen con los parametros convencionales en los
tiempos acordados por el protocolo. El promedio de los valores de las cuatros
montas de motilidad y de viabilidad disminuyeron, mientras que el promedio de los
valores de las cuatros montas de la reaccion acrosomal aumenté conforme
transcurrié el tiempo del estudio.

La motilidad y la viabilidad de los seis sementales fueron decreciendo
progresivamente con el descenso de la temperatura y con el aumento del tiempo
de refrigeracion.

El caballo C5 fue colectado a una temperatura ambiente superior a los 40°C, los
valores de sus parametros convencionales fueron bajos. El Equitainer no mantuvo
sus latas congeladas durante el tiempo del estudio por lo que tuvieron que
cambiarse varias veces. Es probable que el semen de este caballo de 18 afios no
soportara los cambios térmicos a los cuales fue expuesto desde su colecta hasta
su envasado en el Equitainer y/o debido a su edad.

El promedio de los valores de la fragmentacién del ADN de las cuatro montas de
los caballos C1, C2, C3, C4, C6 se incrementd conforme transcurrié el tiempo de la
evaluacion, mientras que el promedio las cuatro montas de los parametros de
viabilidad y de motilidad descendieron. Demostrando que no existe correlacion
entre los resultados de las pruebas convencionales de motilidad y viabilidad con los
resultados de fragmentacion de ADN de la prueba de dispersién de la cromatina.

MOTILIDAD

En el grupo UPM el caballo C1 (9 anos) tuvo los valores mas altos en sus
parametros de motilidad y el que tuvo los valores mas bajos fue el caballo C2 (19
anos).
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En el grupo UAT el caballo C4 (5 afios) tuvo los valores mas altos en sus
parametros de motilidad y el que tuvo los valores mas bajos fue el caballo C5 (18
anos).

Los caballos jovenes tanto de la UPM como los de la UAT presentaron mejor
motilidad que los caballos viejos. (C1 (9afnos), C3 (7 afios), C4 (5afos),C6 (3.5
afnos)).

El caballo que tuvo los mejores resultados en sus valores de motilidad fue el C4
(5anos) de la UAT.

VIABILIDAD

En el grupo UPM el caballo C1 (9 afios) tuvo los valores mas altos en sus
parametros de viabilidad y el que tuvo los valores mas bajos fue el C2 (19 afos).

En el grupo UAT el caballo C5 (5 anos) tuvo los valores mas altos en sus
parametros de viabilidad y el que tuvo los valores mas bajos fue el C5 (18 afios).
Los caballos jovenes tanto de la UPM como los de la UAT presentaron mejor
viabilidad que los caballos viejos. (C1 (9afios), C3 (7 afos),C4 (5afos),C6 (3.5
anos)).

El caballo que tuvo los mejores resultados en sus valores de viabilidad de todos los
caballos fue el caballo C4 (5afios) de la UAT.

REACCION ACROSOMAL

La reaccion acrosomal fue aumentando con el descenso de la temperatura y el
aumento del tiempo de refrigeracidon en los seis sementales.

En el grupo UPM el caballo que presentd los valores mas altos de reaccion
acrosomal fue el C2 (19 anos) y el que presentd los valores mas bajos fue el C1 (9
anos).

En el grupo UAT el caballo que tuvo los valores mas altos de reaccién acrosomal
fue el C5 (18 anos) y el que tuvo los valores mas bajos fue el C6 (3 afios y medio).
Los caballos jévenes de la UAT presentaron valores mas bajos de reaccion
acrosomal que los caballos jovenes de la UPM. (C1 (9afos), C3 (7 afios), C4
(5anos), C6 (3.5 anos)).

El caballo que tuvo los mejores resultados en sus valores de reaccion acrosomal
fue el C4 de la UAT con 5 afios de edad.

ANOMALIAS ESPERMATICAS
En el grupo UPM los eyaculados de los caballos C3 (7 anos) y el C2 (19 afios)
presentaron en promedio de las cuatro montas 25% de anormalidades primarias y

secundarias, el caballo C1 ( 9 afos) presentd en promedio de las cuatro montas
32% de anormalidades primarias y secundarias.
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En el grupo UAT los eyaculados de los caballos C3 (3.5 afos) y C4 (5 afios)
presentaron en promedio de las cuatro montas 13% de anormalidades primarias y
secundarias, el caballo C5 (18 afios) presenté en promedio de las cuatro montas
28% de anormalidades primarias y secundarias.

Los caballos jovenes de la UAT presentaron menos anomalias espermaticas que
los caballos jovenes de la UPM.

DILUCION

Las muestras de semen de los caballos C1 (9anos), C3 (7afios), C4 (5 afios)
tuvieron un mejor resultado en los parametros de motilidad, viabilidad y reaccion
acrosomal al descenso de la temperatura durante el proceso de refrigeracion en el
Equitainer con la dilucién D3(D3: 1:3). Las muestras de semen del caballo C2 (19
afnos) tuvieron mejores resultados con la dilucién D1 (D1:1:1).

Las muestras de semen del C5 tuvieron buenos resultados con la dilucion 3(D3:
1:3) para los parametros de motilidad, viabilidad y reaccion acrosomal, sin embargo
la dilucion 2 (D2: 1:2) también tuvo buenos resultados para la viabilidad.

Las muestras de semen del caballo C6 tuvieron buenos resultados con la diluciéon 3
(D3: 1:3) para los tres parametros evaluados, sin embargo la dilucion 2 (D2: 1:2)
también tuvo buenos resultados para la motilidad y la reaccién acrosomal.

La dilucién que tuvo mejores resultados en las muestras en el grupo UPM/UAT en
todos los parametros fue la dilucion 3(D3: 1:3).

PRUEBA DE LA DISPERSION DE LA CROMATINA

La fragmentacion del ADN fue acrecentandose de forma moderada conforme el
descenso de la temperatura y el aumento del tiempo de refrigeracion en los
sementales C1, C2, C3, C4, C6 excepto en el semental C5 que presentd altos
indices de fragmentacion durante las cuatro montas; este semental de 18 afios
presentd también porcentajes bajos de motilidad, viabilidad y un alto porcentaje de
reaccion acrosomal.

El andlisis de supervivencia con el método de Kaplan Meier mostré el alto indice de
fragmentacion del ADN espermatico que presentaron los caballos viejos (C2: 19
afnos, C5: 18 afos) de los grupos de la Policia Montada de la Cd. de México y de la
Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Autonoma de Tamaulipas
conforme paso el tiempo en las cuatro montas y con respecto a los otros caballos
de sus grupos. La misma prueba tomando en cuenta unicamente los caballos
jovenes del grupo UPM/UAT mostré que los resultados del indice de fragmentacion
durante las cuatro montas fué homogéneo entre los caballos C1, C4, C6, teniendo
el caballo C3 una diferencia notoria respecto a los otros caballos jovenes. El
caballo de 18 aros fue el que mostré el mayor indice de fragmentacion del ADN
espermatico del grupo UPM/UAT.
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Hubo diferencia significativa entre los resultados del indice de fragmentacion del
ADN de los eyaculados de los seis caballos, conforme paso el tiempo del estudio
en las cuatro montas.

COMPARACION DE LOS RESULTADOS DE MOTILIDAD Y VIABILIDAD CON
LOS DE FRAGMENTACION DEL ADN POR CABALLO

El caballo C1 con 9 anos de edad, con la dilucion D3, presenté un indice de
dispersion de la cromatina al inicio (TO) de 6% con semen fresco, una motilidad de
95% y una viabilidad de 85%. Y a las 36 horas de haber estado en refrigeracion el
indice de dispersion de la cromatina presenté 17%, con una motilidad de 65% y
una viabilidad de 60%. (Promedios en las cuatro montas)

El caballo C2 con 19 anos de edad, con la dilucion D3, presentd un indice de
dispersion de la cromatina al inicio (T0O) de 12% con semen fresco, una motilidad de
66% Yy una viabilidad de 66%. Y a las 36 horas de haber estado en refrigeracion el
indice de dispersién de la cromatina present6é 25%, con una motilidad de 3% y una
viabilidad de 8%. (Promedios en las cuatro montas)

El caballo C3 con 7 afnos de edad, con la dilucion D3, presenté un indice de
dispersion de la cromatina al inicio (TO) de 15% con semen fresco, una motilidad de
76% y una viabilidad de 77%. Y a las 36 horas de haber estado en refrigeracion el
indice de dispersiéon de la cromatina presenté 27%, con una motilidad de 41% y
una viabilidad de 45%.(Promedios en las cuatro montas)

El caballo C4 con 5 afnos de edad, con la dilucion D3, presenté un indice de
dispersion de la cromatina al inicio (T0O) de 6% con semen fresco, una motilidad de
94% y una viabilidad de 84%. Y a las 36 horas de haber estado en refrigeracion el
indice de dispersion de la cromatina presentdé 18%, con una motilidad de 61% y
una viabilidad de 50%. (Promedios en las cuatro montas)

El caballo C5 con 18 afios de edad, con la dilucion D3, presenté un indice de
dispersion de la cromatina al inicio (TO) de 94% con semen fresco, una motilidad de
36% y una viabilidad de 43%. Y a las 36 horas de haber estado en refrigeracion el
indice de dispersion de la cromatina presenté 100%, con una motilidad de 10% y
una viabilidad de 15%.

El caballo C6 con 3 afos y medio de edad, con la dilucion D3, present6 un indice
de dispersion de la cromatina al inicio (TO) de 6% con semen fresco, una motilidad
de 94% y una viabilidad de 84%. Y a las 36 horas de haber estado en refrigeracion
el indice de dispersién de la cromatina presenté 16%, con una motilidad de 55% y
una viabilidad de 50%.

Los parametros de motilidad y viabilidad tienen una correlacion negativa con
respecto al parametro de fragmentacion de ADN.
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ABREVIATURAS UTILIZADAS:

UAT.- Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Auténoma de
Tamaulipas

UPM.-Policia Montada de la Cd. de México

TO.- Hora cero (INICIO) T12.- A las 12 horas* T24.- A las 24 horas* T36.- A las 36
horas*. (* de haber sido colectado) T.-tiempo M.-Monta C.- caballo

Cl.-Edad 9 C4.- Edad 5 anos
C2.- Edad 19 anos = UPM C5.- Edad 18 arios UAT
C3.- Edad 7 afnos C6.- Edad 3 afnos y medio

D.- dilucion *DILUC-I-C')N.- parte de semen por partes de diluyente
D1.-1:1* D2.-1:2* D3.-1:3*
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A) ANALISIS ESTADISTICO DE VARIANZA (ANOVA) CON EL

PAQUETE R COMMANDER
(Promedio de las muestras de semen de las cuatro montas)

1.- MOTILIDAD
1.1.- MOTILIDAD POR CABALLO SEGUN EL TIEMPO Y LA DILUCION
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El caballo que tuvo los valores mas altos de motilidad de los seis caballos fue
el C4y el que tuvo los valores més bajos de motilidad es el C5.

TIEMPO: TO.- Hora cero (INICIO) T12.- A las 12 horas* T24.- A las 24 horas* T36.-
A las 36 horas*. (* de haber sido colectado) D1.- 1:1* D2.- 1:2* D3.- 1:3*
D.- dilucién *DILUCION.- parte de semen por partes de diluyente
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1.2.- MOTILIDAD SEGUN EL TIEMPO Y LA DILUCION DE LOS CABALLOS DE
LA UPM Y DE LA UAT.
UPM (Fig. a). UAT (Fig. b).

MOTILIDAD DE LOS CABALLOS DE LA UPM
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TIEMPO

TO.- Hora cero (INICIO) T12.- A las 12 horas* T24.- A las 24 horas* T36.- A las 36
horas®. (* de haber sido colectado)

D1.-1:1* D2.- 1:2* D3.- 1:3*

D.- dilucion *DILUCION.- parte de semen por partes de diluyente
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1.3.- MOTILIDAD DEL GRUPO UPM/UAT
1.3.1.- MOTILIDAD POR CABALLO DEL GRUPO UPM/UAT

MOTILIDAD POR CABALLO GRUPO UPM/UAT
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9 afios 19 afios 7 afios 5 afios 18 afios 3.5 afios
UPM UAT

Cl.- Edad 9 aios C2.- Edad 19 anos C3.- Edad 7 arios C4.- Edad 5anos
C5.- Edad 18 afios  C6.- Edad 3afios y medio C.- Caballo

UPM.- Policia Montada de la Cd. de México UAT.- Facultad de Medicina
Veterinaria de la Universidad Autbnoma de Tamaulipas
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1.3.2.- MOTILIDAD SEGUN EL TIEMPO Y LA DILUCION DEL GRUPO UPM/UAT

MOTILIDAD POR TIEMPO Y DILUCION GRUPO UPM/UAT
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En general la dilucion 3(D31:3) tuvo los mejores resultados de motilidad.
TIEMPO

TO.- Hora cero (INICIO) T12.- A las 12 horas* T24.- A las 24 horas* T36.- A las 36
horas®. (* de haber sido colectado)

D1.-1:1*

D2.- 1:2*
D3.- 1:3*
D.- dilucién *DILUCION.- parte de semen por partes de diluyente
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1.4.- MOTILIDAD DE LOS CABALLOS JOVENES DEL GRUPO UPM/UAT

1.4.1.- MOTILIDAD POR CABALLO, DE LOS CABALLOS JOVENES DEL

GRUPO UPM/UAT

MOTILIDAD CABALLOS JOVENES GRUPO UPM/UAT

MEDIA DE LA MOTILIDAD EN %

9 afios

C4

|
C6

7 afios

5 afios

3.5 afios

UPM

UAT

En el grupo de los caballos jévenes el que tuvo los valores mas altos de
motilidad es el C4y el que tuvo los valores mas bajos fue el C3.

Cl.- Edad 9 afios C3.- Edad 7 afios UPM.- Policia Montada de la Cd. de México
C4.- Edad 5afios C6.- Edad 3afos y medio C.- Caballo
UAT.- Facultad de Medicina Veterinaria de

Tamaulipas

la Universidad Auténoma de
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1.4.2.- MOTILIDAD DE LOS CABALLOS JOVENES POR TIEMPO Y DILUCION
DEL GRUPO UPM/UAT

MOTILIDAD CABALLOS JOVENES T/D GRUPO UPM/UAT
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TO.- Hora cero (INICIO) T12.- A las 12 horas* T24.- A las 24 horas* T36.- A las 36
horas®. (* de haber sido colectado)

D1.-1:1*

D2.- 1:2*

D3.- 1:3*

D.- dilucion *DILUCION.- parte de semen por partes de diluyente
T/D.- Tiempo/Dilucién
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1.5.- MOTILIDAD DE LOS CABALLOS VIEJOS DEL GRUPO UPM/UAT

1.5.1.- MOTILIDAD POR CABALLO DE LOS CABALLOS VIEJOS DEL GRUPO
UPM/UAT

MOTILIDAD CABALLOS VIEJOS G. UPM/UAT

MEDIA DE LA MOTILIDAD EN %
25
I

15

19 ANOS 18 ANOS

UPM UAT

En el grupo de los caballos viejos el que tuvo los valores mas altos de
motilidad es el C2y el que tuvo los valores mas bajos fue el C5.

C2.- Edad 19 afos C5.- Edad 18 afios C.- Caballo G.- Grupo

UPM.- Policia Montada de la Cd. de México

UAT.- Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Auténoma de
Tamaulipas
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1.5.2.- MOTILIDAD DE LOS CABALLOS VIEJOS POR TIEMPO Y DILUCION
DEL GRUPO UPM/UAT

MOTILIDAD CABALLOS VIEJOS T/D GRUPO UPM/UAT

\ DILUCION
o
2 N § —o~ D1
= \ ~4 D2
pd \
L 8 AN ~—+- D3
()
<
a
| o _|
<)
O WY
=
S 8 -
L
()]
< o |
o
L
=

o _|

TO T12 T24 T36
TIEMPO

TIEMPO

TO.- Hora cero (INICIO) T12.- A las 12 horas* T24.- A las 24 horas* T36.- A las 36
horas®. (* de haber sido colectado)

D1.-1:1*

D2.- 1:2*

D3.- 1:3*

D.- dilucion *DILUCION.- parte de semen por partes de diluyente
T/D.- Tiempo/Dilucién
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2.- VIABILIDAD
2.1- VIABILIDAD POR CABALLO SEGUN EL TIEMPO Y LA DILUCION
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El caballo que tuvo los valores mas altos de viabilidad de los seis caballos
fue el C4y el que tuvo los valores mas bajos de viabilidad es el C5.

TIEMPO: TO.- Hora cero (INICIO) T12.- A las 12 horas* T24.- A las 24 horas* T36.-

A las 36 horas®. (* de haber sido colectado) D1.- 1:1* D2.- 1:2* D3.- 1:3*
D.- dilucion *DILUCION.- parte de semen por partes de diluyente
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2.2.- VIABILIDAD SEGUN EL TIEMPO Y LA DILUCION DE LOS CABALLOS DE
LA UPM Y DE LA UAT
UPM (Fig. a). UAT (Fig. b).
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TIEMPO

TO.- Hora cero (INICIO) T12.- A las 12 horas* T24.- A las 24 horas* T36.- A las 36
horas®. (* de haber sido colectado)

D1.- 1:1* D2.- 1:2* D3.- 1:3*

D.- dilucion *DILUCION.- parte de semen por partes de diluyente
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2.3.- VIABILIDAD DEL GRUPO UPM/UAT
2.3.1.- VIABILIDAD POR CABALLO DEL GRUPO UPM/UAT

VIABILIDAD POR CABALLO GRUPO UPM/UAT
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C1 Cc2 C3 C4 C5 Cé6
9 afos 19 afios 7 afos 5 afos 18 aios 3.5 aflos
UPM UAT

Cl.- Edad 9 anos C4.- Edad 5anos C2.- Edad 19 anos C5.- Edad 18 anos
C3.-Edad 7 afios  C6.- Edad 3afios y medio C.- Caballo
UPM.- Policia Montada de la Cd. de México

UAT.- Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Autébnoma de
Tamaulipas
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2.3.2.- VIABILIDAD SEGUN EL TIEMPO Y LA DILUCION DEL GRUPO UPM/UAT

VIABILIDAD POR TIEMPO Y DILUCION GRUPO UPM/UAT

DILUCION

—— D1
~4 D2
-+ D3

MEDIA DE LA VIABILIDAD EN %

20

10 T12 124 T36

TIEMPO
En general la dilucion 3(D31:3) tuvo los mejores resultados de viabilidad.

TIEMPO

TO.- Hora cero (INICIO) T12.- A las 12 horas* T24.- A las 24 horas* T36.- A las 36
horas®. (* de haber sido colectado)

D1.-1:1*

D2.- 1:2*

D3.- 1:3*

D.- dilucion *DILUCION.- parte de semen por partes de diluyente
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2.4.- VIABILIDAD DE LOS CABALLOS JOVENES DEL GRUPO UPM/UAT

2.4.1.- VIABILIDAD POR CABALLO DE LOS CABALLOS JOVENES DEL
GRUPO UPM/UAT

VIABILIDAD CABALLOS JOVENES GRUPO UPM/UAT

\

MEDIA DE LA VIABILIDAD EN %

| |
C4 C6
9 ANOS 7 ANOS " 5 ANOS 3.5ANOS

UPM UAT

En el grupo de los caballos jovenes el que tuvo los valores mas altos de
viabilidad es el C4y el que tuvo los valores més bajos fue el C3.

Cl.- Edad 9 anos C3.- Edad 7 afios C4.- Edad 5anos C6.- Edad 3afios y medio
C.- Caballo UPM.- Policia Montada de la Cd. de México

UAT.- Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Auténoma de
Tamaulipas
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2.4.2.- VIABILIDAD CABALLOS JOVENES POR TIEMPO Y DILUCION DEL
GRUPO UPM/UAT

VIABILIDAD CABALLOS JOVENES T/D GRUPO UPM/UAT

DILUCION
) —— D1
° ~4& D2
i ~+ D3
(@]
<
)
=
m
<
>
<
-
1N
(@]
<
(@]
L
=
0,
o _| —4
ap)
[ [ [ [
T0 T12 T24 T36
TIEMPO
TIEMPO

TO.- Hora cero (INICIO) T12.- A las 12 horas* T24.- A las 24 horas* T36.- A las 36
horas®. (* de haber sido colectado)

D1.-1:1*

D2.- 1:2*

D3.- 1:3*

D.- dilucion *DILUCION.- parte de semen por partes de diluyente
T/D.- Tiempo/Dilucién
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2.5.- VIABILIDAD DE LOS CABALLOS VIEJOS DEL GRUPO UPM/UAT

2.5.1.- VIABILIDAD POR CABALLO DE LOS CABALLOS VIEJOS DEL GRUPO
UPM/UAT

VIABILIDAD CABALLQOS VIEJOS G. UPM/UAT
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|
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X v |
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w |
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< |
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=I 1
m o | .
< © |
> 1
< :
| ]
L :
&) :
< o |\
=) (Q\]
w
=
o _|
~ |
19 ANOS N
Cc2 18 ANOS c5

UPM UAT

En el grupo de los caballos viejos el que tuvo los valores méas altos de
viabilidad es el C2y el que tuvo los valores mas bajos fue el Cb.

C2.- Edad 19 afios  C5.- Edad 18 anos C.- Caballo G.- Grupo

UPM.- Policia Montada de la Cd. de México

UAT.- Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Autonoma de
Tamaulipas
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2.5.2.- VIABILIDAD CABALLOS VIEJOS POR TIEMPO Y DILUCION DEL
GRUPO UPM/UAT

VIABILIDAD CABALLOS VIEJOS T/D GRUPO UPM/UAT

NS

\ DILUCION
e \ —e— D1

0 "~ D2
o | ~+ D3
(e}

"

30
|

MEDIA DE LA VIABILIDAD EN %
20 40

10

TIEMPO

TIEMPO

TO.- Hora cero (INICIO) T12.- A las 12 horas* T24.- A las 24 horas* T36.- A las 36
horas®. (* de haber sido colectado)

D1.- 1:1*

D2.- 1:2*

D3.- 1:3*

D.- dilucién *DILUCION.- parte de semen por partes de diluyente
T/D.- Tiempo/Dilucién C.- Caballos
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3.- REACCION ACROSOMAL
3.1.- REACCION ACROSOMAL POR CABALLO SEGUN EL TIEMPO Y LA
DILUCION

REACCION ACROSOMAL CABALLO N°1
REACCION ACROSOMAL CABALLO N°4

DILUCION
—— D1

T2 D2
T+ D3

DILUCION
—— D1

~ A D2
T+ D3

MEDIA DE LA REACCION ACROSOMAL EN %
MEDIA DE LA REACCION ACROSOMAL EN %

TO T12 T24 T36 TO T12 T24 T36

TIEMPO TIEMPO

REACCION ACROSOMAL CABALLO N°2 REACCION ACROSOMAL CABALLO N°5

o s
= . " s ® N
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To T12 T24 T36 To T12 T24 T36
TIEMPO TEMPO
REACCION ACROSOMAL CABALLO N°3 REACCION ACROSOMAL CABALLO N°6
3 = w b
s DILUCION > ¥ 4 bLucion
W w )
2 —— D1 2 \ 7 —— D1
z - -~ D2 ERE A NN /,- ~ D2
Q +- D3 2 N /O + D3
g + g NN\ K
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Q Q \Nef
o o ¢
r} & N\ A
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< S
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(=] (=]
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[=) o
w w
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T T T
To T12 T24 T36 T24 T36
TEMPO TEMPO

El caballo que tuvo los valores mas bajos de reaccion acrosomal de los seis
caballos fue el C6 y el que tuvo los valores mas altos de reaccion acrosomal
es el C2.

TIEMPO: TO.- Hora cero (INICIO) T12.- A las 12 horas* T24.- A las 24 horas* T36.-
A las 36 horas*. (* de haber sido colectado) D1.- 1:1* D2.- 1:2* D3.- 1:3*

D.- dilucién *DILUCION.- parte de semen por partes de diluyente
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3.2.- REACCION ACROSOMAL SEGUN EL TIEMPO Y LA DILUCION DE LOS
CABALLOS DE LA UPM (Fig. a) Y DE LA UAT (Fig. b).
UPM (Fig. a). UAT (Fig. b).

REACCION ACROSOMAL CABALLOS DE LA UPM

o o
z = A DILUCION
= g
= —— D1
= R ~< D2
S
2 +- D3
o
g R
<C
o
S 8B
O
=
L
o o
< ©
—
Ll
(]
< 18
[m]
L
=

o

o T T T T

TO T12 T24 T36
TIEMPO
(Fig. a)

REACCION ACROSOMAL CABALLOS DE LA UAT

DILUCION

—— D1
~4 D2
~+- D3

AN

MEDIA DE LA REACCION ACROSOMAL EN %

TO T2 T24 T36

TIEMPO

(Fig. b)
TIEMPO

TO.- Hora cero (INICIO) T12.- A las 12 horas* T24.- A las 24 horas* T36.- A las 36
horas*. (* de haber sido colectado)

D1.- 1:1* D2.- 1:2* D3.- 1:3*

D.- dilucion *DILUCION.- parte de semen por partes de diluyente
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3.3.- REACCION ACROSOMAL DEL GRUPO UPM/UAT
3.3.1.- REACCION ACROSOMAL POR CABALLO DEL GRUPO UPM/UAT

REACCION ACROSOMAL POR CABALLO G. UPM/UAT

N

VIEJOS

AV

JOVENES

MEDIA DE LA REACCION ACROSOMAL EN %

C1 C2 C3 C4 C5 Cé6
9 ANOS 19 ANOS 7 ANOS 5 ANOS 18 ANOS 3.5 ANOS
UPM UAT

Cl.-Edad 9anos C2.- Edad 19 afios C3.- Edad 7 anos

C4.- Edad 5 afios  Cb5.- Edad 18 afios C6.- Edad 3afios y medio

UPM.- Policia Montada de la Cd. de México  G.- Grupo

UAT.- Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Autonoma de
Tamaulipas

Los caballos C2 y C5 presentan los valores mas altos de reaccion acrosomal
con respecto a su grupo. Los caballos de la UPM presentan mas reaccion
acrosomal que los caballos de la UAT.
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3.3.2- REACCION ACROSOMAL SEGUN EL TIEMPO Y LA DILUCION DEL
GRUPO UPM/UAT

REACCION ACROSOMAL T/D GRUPO UPM/UAT

DILUCION

—o— D1
~& D2
-+ D3

MEDIA DE LA REACCION ACROSOMAL EN %
30
|

[ [ [ [
10 T12 124 T36

TEMPO

La dilucion 2(D2:1:2) tuvo mas reaccion acrosomal y la que menos tuvo fue la
dilucién 3(D3:1:3).

TIEMPO

TO.- Hora cero (INICIO) T12.- A las 12 horas* T24.- A las 24 horas* T36.- A las 36
horas®. (* de haber sido colectado)

D1.- 1:1*

D2.- 1:2*

D3.- 1:3*

D.- dilucién *DILUCION.- parte de semen por partes de diluyente
C.- Caballos T/D.- Tiempo/ Dilucién
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3.4.- REACCION ACROSOMAL DE LOS CABALLOS JOVENES DEL GRUPO

UPM/UAT

3.4.1.- REACCION ACROSOMAL POR CABALLO DE LOS CABALLOS
JOVENES DEL GRUPO UPM/UAT

REACCION ACROSOMAL C. JOVENES GRUPO UPM/UAT
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9 ANOS 7 ANOS

UPM

UAT

En el grupo de los caballos jovenes el que tuvo menos reaccidon acrosomal
fue el C6y el que tuvo mas fue el C3.
Cl.- Edad 9 afios
C3.- Edad 7 afios
UPM.- Policia Montada de la Cd. de México

UAT.- Facultad de Medicina Veterinaria de

Tamaulipas

C4.- Edad 5anos
C6.- Edad 3afos y medio

C.- Caballo

la Universidad Auténoma de
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3.4.2.- REACCION ACROSOMAL DE LOS CABALLOS JOVENES POR TIEMPO
Y DILUCION DEL GRUPO UPM/UAT

REACCION ACROSOMAL C. JOVENES T/D G. UPM/UAT

MEDIA DE LA REACCION ACROSOMAL EN %

DILUCION

—o— D1
~& D2
-+ D3

\IW//E/VI

I

10 T12 124 T36

TIEMPO

TEMPO

TO.- Hora cero (INICIO) T12.- A las 12 horas* T24.- A las 24 horas* T36.- A las 36

horas®. (* de haber sido colectado)
D1.- 1:1*
D2.- 1:2*
D3.- 1:3*

D.- dilucién *DILUCION.- parte de semen por partes de diluyente

C.- Caballos T/D.- Tiempo/Dilucion

G.- Grupo
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3.5.- REACCION ACROSOMAL DE LOS CABALLOS VIEJOS DEL GRUPO
UPM/UAT

3.5.1.- REACCION ACROSOMAL POR CABALLO DE LOS CABALLOS VIEJOS
DEL GRUPO UPM/UAT

REACCION ACROSOMAL C. VIEJOS G. UPM/UAT
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C2

UPM H UAT

En el grupo de los caballos viejos el que tuvo menos reaccién acrosomal fue
el C5y el que tuvo mas fue el C2.

C2.- Edad 19 afos

C5.- Edad 18 afios

C.- Caballos G.- Grupo

UPM.- Policia Montada de la Cd. de México

UAT.- Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Autonoma de
Tamaulipas
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3.5.2.- REACCION ACROSOMAL DE LOS CABALLOS VIEJOS POR TIEMPO Y
DILUCION DEL GRUPO UPM/UAT

REACCION ACROSOMAL C. VIEJOS T/D G. UPM/UAT

S i DILUCION

S

—— D1
i\ﬂ D2
[ o

MEDIA DE LA REACCION ACROSOMAL EN %

20

10 T12 124 T36

TEMPO

TIEMPO

TO.- Hora cero (INICIO) T12.- A las 12 horas* T24.- A las 24 horas* T36.- A las 36
horas®. (* de haber sido colectado)

D1.- 1:1*

D2.- 1:2*

D3.- 1:3*

D.- dilucién *DILUCION.- parte de semen por partes de diluyente
C.- Caballos T/D.- Tiempo/Dilucion

119



4.- FRAGMENTACION DEL ADN ESPERMATICO

4.1- FRAGMENTACION DEL ADN ESPERMATICO EN PORCENTAJE POR

CABALLO
(Fig.a, b,c,d, e, f)

FRAGMENTACION EN %

FRAGMENTACION DEL ADN ESPERMATICO EN %
CABALLO N°1

20
1s 17.25
3.5

10 5 25 —o— FRAG

5 .25 .

—— Lineal (FRAG)
0
T0 T12 T4 136 y =3.725x + 2.25

(Fig. a)
FRAGMENTACION DEL ADN ESPERMATICO EN %
o CABALLO N22
X 30
2
& 25
S 20 0
S 75
= 3.25 —+—FRAG
2 10
s Lineal (FRAG)
Q
O
& T0 T12 24 136 y=4.15x +8.125
(Fig. b)
FRAGMENTACION DEL ADN ESPERMATICO EN %
< 30 CABALLO N3
Z 26.5
‘CZ) 20 2.75
2 8.75
< 15 7.75
Z 10 ——FRAG
s . .
Q —— Lineal (FRAG)
<
o 0
T0 T12 T24 T36  y=3.925x + 10.875
(Fig.c)
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FRAGMENTACION DEL ADN ESPERMATICO EN%
CABALLO N24

X 20
z 17.25
*5 15
=
= 10 10 —+—FRAG
S 5 6.25 — Lineal (FRAG)
2
£ o
T0 T12 T24 36 y=3.8x+2.625
(Fig.d)
FRAGMENTACION DEL ADN ESPERMATICO EN%
CABALLO Ne5
w 102
Z 100 100
=z 98
2 9%
<
'E 94 93.5 —o— FRAG
g 92 —Lineal (FRAG)
o 90
E 88
TO T12 T24 T36 y =2.15x +92.125
(Fig.e)
FRAGMENTACION DEL ADN ESPERMATICO EN%
CABALLO N@6
20
x
S 15.5
w15 .
‘Q
(@]
X 10 —o—FRAG
2
S —— Lineal (FRAG)
G 5
<
e
0
T0 T12 T24 T36 y =3.375x + 1.75
(Fig.f)
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El indice de dispersion de la cromatina es muy similar en los caballos C1 y
C4,el C2yel C3; el indice de dispersion de la cromatina del C5 es el mas alto
y el C6 es el mas bajo durante el tiempo del estudio.

Frag.- Fragmentacion del ADN Lineal.- linea de tendencia T.- tiempo

4.2.- FRAGMENTACION DEL ADN ESPERMATICO EN PORCENTAJE DE LOS
CABALLOS DE LA UPM Y DE LA UAT
UPM (Fig.a). UAT (Fig. b).

FRAGMENTACION DEL ADN ESPERMATICO EN %
CABALLOS DE LA UPM
x 25
E 23
= 20 19
)
E 15 15
é 10 11 FRAG
g 5 —— Lineal (FRAG)
[« 4
“ 0
TO T12 T24 T36 y=ax+7
(Fig.a)
FRAGMENTACION DEL ADN ESPERMATICO EN %
CABALLOS DE LA UAT
2 50
2 44
> 40 45/!8/4’2/
)
g 30
s
g 20 FRAG
E 10 Lineal (FRAG)
0
TO T12 T24 T36 y=3.1x+32
(Fig. b)

Frag.- Fragmentacion del ADN Lineal.- linea de tendencia T.- tiempo
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4.2.1.- COMPARACION DE LA FRAGMENTACION DEL ADN ESPERMATICO
EN PORCENTAJE DE LOS CABALLOS DE LA UPM Y DE LA UAT

COMPARACION DE LA FRAGMENTACION DEL ADN EN
PORCENTAIJE ENTRE LOS CABALLOS DE LA UPM Y EL DE LOS
CABALLOS DE LA UAT
FRAG UPM
z 44 -
; 40 /35%3//@/ y=4x+7
3 FRAG UAT
S 30
= y=3.1x+32
z 20 23 .
s /r/ﬁ/ﬂ/ Lineal (FRAG
UPM
3 10 )
0 —— Lineal (FRAG
TO T12 T24 T36 UAT)

Frag.- Fragmentaciéon del ADN Lineal.- linea de tendencia T.- tiempo
4.2.2.- COMPARACION DE LA FRAGMENTACION DEL ADN ESPERMATICO
EN PORCENTAJE DE LOS CABALLOS JOVENES DEL GRUPO UPM/UAT

COMPARACION DE LA FRAGMENTACION DEL ADN EN
PORCENTAJE DE LOS CABALLOS JOVENES DEL GRUPO UPM/UAT
FRAG C1
30
y =3.725x + 2.25
FRAG C3

25 y =3.925x + 10.875

FRAG C4

y=3.875x + 2.5
FRAG C6

y=3.375x + 1.75

20

15 .
—— Lineal

(FRAG C1)

FRAGMENTACION EN %

A\

10 —— Lineal

(FRAG C3)

—— Lineal
(FRAG C4)

Lineal
0 (FRAG C6)
TO T12 T24 T36

Frag.- Fragmentacion del ADN Lineal.- linea de tendencia T.- tiempo
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El indice de dispersiéon de la cromatina de los caballos jovenes C1, C4, C6 es
muy similar pero el del caballo C3 es mas alto conforme paso el tiempo del

estudio

4.2.3.- COMPARACION DE LA FRAGMENTACION DEL ADN ESPERMATICO
EN PORCENTAJE DE LOS CABALLOS VIEJOS DEL GRUPO UPM/UAT

120

100

80

60

40

FRAGMENTACION EN %

20

COMPARACION DE LA FRAGMENTACION DEL ADN EN% DE LOS
CABALLOS VIEJOS DEL GRUPO UPM/UAT

-

TO

T12 T24

T36

FRAG C2
y=4.15x + 8.125

FRAG C5

y =2.15x + 92.125

—— Lineal
(FRAG C2)

—— Lineal
(FRAG C5)

Frag.- Fragmentacién del ADN Lineal.- linea de tendencia T.- tiempo

El indice de dispersién de la cromatina de los caballos viejos no es similar
durante los tiempos del estudio

5.- DATOS DE MOTILIDAD, VIABILIDAD Y FRAGMENTACION DE ADN

5.1.- COMPARACION DE LOS RESULTADOS DE MOTILIDAD Y VIABILIDAD
CON LOS DE FRAGMENTACION DEL ADN POR CABALLO

CABALLO N@1

TIEMPO MOTILIDAD* VIABILIDAD* FRAGMENTACION
TO 95% 85% 6.25%

T12 89% 83% 9.25%

T24 75% 65% 13.5%

T36 65% 60% 17.25%
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CABALLO N¢22

TIEMPO MOTILIDAD* VIABILIDAD* FRAGMENTACION
TO 66% 66% 12.25%
T12 13% 19% 16.75%
T24 7% 12% 20%
T36 3% 8% 25%
CABALLO N23
TIEMPO MOTILIDAD* VIABILIDAD* FRAGMENTACION
T0 76% 77% 14.75%
T12 78% 79% 18.75%
T24 63% 65% 22.75%
T36 41% 45% 26.5%
CABALLO N24
TIEMPO MOTILIDAD* VIABILIDAD* FRAGMENTACION
TO 94% 84% 6.25%
T12 79% 70% 10%
T24 78% 70% 15%
T36 61% 50% 17.5%
CABALLO N25
TIEMPO MOTILIDAD* VIABILIDAD* FRAGMENTACION
TO 36% 43% 93.5%
T12 20% 24% 97.25%
T24 16% 20% 99.25%
T36 10% 15% 100%
CABALLO N<26
TIEMPO MOTILIDAD* VIABILIDAD* FRAGMENTACION
T0 94% 84% 5.50%
T12 79% 70% 8%
T24 68% 62% 11.75%
T36 55% 50% 15.50%

*Valores que se obtuvieron con la dilucion 3 (D3: 1:3)
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5.2.- COMPARACION DE LOS RESULTADOS DE MOTILIDAD Y VIABILIDAD
CON LOS DE FRAGMENTACION DE LOS CABALLOS DE LA UPM Y DE LOS
CABALLOS DE LA UAT

CABALLOS UPM

TIEMPO

MOTILIDAD*

VIABILIDAD*

FRAGMENTACION

T0

79%

76%

11%

T12

60%

60%

15%

T24

50%

47%

19%

T36

36%

37%

23%

CABALLOS UAT

TIEMPO

MOTILIDAD*

VIABILIDAD*

FRAGMENTACION

TO

75%

70%

35%

T12

55%

55%

38%

T24

54%

51%

42%

T36

42%

36%

44%

*Valores que se obtuvieron con la dilucién 3 (D3: 1:3)
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5.3.- PARAMETROS DE MOTILIDAD, DE VIABILIDAD, COMPARADOS CON
EL DE FRAGMENTACION DEL ADN EN PORCENTAJE POR TIEMPO Y POR

CABALLO

(Fig.a, b, c,d, e, f,g)

120

=
o
o

(0]
o

VALORES DE LOS PARAMETROS EN %
B o)
S o

N
o

COMPARACION ENTRE LOS PARAMETROS DE MOTILIDAD, VIABILIDAD
Y FRAGMENTACION DEL ADN EN % DEL
CABALLO N21

=4¢=— VIOTILIDAD
y =-10.4x + 107

== VIABILIDAD

y=-9.3x + 96.5
FRAG

y=3.725x + 2.25
—— Lineal

(MOTILIDAD)

—— Lineal

/_  (VIABILIDAD)

Lineal (FRAG)

T0 T12 T24 T36

TIEMPO

(Fig.a)

TO.- Hora cero (INICIO) T12.- A las 12 horas* T24.- A las 24 horas* T36.- A las 36
horas®. (* de haber sido colectado)
FRAG.- Fragmentacion
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100

80

COMPARACION ENTRE LOS PARAMETROS DE MOTILIDAD, VIABILIDAD
Y FRAGMENTACION DEL ADN EN % DEL
CABALLO N22

==¢—MOTILIDAD
y=-19.5x + 71
== VIABILIDAD

N
2
w
[72)
o
o
|—
w
2 60 y=-18.1x + 71.5
=
g FRAG
8 40 y = 4.15x + 8.125
w
a —— Lineal
g 20 (MOTILIDAD)
—
< .
> N — Lineal
0 ~ ¢ (VIABILIDAD)
TO T12 T24 \I86 _
—— Lineal (FRAG)
-20
(Fig.b)
TIEMPO

TO.- Hora cero (INICIO) T12.- A las 12 horas* T24.- A las 24 horas* T36.- A las 36
horas®. (* de haber sido colectado)
FRAG.- Fragmentacion
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COMPARACION ENTRE LOS PARAMETROS DE MOTILIDAD, VIABILIDAD
Y FRAGMENTACION DEL ADN EN % DEL
CABALLO N23
100 —4— MOTILIDAD
90 y=-12x + 94.5
N
=z g0 ~—\/|ABILIDAD
b4 y=-11x+94
g 70
w FRAG
2 60
o y =3.925x + 10.875
a 50
8 ——Lineal
o 40 (MOTILIDAD)
[a]
2 30
8 —— Lineal
< 20 / (VIABILIDAD)
>
10 —— Lineal (FRAG)
0
T0 T12 T24 T36
(Fig.c)
TIEMPO

TO.- Hora cero (INICIO) T12.- A las 12 horas* T24.- A las 24 horas* T36.- A las 36
horas®. (* de haber sido colectado)
FRAG.- Fragmentacion
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COMPARACION ENTRE LOS PARAMETROS DE MOTILIDAD, VIABILIDAD
Y FRAGMENTACION DEL ADN EN % DEL
CABALLO N24
100 —4—MOTILIDAD
y=-10x + 103
" %0 —&—VIABILIDAD
g 8o y=-10.2x + 94
¥ FRAG
2 70
E y=3.875x +2.5
S 60 —— Lineal
= (MOTILIDAD)
< so0 L
- —— Lineal
S 40 (VIABILIDAD)
a —— Lineal (FRAG)
v 30
wl
-4
S 20
<
>
10 //
0
T0 T12 T24 136
(Fig.d)
TIEMPO

TO.- Hora cero (INICIO) T12.- A las 12 horas* T24.- A las 24 horas* T36.- A las 36
horas®. (* de haber sido colectado)
FRAG.- Fragmentacion
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COMPARACION ENTRE LOS PARAMETROS DE MOTILIDAD,VIABILIDAD

Y FRAGMENTACION DEL ADN EN % DEL
CABALLO N25

100 e == MOTILIDAD
90 y=-8.2x+41
®
Z 80 == VIABILIDAD
%) y=-8.8x+47.5
S 70
G FRAG
S 60
=
< 5o y =2.15x + 92.125
3; —— Lineal
2 40 (MOTILIDAD)
w
o .
] 30 —— Lineal
& (VIABILIDAD)
2 20
> —— Lineal (FRAG)
10
0
TO T12 T24 T36
(Fig.e)
TIEMPO

TO.- Hora cero (INICIO) T12.- A las 12 horas* T24.- A las 24 horas* T36.- A las 36
horas®. (* de haber sido colectado)
FRAG.- Fragmentacion
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COMPARACION ENTRE LOS PARAMETROS DE MOTILIDAD, VIABILIDAD
Y FRAGMENTACION DE ADN EN % DEL

CABALLO N26

100
—+— MOTILIDAD
x 90 y =-12.8x + 106
4
o 80 VIABILIDAD
o
£ 70 y=-11x +94
% 60 FRAG
= y=3.375x + 1.75
(72) .
o Lineal
E 40 (MOTILIDAD)
(%2]
& 30 —— Lineal
g 20 (VIABILIDAD)
>
10 // —— Lineal (FRAG)
0
TO T12 T24 T36
(Fig.f)
TIEMPO

TO.- Hora cero (INICIO) T12.- A las 12 horas* T24.- A las 24 horas* T36.- A las 36

horas*. (* de haber sido colectado)
FRAG.- Fragmentacion
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5.4- PARAMETROS DE MOTILIDAD, DE VIABILIDAD, COMPARADOS CON
EL DE FRAGMENTACION DEL ADN EN PORCENTAJE POR TIEMPO DE LOS
CABALLOS DE LA UPM Y DE LOS CABALLOS DE LA UAT
UPM (Fig. a). UAT (Fig. b).

100
90
80
70
60
50

VALORES DE LOS PARAMETROS EN %

COMPARACION ENTRE LOS PARAMETROS DE MOTILIDAD,
VIABILIDAD Y FRAGMENTACION DEL ADN EN % DE LOS

CABALLOS DE LA UPM

=¢=—MOTILIDAD

y=-13.9x + 91
=3—V/|ABILIDAD

y=-13x + 87.5
FRAG

TIEMPO

=4x+7

40 V_ Lineal
30 (MOTILIDAD)
20 — Lineal
10 /// (VIABILIDAD)

—— Lineal (FRAG)

0
TO T12 T24 T36
(Fig. a)

TO.- Hora cero (INICIO) T12.- A las 12 horas* T24.- A las 24 horas* T36.- A las 36
horas®. (* de haber sido colectado)

FRAG.- Fragmentacion

UPM.- Policia Montada de la Cd. de México
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COMPARACION ENTRE LOS PARAMETROS DE MOTILIDAD,
VIABILIDAD Y FRAGMENTACION DEL ADN EN % DE LOS TRES
CABALLOS DE LA UAT

NS
> 100
w
(72)
o 90 —4—MOTILIDAD
[
s 80
= y =-10x + 81.5
g 70 —8—VIABILIDAD
[-%
(72)
Q 60 y =-10.6x + 79.5
w
a FRAG
@ 50
3 y=3.1x+32
S 40
<>I —— Lineal
30 (MOTILIDAD)
20 —— Lineal
10 (VIABILIDAD)
0 Lineal (FRAG)
TO T12 T24 T36
(Fig, b)
TIEMPO

TO.- Hora cero (INICIO) T12.- A las 12 horas* T24.- A las 24 horas* T36.- A las 36
horas®. (* de haber sido colectado) FRAG.-Fragmentacion

UAT.- Facultad de Medicina Veterinaria de

Tamaulipas

la Universidad Auténoma de
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5.5.- PARAMETROS DE MOTILIDAD, DE VIABILIDAD, COMPARADOS CON
EL DE FRAGMENTACION DEL ADN EN PORCENTAJE POR TIEMPO DE LOS
CABALLOS JOVENES DEL GRUPO UPM/UAT

100

90

80

70

60

50

40

30

VALORES DE LOS PARAMETROS EN %

20

10

COMPARACION ENTRE LOS PARAMETROS DE MOTILIDAD,

VIABILIDAD Y LA FRAGMENTACION DEL ADN EN % DE LOS CABALLOS

JOVENES DEL GRUPO UPM/UAT

MOTILIDAD

y=-11.2x + 102.5
VIABILIDAD

y =-10.6x + 95.5
FRAG
y =3.725x + 4.345
—— Lineal

(MOTILIDAD)

—— Lineal
(VIABILIDAD)

Lineal (FRAG)

L

T0 T12 T24 T36

TIEMPO

TO.- Hora cero (INICIO) T12.- A las 12 horas* T24.- A las 24 horas* T36.- A las 36
horas®. (* de haber sido colectado)

FRAG.- Fragmentacion

UPM.- Policia Montada de la Cd. de México

UAT.- Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Autonoma

Tamaulipas

de
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5.6.- PARAMETROS DE MOTILIDAD, DE VIABILIDAD, COMPARADOS CON
EL DE FRAGMENTACION DEL ADN EN PORCENTAJE POR TIEMPO DE LOS
CABALLOS VIEJOS DEL GRUPO UPM/UAT

COMPARACION ENTRE LOS PARAMETROS DE MOTILIDAD, VIABILIDAD
Y FRAGMENTACION DE ADN EN % DE LOS CABALLOS VIEJOS DEL
GRUPO UPM/UAT

70

60
& MOTILIDAD
z
g >0 y=-9.9x +67.5
= VIABILIDAD
2 1
s y=-9.9x+71
a FRAG
(7]
Q 30
g y = 3.036x + 51.505
@ Lineal
& 20 (MOTILIDAD)
=
> —— Lineal

10 (VIABILIDAD)

0 ——Lineal
T0 T12 T24 136 (FRAG)
TIEMPO

TO.- Hora cero (INICIO) T12.- A las 12 horas* T24.- A las 24 horas* T36.- A las 36
horas*. (* de haber sido colectado)

FRAG.- Fragmentacion

UPM.- Policia Montada de la Cd. de México

UAT.- Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Autonoma de
Tamaulipas

Los parametros de motilidad, de viabilidad con los de fragmentacion del ADN
tienen una correlacion negativa
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B) ANALISIS ESTADISTICO DE SUPERVIVENCIA CON EL METODO DE
KAPLAN MEIER

(COMPARACION CON EL TEST DE Log Rank) Significancia P=0.05

UPM.- Policia Montada de la Cd. de México

UAT.-Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Auténoma de
Tamaulipas

1.-CABALLOS DE LA POLICIA MONTADA DE LA CD. DE MEXICO (UPM)
1.1.- MONTA N°1 UPM
CABALLO N°1: 9 anos, CABALLO N°2: 19 afios, CABALLO N°3: 7 anos.

Funciones de supervivencia

Factor
1.0 *"l'ﬂ***q:mtn (#Caballo)
Itt'{.mﬂﬁq__h'q_ 1
+3 Mz
+
g 3
i ——1-censurado
0.8 =}
3 T 2-censurado
] + 3-censurado
= -+
=
=
=
a 0.6
"
)
P +
c
2
1=
]
o
=
w
0.2
0.0
T T T T T
[u} 10 20 30 40
Time

RESULTADOS: Monta n°l. Caballos de la UPM.

Existe una diferencia significativa entre el indice de fragmentacion del ADN de los
eyaculados de los tres caballos de la UPM.

Hay una diferencia significativa entre el indice de fragmentacion del ADN de los
eyaculados entre:

- El caballo n°2 con el caballo n°®1
- El caballo n°3 con el caballo n°1
- El caballo n°2 con el caballo n°3
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1.2.- MONTA N°2 UPM
CABALLO N°1: 9 anos, CABALLO N°2: 19 afnos, CABALLO N°3: 7 anos.

Funciones de supervivencia

Factor

1.0 e
L e #Cahallo
T++++++-i- S WA ( )
+++.|. B — 11
+++ Sy L - T 12
++ e 3
08 +++ § R —+—1-censurado
. +_-|_ _ L B t—2-censurado
N - ° J-censurado

0.6 + .l._:

0.4

Supervivencia acumulada

0.2+

6 1ID QID SID 4ID
Time
RESULTADOS: Monta n°2. Caballos UPM.
Existe una diferencia significativa entre el indice de fragmentacién del ADN de los
eyaculados de los tres caballos de la UPM.

No hay diferencia significativa entre el indice de fragmentacion del ADN de los
eyaculados entre el caballo n°1 con el caballo n°3

Sin embargo si hay diferencia significativa entre el indice de fragmentacion del ADN
de los eyaculados entre:

- El caballo n°2 con el caballo n°1
-  El caballo n°2 con el caballo n°3
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1.3.- MONTA N°3 UPM
CABALLO N°1: 9 anos, CABALLO N°2: 19 afnos, CABALLO N°3: 7 anos.

Funciones de supervivencia

1.0 Factor
’ "'"”"F=r"+“-|'-:|.“_|_'“_':-+-1-,-._.m (#Caballo)
+ s -
+++ T_-H-_-'-‘h‘.\_. . 2
+ Bk - 3
0.5 ++.'|. ] g —t—1-censurado
. "T.. - 7 — 2-censurado
3 5! 3-censuraco
s T
s T
= + ]
: "
0.6 4
= -l-+
i
[T
=
2
S 04 +
.
a
o
=
w
0.2
0.0
T T T T T
u} 10 20 30 40
Time

RESULTADOS: Monta n°3. Caballos UPM.

Existe una diferencia significativa entre el indice de fragmentacion del ADN de los
eyaculados de los tres caballos de la UPM.

No hay diferencia significativa entre el indice de fragmentacion del ADN de los
eyaculados entre el caballo n°1 con el caballo n°3.

Sin embargo si hay diferencia significativa entre el indice de fragmentacion del ADN
de los eyaculados entre:

- El caballo n°2 con el caballo n°1
- El caballo n°2 con el caballo n°3
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1.4.- MONTA N°4 UPM
CABALLO N°1: 9 anos, CABALLO N°2: 19 afnos, CABALLO N°3: 7 anos.

Funciones de supervivencia

104 Factor
I = -\-==-‘=.-“1-"-|-"+-+-‘I:_+.I___ (#Caballo)
+"'"-"w-..=.__'__'__ i
1__'_"_"'+-I—.|.-'_-"-=""'--- M2
+++ "'-r_'_ 3
0.5 ++ ; T —t+—1-censurado
. +.'|.. +_.|._ —2-censurado
ic] "__|_ + 3-censuraco
= -+
E H
+
E +
3 0.6
o +
=
5 1+
‘o
c
2
S 04
Lo
@ +
o
=
W
0.2+
0.0
T T T T T
[u] 10 20 30 40
Time

RESULTADOS: Monta n°4. Caballos UPM.

Existe una diferencia significativa entre el indice de fragmentacién del ADN de los
eyaculados de los tres caballos de la UPM.

No hay diferencia significativa entre el indice de fragmentacién del ADN de los
eyaculados entre el caballo n°1 con el caballo n°3.

Sin embargo si hay diferencia significativa entre el indice de fragmentacion del ADN
de los eyaculados entre:

- El caballo n°2 con el caballo n°1
- El caballo n°2 con el caballo n°3

140



2.- CABALLOS DE LA FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA DE
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE TAMAULIPAS (UAT)

2.1.- MONTA N°1 UAT
CABALLO N°1: 5 anos, CABALLO N°2: 18 afnios, CABALLO N°3: 3anos.

Funciones de supervivencia

Factor

107 sy R (#Caballo)
- T-'-""hh__h'?- 19
+3 M2
-h'q_.)__‘_ 3
1 ——1-censurado
o8 - +:|. —2-censurado
-i—l 3-censuraclo
0.6 _L

Supervivencia acumulada
o
EoN
1

=
P
1

0.0

T T T T |
a 10 20 30 40

Time

RESULTADOS: Monta n°1. Caballos UAT.

LA

Existe una diferencia significativa entre el indice de frgagmentacion del ADN de los

eyaculados de los tres caballos de la UAT.

Hay diferencia significativa entre el indice de fragmentacion del ADN de los

eyaculados entre:

- El caballo n°1 con el caballo n°3
- El caballo n°2 con el caballo n°®1
- El caballo n°2 con el caballo n°3
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2.2.- MONTA N°2 UAT
CABALLO N°1: 5 anos, CABALLO N°2: 18 anos, CABALLO N°3: 3anos.

Funciones de supervivencia

10 Factor
: e e e (#Caballo)
1 R P -
H T g
oy =
0.5 ++ : -'—"—"’_'__ ——1-censurado
. + 11 T 2-censuraco
] ++ § -l- 3-censurado
=
+ .
5 + _L
S e
g Y1
> 0.& + ) .L
-] o
R +H
o +H
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+ .
= - +—
t 0.4 4
+
s L
= .
[ +
-+
0.2+ L
+
+
+ .
L
0.0
T T T T T
a 10 20 30 40
Time

RESULTADOS: Monta n°2. Caballos UAT.

Existe una diferencia significativa entre el indice de fragmentacion del ADN de los
eyaculados de los tres caballos de la UAT.

Hay diferencia significativa entre el indice de fragmentacion del ADN de los
eyaculados entre:

- El caballo n°1 con el caballo n°3
- El caballo n°2 con el caballo n°1
- El caballo n°2 con el caballo n°3
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2.3.- MONTA N°3 UAT
CABALLO N°1: 5 anos, CABALLO N°2: 18 anos, CABALLO N°3: 3anos.

Funciones de supervivencia

. o Factaor
| R e (#Caballo)
+- s
=+ R -
Sl B = - 2
do = 3
. +-i— _ - ——1-censurado
. 1 +4_ —2-censurado
o ++ -L 3-censurado
& H
k- 3 -
= +
g "3
0.6 +
s 1 +
= ]
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] +
< 04 1
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< L
o
=]
w
0.2-
L
0.0
. T T T T
a 10 20 0 40
Time

RESULTADOS: Monta n°3. Caballos UAT.

Existe una diferencia significativa entre el indice de fragmentacion del ADN de los
eyaculados de los tres caballos de la UAT.

Hay diferencia significativa entre el indice de fragmentacion del ADN de los
eyaculados entre:

- El caballo n°2 con el caballo n°1
- El caballo n°2 con el caballo n°3

No hay diferencia significativa entre el indice de fragmentacion del ADN de los
eyaculados entre el caballo n°1 con el caballo n°3.
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2.4.- MONTA N°4 UAT
CABALLO N°1: 5 anos, CABALLO N°2: 18 anos, CABALLO N°3: 3anos.

Funciones de supervivencia

_ Factor
1.0 (#Caballo)
+ R
- e 1
1 - .
+-|— T 12
+ +J-+ 3
0.5 -— +. —+—1-censurado
+4_ ] = 2-censuracdo
L] +— 3-censurado
= +—
k: +
2 | I
5
a 0.6
" L
p i
o
=
s
£ 047
e
@
o
3
w
0.2+ L
L
0.0
T T T T T
a 10 20 30 40

Time

RESULTADOS: Monta n°4. Caballos UAT.

Existe una diferencia significativa entre el indice de fragmentacién del ADN de los
eyaculados de los tres caballos de la UAT.

Hay diferencia significativa entre el indice de fragmentacion del ADN de los
eyaculados entre:

- El caballo n°1 con el caballo n°2
- El caballo n°1 con el caballo n°3
- El caballo n°2 con el caballo n°3
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3.- COMPARACION ENTRE LOS CABALLOS DE LA UPM Y LOS CABALLOS

DE LA UAT
NOTA:

El caballo n°1 representa el promedio de los caballos de la UPM.
El caballo n°2 representa el promedio de los caballos de la UAT.

3.1.- MONTA N°1 UPM/UAT

Comparacion entre los caballos de la UPM (caballo n°l, azul) y los de la UAT

(caballo n°2, verde).

Funciones de supervivencia

1.0 43__1__1:1?_
B
e e s
AT -
T =3
= +
0.8 e = R
+ 5
K- *3
= hE =T
= 3 ,
5 o L ]
— 1 +

= i
= 1
3 1
= 0.4
Z -+
a
o +
=
3 1°
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+
0.0
T T T T T
] 10 20 30 40
Time

3.2.- MONTA N°2 UPM/UAT

Comparacion entre los caballos de la UPM (caballo

(caballo n°2, verde).

Funciones de supervivencia

Factor
(#F#Caballo)
1
2
t—1-censuracda
b 2-censur raclo

n°l, azul) y los de la UAT

_ Factor
1.0 *?rq_—ttj: #Caballo)
I::q"'_-l-.h 11
++++ +:|.;'_;|_ 2
+++ +-I-+ t—1-censurado
T4 T3 —2-censurado
0.8 =1 .
3 I
~ 3
= i
= ] -
E +-|— -+
S 0.5 1+ +
o gk
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] d
§ +
+

=
= 0.4 e
@
o +‘L
=
P :

0.2

0.0

T T T T T
o 10 20 30 40
Time
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3.3.- MONTA N°3 UPM/UAT

Comparacion entre los caballos de la UPM (caballo n°l, azul) y los de la UAT

(caballo n°2, verde).

Funciones de supervivencia

T ey
= i o IO
+++++'|'=l—:|_+='__'_q-
-
J‘—-l—.‘___'_ 3
0.8 +_—|_+ g =l-_|_+
=

= +
= =+
= +3 .
E 1 i
= 0.6 + +
= ++
]
= +
= -
g 0.4 *
s *]
o +_l_
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[ ]
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0.0
T T T T T
[s] 10 70 30 40

Time

3.4.- MONTA N°4 UPM/UAT

Factor
(FCaballo)
e

12
t—1-censurado
— 2-censurado

Comparacion entre los caballos de la UPM (caballo n°1, azul) y los de la UAT

(caballo n°2, verde).

Funciones de supervivencia

1.0 13__1__1:14 Factor
(#Caballo)
R T —
g g 2
B +++ t—1-censurado
0.5 +++ ) ‘|_-|-+ — 2-censuracdo
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RESULTADOS DE LAS 4 MONTAS UPM/UAT

Existe una diferencia significativa entre el indice de fragmentacién del ADN de los

eyaculados entre de la UPM y los caballos de la UAT en las cuatro montas

146



4.- CABALLOS JOVENES DEL GRUPO UPM/UAT
4.1.- MONTA N°1. Caballos jovenes del grupo UPM/UAT.

CABALLO N°1: 8 anos, CABALLO N°3: 7 afios, CABALLO N°4: 5 afios.
CABALLO N°6: 3 anos.

Funciones de supervivencia

1.0 -|:|;++-I—|-1++.|..|_|.+ A
: : #HCaballo
3 iy ( )
f 5 1
++++ 13
iy ==l 4
— + -+ 1B
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o +
o -+ -+
s +H
= ]
] ]
= +
S 04 +-
i 4
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v +
0.2+ J_ :
+
0.0

Time

RESULTADOS: Caballos jévenes del grupo UPM/UAT. Monta n°1.

Existe una diferencia significativa entre el indice de fragmentacién del ADN de los
eyaculados de los caballos jovenes del grupo UPM/UAT

Hay diferencia significativa entre el indice de fragmentacion del ADN de los
eyaculados entre:

- El caballo n°1 con el caballo n°3
- El caballo n°1 con el caballo n°6
- El caballo n°3 con el caballo n°4
- El caballo n°3 con el caballo n® 6
- El caballo n°4 con el caballo n°6

No hay diferencia significativa entre el indice de fragmentacion del ADN de los
eyaculados entre el caballo n°1 con el caballo n°4.
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4.2.- MONTA N°2. Caballos jovenes del grupo UPM/UAT.

CABALLO N°1: 8 anos, CABALLO N°3: 7 anos, CABALLO N°4: 5 anos,

CABALLO N°6: 3 anos.

Supervivencia acumulada

RESULTADOS: Caballos jovenes del grupo UPM/UAT. Monta n°2.

Funciones de supervivencia

1.0

0.8

0.6

0.2

0.0

T T T
8] 10 20

Time
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4
G
—t—1-censurado
+— 3-censurado
4-censurado
b= B-censuraco

Existe una diferencia significativa entre el indice de fragmentacion del ADN de los

eyaculados de los caballos jovenes del grupo UPM/UAT

Hay diferencia significativa entre el indice de fragmentacion del ADN de los
eyaculados entre:

El caballo n°1 con el caballo n°4
El caballo n°3 con el caballo n°4
El caballo n°4 con el caballo n°6

No hay diferencia significativa entre el indice de fragmentacion del ADN de los
eyaculados entre:

El caballo n°1 con el caballo n°3
El caballo n®1 con el caballo n°6
El caballo n°3 con el caballo n°6
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4.3.- MONTA N°3. Caballos jovenes del grupo UPM/UAT.
CABALLO N°1: 8 anos, CABALLO N°3: 7 anos, CABALLO N°4: 5 anos,
CABALLO N°6: 3 anos.

Funciones de supervivencia

1 04 Factor
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_rq
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4
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RESULTADOS: Caballos jévenes del grupo UPM/UAT. Monta n°3.

Existe una diferencia significativa entre el indice de fragmentacién del ADN de los
eyaculados de los caballos jovenes del grupo UPM/UAT

Hay diferencia significativa entre el indice de fragmentacion del ADN de los
eyaculados entre:

- El caballo n°1 con el caballo n°6
- El caballo n°3 con el caballo n°6

No hay diferencia significativa entre el indice de fragmentacion del ADN de los
eyaculados entre:

- El caballo n°1 con el caballo n°3
- El caballo n°1 con el caballo n°4
- El caballo n°3 con el caballo n°4
- El caballo n°4 con el caballo n°6
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4.4.- MONTA N°4. Caballos jovenes del grupo UPM/UAT.

CABALLO N°1: 8 anos, CABALLO N°3: 7 anos, CABALLO N°4: 5 anos,

CABALLO N°6: 3 anos.

Supervivencia acumulada

RESULTADOS: Caballos jévenes del grupo UPM/UAT. Monta n°4.

Funciones de supervivencia

0.5
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0.2+

0.0

B

4

T T T
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Time
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t—B-censuraco

Existe una diferencia significativa entre el indice de fragmentacién del ADN de los

eyaculados de los caballos jovenes del grupo experimental UPM/UAT.

Hay diferencia significativa entre el indice de fragmentacion del ADN de los
eyaculados entre:

El caballo n°1 con el caballo n°6
El caballo n°3 con el caballo n°4
El caballo n°4 con el caballo n°6

No hay diferencia significativa entre el indice de fragmentacion del ADN de los
eyaculados entre:

El caballo n°1 con el caballo n°3
El caballo n®1 con el caballo n°4
El caballo n°3 con el caballo n°6
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5.- CABALLOS VIEJOS DEL GRUPO UPM/UAT

CABALLOS VIEJOS: N°2: 19 afios (azul UPM) y N°5: 18 afios (verde UAT).

5.1.- MONTA N°1. Caballos viejos del grupo UPM/UAT.

CABALLOS VIEJOS: N°2: 19 afios (azul UPM) y N°5: 18 afios (verde UAT).

Funciones de supervivencia

%+++...,._._ ey,

L -hhh'_-h'__‘__'_
0.8 L -I:‘q_

-

Supervivencia acumulada
o
@
I
|
+_1_tf+

T T T T
1] 10 20 30

Time

Factor
(#Caballo)
_rz
s
t—2-censurado
— S-censurado

5.2.- MONTA N°2. Caballos viejos del grupo UPM/UAT.

CABALLOS VIEJOS: N°2: 19 afios (azul UPM) y N°5: 18 afios (verde UAT).

Funciones de supervivencia
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5.3.- MONTA N°3. Caballos viejos del grupo UPM/UAT.
CABALLOS VIEJOS: N°2: 19 afios (azul UPM) y N°5: 18 afios (verde UAT).

Funciones de supervivencia

Factor
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+-i-‘.'_ ++++\+="="=l=|__'_+ i
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++_-'_ *_-|~.|__'} t—2-censur rado
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5.4.- MONTA N°4. Caballos viejos del grupo UPM/UAT.
CABALLOS VIEJOS: N°2: 19 afios (azul UPM) y N°5: 18 afios (verde UAT)

Funciones de supervivencia

Factaor
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RESULTADOS DE LAS CUATRO MONTAS. Caballos viejos del grupo
UPM/UAT.

Existe una diferencia significativa entre el indice de fragmentacion del ADN de los
eyaculados de los caballos viejos del grupo UPM/UAT.

Hay diferencia significativa entre el indice de fragmentacion del ADN de los
eyaculados entre los caballos de la UPM con los caballos de la UAT en las cuatro
montas.
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6.- TODOS LOS CABALLOS DEL GRUPO UPM/UAT
6.1.- MONTA N°1. De todos los caballos del grupo UPM/UAT.

CABALLO N°1: 9 afos azul, CABALLO N°2: 19 anos verde, CABALLO N°3:
7anos beige, CABALLO N°4:5 afos morado, CABALLO N°: 18 afos amarillo,
CABALLO N°6: 3 anos rojo.

Funciones de supervivencia
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RESULTADOS: De todos los caballos del grupo UPM/UAT. Monta n°1.

Existe una diferencia significativa entre el indice de fragmentacién del ADN de los
eyaculados de todos los caballos del grupo UPM/UAT.

Hay diferencia significativa entre el indice de fragmentacion del ADN de los
eyaculados entre:

- El caballo n°1 con los caballos n°2,3,4,5,6
- El caballo n°2 con los caballos n°1,3,4,5,6
- El caballo n°3 con los caballos n°1,2,4,5,6
- El caballo n°4 con los caballos n°1,2,3,5,6
- El caballo n°5 con los caballos n°1,2,3,4,6
- El caballo n°6 con los caballos n°1,2,3,4,5
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6.2.- MONTA N°2. De todos los caballos del grupo UPM/UAT.

CABALLO N°1: 9 afos azul, CABALLO N°2: 19 anos verde, CABALLO N°3:
7anos beige, CABALLO N°4:5 afios morado, CABALLO N°: 18 afos amarillo,
CABALLO N°6: 3 afios rojo.

Funciones de supervivencia
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RESULTADOS: Todos los caballos del grupo UPM/UAT. Monta n°2.

Existe una diferencia significativa entre el indice de fragmentacién del ADN de los
eyaculados de todos los caballos del grupo UPM/UAT.

Hay diferencia significativa entre el indice de fragmentacion del ADN de los
eyaculados entre:

- El caballo n°1 con los caballos n°2,4,5
- El caballo n°2 con los caballos n°1,3,4,5,6
- El caballo n°3 con los caballos n°2,4,5
- El caballo n°4 con los caballos n°1,2,3,5,6
- El caballo n°5 con los caballos n°1,2,3,4,6
- El caballo n°6 con los caballos n°2,4,5

No hay diferencia significativa entre el indice de fragmentacion del ADN de los
eyaculados entre:

- El caballo n°1 con los caballos n°3,6
- El caballo n°3 con los caballos n°1,6
- El caballo n°6 con los caballos n°1,3
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6.3.- MONTA N°3. De todos los caballos del grupo UPM/UAT.

CABALLO N°1: 9 anos azul, CABALLO N°2: 19 anos verde CABALLO N°3:
7anos beige, CABALLO N°4: 5 afios morado, CABALLO N°5: 18 afios amairillo,
CABALLO N°6: 3 afios rojo.

Funciones de supervivencia
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RESULTADOS: Todos los caballos del grupo UPM/UAT. Monta n°3.

Existe una diferencia significativa entre el indice de fragmentacion del ADN de los
eyaculados de todos los caballos del grupo UPM/UAT.

Hay diferencia significativa entre el indice de fragmentacion del ADN de los
eyaculados entre:

- El caballo n°1 con los caballos n°2,5,6

- El caballo n°2 con los caballos n°1,3,5,6

- El caballo n°3 con los caballos n°2,5,6

- El caballo n°4 con los caballos n°2,5

- El caballo n°5 con los caballos n°1,2,3,4,6
- El caballo n°6 con los caballos n°1,2,3,5

No hay diferencia significativa entre el indice de fragmentacion del ADN de los
eyaculados entre:

- El caballo n°1 con los caballos n°3,4

- El caballo n°2 con el caballo n°4

- El caballo n°3 con los caballos n°1,4

- El caballo n°4 con los caballos n°1,3,6
- El caballo n°6 con el caballo n°5
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6.4.- MONTA N°4. De todos los caballos del grupo UPM/UAT.

CABALLO N°1: 9 afos azul, CABALLO N°2: 19 anos verde, CABALLO N°3:
7anos beige, CABALLO N°4: 5 afios morado, CABALLO N°5: 18 afios amairillo,
CABALLO N°6: 3 anos rojo.

Funciones de supervivencia

| Factor
10 (#Caballo)
++-|—_|__'_-'_ — 11
+_|_++ 3 iz
o = 3
45 e g
] +5 4
[n =) -+ g
- 7 5
- EETFE e
= -+ ;|;-L 1 ——1-censurado
= +_'|_ t— 2-censurado
= 4+ 3-censuraco
= 0.6 —t— d-censurado
o
=] + S-censuracdo
i _l_:i: —t— G-censurado
=]
=
-4
= 0.4
e
T -+
(=1
=
v
0.2
0.0
T T T T T
a 10 20 30 40
Time

RESULTADOS: Todos los caballos del grupo UPM/UAT. Monta n°4.

Existe una diferencia significativa entre el indice de fragmentacién del ADN de los
eyaculados de todos los caballos del grupo UPM/UAT.

Hay diferencia significativa entre el indice de fragmentacion del ADN de los
eyaculados entre:

- El caballo n°1 con los caballos n°2,5,6

- El caballo n°2 con los caballos n°1,3,5,6

- El caballo n°3 con los caballos n°2,4,5,6

- El caballo n°4 con los caballos n°2,3,5,6

- El caballo n°5 con los caballos n°1,2,3,4,6
- El caballo n°6 con los caballos n°1,2,4,5

No hay diferencia significativa entre el indice de fragmentacion del ADN de los
eyaculados entre:

- El caballo n°1 con los caballos n°3,4

- El caballo n°3 con el caballo n°1

- El caballo n°4 con los caballos n°2,3,5,6
- El caballo n°6 con el caballo n°3
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C) REGISTRO GRAFICO DE LOS ESPERMATOZOIDES DE LOS SEIS
SEMENTALES CON O SIN DISPERSION DE LA CROMATINA

Espermatozoides tefiidos con la tincion de DIFF QUIK, observados con el

microscopio 6ptico de campo claro con 1000 aumentos y con aceite de

inmersion.

1.- CABALLOS DE LA POLICIA MONTADA DE LA CD. DE MEXICO (UPM)
CABALLO N°1

Espermatozoides con
fragmentacién de
ADN

CABALLO N°2

Espermatozoides con
fragmentacién de ADN
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CABALLO N°3

Espermatozoides
con fragmentacién
de ADN

2.- CABALLOS DE LA FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA DE LA
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE TAMAULIPAS (UAT)

CABALLO N°4

Espermatozoide sin
fragmentacién de
ADN

Espermatozoide con
fragmentacion de

ADN
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CABALLO N°

Espermatozoides con
fragmentacién de ADN

CABALLO N°6

Espermatozoides
normales, sin
fragmentacion de ADN
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XV DISCUSION

Los resultados de la fragmentacion de ADN de los seis sementales se acrecentaron
conforme pasé el tiempo de refrigeracidn comportandose como los citados en el
trabajo de Lopez-Fernandez et al., (2007).

El indice de fragmentacion del ADN espematico fue relativamente similar entre los
caballos jovenes del grupo UPM/UAT durante las cuatro montas. Por el contrario
los dos caballos viejos demostraron grandes diferencias entre ellos y con respecto
a los caballos jévenes.

Los sementales son frecuentemente utilizados para la reproduccién hasta edades
avanzadas, siendo la edad avanzada un factor responsable del estrés oxidante en
el semen de estos sementales. El caballo C5 de 18 afos presentd un indice de
fragmentacion de 93% en semen fresco. (Promedio en las cuatro montas).
Estudios realizados en ratas demostraron que en los animales viejos, el estrés
oxidante aumenta en el semen. La actividad de las enzimas GPX1, GPX4 (glutation
peroxidasa 1 y 4) y la superoxido dismutasa (SOD) disminuyen en los
espermatozoides. Ademas la expresion de la GPX4 (glutation peroxidasa 4)
disminuye en el nucleo espermatico (Weir y Robaire, 2007) y puede estar implicada
en la disminucion de la condensacién de la cromatina, inducida por una
disminucién del numero de los puentes disulfuro, observados en los animales
viejos. Esta disminucion de la condensacion de la cromatina en los animales viejos
es responsable del aumento de la sensibilidad del ADN espermatico a los dafos
oxidantes (Zubkova et al., 2005). También un aumento en la produccion de las
especies reactivas de oxigeno por los espermatozoides y de la LPO (peroxidacion
de los lipidos) membranaria se observd en los animales viejos. (Weir y Robaire,
2007). Lo que confirma los resultados en este estudio con el caballo C5 de 18
afnos.

Los resultados de la prueba de dispersion de la cromatina de los seis caballos
tuvieron una correlacion negativa con respecto a los resultados de los parametros
convencionales de motilidad y viabilidad. Las diferencias que encontramos en este
estudio entre los parametros anteriormente mencionados se deben a que cada
semental se comporta diferente.

Kenny et af., (1995) report6 que los porcentajes de desnaturalizacion de la
cromatina espermatica son mas altos en sementales subfértiles que en sementales
fértiles, 32% versus 16%, y que los registros de la desnaturalizacion tienen una
correlacion negativa en el periodo de montas. Los resultados de los caballos C2 de
19 afos y el C5 de 18 afos presentaron porcentajes mas altos de
desnaturalizacién que los otros caballos mas jovenes del grupo. En algunos
sementales que presentan un alto nivel de cromatina comprometida en semen
fresco, presentan un descenso rapido en el porcentaje de la calidad de la cromatina
durante la refrigeracion (Love, 2002). El caballo C5 de 18 afos presentd en sus
muestras de semen fresco un alto porcentaje de desnaturalizacion que se
acresentd con la refrigeracién. La fragmentacion del ADN no es estrictamente
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dependiente de la temperatura (Love, 2002.); tambien depende del tiempo de
almacenaje, del tipo de diluyente utilizado y sobre todo de la calidad seminal de los
sementales. (Love, 2005).

Las especies reactivas de oxigeno se caracterizan por causar dano en el ADN
espermatico y en el ADN de otras células. Baumber et al., (2003) menciona que en
el semen equino el dafo al ADN espermatico se debe al aumento de las
concentraciones de las especies reactivas de oxigeno. En este trabajo se observo
lo mismo.

El dafio al ADN espermatico aparece por ser iniciado cuando el estrés oxidativo
afecta previamente a la motilidad del semen.

Tambien aparece un dafo al ADN espermatico durante el almacenaje del semen
equino refrigerado (Linfor y Meyers, 2002) y congelado (Baumber et al., 2003). En
nuestro estudio observamos el descenso de la motilidad, de la viabilidad y el
aumento de los porcentajes de fragmentacion conforme paso el tiempo en que las
muestras de semen estuvieron almacenadas en refrigeracion.

Un leve estrés oxidativo puede permitir al semen danado en su ADN fertilizar al
ovocito. La célula espermatica no tiene la habilidad de reparar el dafio del ADN,
pero puede fertilizar al ovocito, sin embargo el desarrollo embrionario es reducido y
se produce la muerte temprana embrionaria (Ahmadi y Ng, 1999; Morris et al.,
2002).

Algunos origenes potenciales en el estrés oxidante en el semen equino se deben al
ejercicio fisico excesivo, a la edad, a causas testiculares e infecciones del tracto
genital asi como al empleo de medicamentos como anabdlicos, antibibticos y
antiinflamatorios.

Kirschvink et al., (2008) menciona que el ejercicio excesivo al que estan expuestos
los caballos de carreras en los entrenamientos para prepararlos a las
competiciones, provoca la aparicion del estrés oxidante muscular y sistematico; la
contraccién de las fibras musculares es el origen de la produccion de las especies
reactivas de oxigeno. Dos mecanismos parecen estar implicados: el aumento del
metabolismo aerobio y la activacion de células fagocitarias en respuesta a los
danos musculares o a la accién de las hormonas del estrés (la adrenalina, el
cortisol entre otras). Estas hormonas son liberadas enseguida del aumento de la
demanda metabdlica y al aumento de la temperatura central (Peake et al., 2007).
Estos ejercicios fisicos intensos podrian igualmente ser el origen del estrés
oxidativo en el semen equino, como se demostré en modelos experimentales en
ratas expuestas a ejercicio intenso y en aumento, demostraron una disminucion en
la cantidad de los espermatozoides en su semen y también una disminucién de su
motilidad. Estas modificaciones se asociaron a un aumento de los marcadores
bioquimicos (superdxido dismutasa (SOD), catalasas (CAT) glutation reducida
(GSH) glutatién peroxidasa (GPX)) del estrés oxidante en los testiculos.Tambien la
exposicion al efecto del estrés oxidante debido a un ejercicio intenso crénico
interfiere en la espermatogénesis y en la esteroidogénesis testicular como lo
menciona Manna et al., (2004). Un estudio realizado por Taylor et al., 1997, con
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cinco sementales, demostré que un ejercicio moderado después de tener a los
sementales sin ninguna actividad fisica puede tener efectos nefastos sobre la
calidad del semen. Diferencias constantes en las caracteristicas morfologicas de
los espermatozoides se observaron entre los eyaculados antes y después del
ejercicio, esta respuesta al ejercicio fue variable entre los sementales.

XVI CONCLUSIONES

Con este estudio se pudo demostrar que la seleccion de los sementales para la
reproduccion depende del manejo y de la calidad de su semen para obtener
mejores resultados en la fertilizacion.

El semen del caballo C1 de 9 afios de edad se mantiene viable hasta las 36 h de
haber sido conservado en refrigeraciéon. Por lo que su semen puede ser enviado en
refrigeracion a 34 horas de distancia de su lugar de origen.

El semen de los caballos C4 de 5 afios y C6 de 3 afios y medio, a pesar de que su
semen se mantiene viable hasta las 36 horas de haber sido refrigerado, los
resultados de sus parametros son mejores a las 24 horas de haber sido refrigerado.
Por lo que se recomienda utilizar su semen hasta las 24 horas de haber sido
refrigerado y puede ser enviado a una distancia de 22 horas de su lugar de origen.
El semen del caballo C3 de 7 afios se mantiene viable en refrigeracion hasta las 24
horas por lo que su semen puede mandarse hasta 22 horas de distancia de su
lugar de origen.

El caballo C2 de 19 anos se recomienda sélo para monta directa o inseminacién
con semen fresco.

El caballo C5 de 18 anos de edad por sus resultados en las pruebas efectuadas
debe excluirse de la reproduccion.

En este estudio se observd que el estrés oxidante es el responsable de la
disminucién de la capacidad fecundante de los espermatozoides.

Las pruebas convencionales y las pruebas avanzadas a pesar de tener una
correlacion negativa, deben aplicarse conjuntamente para determinar la calidad
seminal de un caballo. Ambas pruebas son de primera eleccién para evaluar la
capacidad fertilizante del esperma de un semental.

Los animales subfértiles deben ser eliminados del hato reproductivo para hacer una
seleccién y poder tener una mejora genética.

Las pruebas convencionales y avanzadas que se utilizaron para realizar este
estudio pueden aplicarse en condiciones de campo.

En este estudio se demuestra que estas técnicas son fiables para evaluar la calidad
espermatica y tener buenos resultados en la reproduccion en ausencia de tener un
laboratorio equipado

RECOMENDACIONES:

La eleccion del proceso de conservacion al cual se va a someter el esperma de los
sementales dependera de los resultados que se obtengan del espermiograma, de
las pruebas con diferentes diluyentes, utilizando diversas concentraciénes, tiempos
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de refrigeracion sin omitir la evaluacién de los factores siguientes: estado fisico del
animal, edad, medio ambiente, condiciones de vida, alimentacién, raza y
antecedentes genéticos. Con el fin de adaptar el protocolo de refrigeracién a cada
individuo y obtener un mayor indice de fertilizacién.

La presencia de un alto indice de fragmentacién de ADN en pruebas con semen
fresco, en los eyaculados de cuatro colecciones consecutivas (con un intervalo
entre ellas de siete dias) y teniendo en cuenta la edad del caballo,y las condiciones
de vida, nos indica que puede haber un problema de origen testicular; por lo que
debe considerarse hacer pruebas complementarias a las que ya mencionamos
anteriormente. Como medir:

- la peroxidacion de los lipidos membranarios (niveles de MDA, marcador BODIPY
1),

- la oxidacion del ADN, (marcador 8-OH-dg),

- la produccién de las especies reactivas de oxigeno (quimioluminiscencia,
resonancia paramagneética electronica),

- la actividad de las enzimas antioxidantes,

- la concentracion de los antioxidantes no enzimaticos,

- la capacidad antioxidante del plasma seminal (quimioluminiscencia)

Baumber et af.,(2003) menciona que el dano al ADN espermatico equino se puede
bloquear con catalasa o glutation reducido (GSH), pero no con el superoxido
dismutasa, que indica que el peroxido de hidrogeno (H20,) es el mayor
responsable del dafio al ADN espermatico equino
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XVIII ANEXO

A) DATOS DE LOS CABALLOS DEL GRUPO UPM/UAT

1.- CABALLO N°1

Edad 9 afios raza Azteca
Promedio de las cuatro montas

VOLUMEN | pH CONCENTRACION | ANORMALIDADES
72ml 7.4 226millones/ml 32%
MORFOLOGIA

En este semental se encontraron las siguientes anormalidades con un promedio de
las cuatro montas de 32%:
Cabezas: desprendidas, dobles.
Pieza media: doblados, hinchados.

Gotas citoplasmaticas: distales y proximales.

Cola: en forma de gancho, en espiral.

2.- CABALLO N°2

Edad 19 afos raza Azteca
Promedio de las cuatro montas

VOLUMEN | pH CONCENTRACION | ANORMALIDADES
58ml 7.3 172millones/ml 24%
MORFOLOGIA

En este semental se encontraron las siguientes anormalidades con un promedio de
las cuatro montas de 24%:
Cabezas: desprendidas, dobles.
Pieza media: doblados, hinchados.

Gotas citoplasmaticas: distales y proximales.

Cola: en forma de gancho, en espiral.

3.- CABALLO N°3

Edad 7 aflos raza Azteca
Promedio de las cuatro montas

VOLUMEN | pH

CONCENTRACION

ANORMALIDADES

101ml 7

183millones/ml

27%
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MORFOLOGIA

En este semental se encontraron las siguientes anormalidades con un promedio de
las cuatro montas de 27%:

Cabezas: desprendidas, dobles.

Pieza media: doblados, hinchados.

Gotas citoplasmaticas: distales y proximales.

Cola: en forma de gancho, en espiral.

4.- CABALLO N°4

Edad 5 afios raza Cuarto de Milla
Promedio de las cuatro montas

VOLUMEN | pH CONCENTRACION | ANORMALIDADES
35ml 7.1 194 millones/ml 16%
MORFOLOGIA

En este semental se encontraron las siguientes anormalidades con un promedio de
las cuatro montas de 16%:

Cabezas: desprendidas, dobles.

Pieza media: hinchadas.

Gotas citoplasmaticas: distales y proximales.

Cola: doblada.

5.- CABALLO N°

Edad 18 afos raza Cuarto de Milla
Promedio de las cuatro montas

VOLUMEN | pH CONCENTRACION | ANORMALIDADES
53ml 7 167millones/ml 28%
MORFOLOGIA

En este semental se encontraron las siguientes anormalidades con un promedio de
las cuatro montas de 28%:

Cabezas: desprendidas, dobles.

Pieza media: hinchadas.

Gotas citoplasmaticas: distales.

Cola: doblada.
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6.- CABALLO N°

Edad 3 afios y medio raza Cuarto de Milla

Promedio de las cuatro montas

VOLUMEN | pH CONCENTRACION | ANORMALIDADES
50ml 7.2 297millones/ml 1%
MORFOLOGIA

En este semental se encontraron las siguientes anormalidades con un promedio de
las cuatro montas de 11%:

Cabezas: desprendidas, dobles.

Gotas citoplasmaticas: distales.

Cola: doblada.

7.- PROMEDIO DE LOS TRES CABALLOS DE LA POLICIA MONTADA DE LA
CD DE MEXICO (UPM)

VOLUMEN | pH CONCENTRACION | ANORMALIDADES

77ml 7.2 194millones/ml 28%

8.- PROMEDIO DE LOS TRES CABALLOS DE LA FACULTAD DE MEDICINA
VETERINARIA DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE TAMAULIPAS (UAT)

VOLUMEN | pH CONCENTRACION | ANORMALIDADES

77ml 7.3 194 millones/ml 18%

9.- MEDIAS Y DESVIACION ESTANDAR DEL GRUPO DE LA POLICIA
MONTADA DE LA CD DE MEXICO/FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA
DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE TAMAULIPAS (UPM/UAT)

- MOTILIDAD EN TIEMPO DEL GRUPO UPM/UAT

MOTILIDAD EN TIEMPO

CABALLO | TO T12 T24 T36 P
M+-DST M+-DST M+-DST M+-DST

Cl 95+-0 75.67+-14.64 | 62.67+-13.65 | 49.34+-17.78 | 0.01

C2 66+-0 21+-8.54 11+-4 5.33+-2.52 0

C3 76+-0 70.33+.7.50 | 52.33+-11.02 | 33.33+-8.02 0

C4 94+-0 80.33+-1.15 | 73.33+-6.43 54+-7.55 0

183




C5 36+-0 21+-1.73 11+-4.36 7.67+-2.52 0
C6 94+-0 76-67+-3.21 | 66+-4.36 52.33+-3.78 |0
C1,2,3 79+-0 55.67+-4.51 | 34.33+-2.08 29.67+-7.77 |0
C5,6,7 75+-0 59.33+-0.58 | 46.33+-10.78 | 38+-4.58 0
C1,2,3,4,5,6 | 76.83+-21.85 | 57.50+-27.50 | 46.05+-27.17 | 33.67+-22.21 |0
C1,3,4,6
C5,2
M.- Media DST.- Desviacion estandar
-MOTILIDAD POR DILUCION DEL GRUPO UPM/UAT
MOTILDAD POR DILUCION

D1 D2 D3 P
CABALLO | M+-DST M+-DST M+-DST
C1 58.25+-27.43 72.75+-18 81+-13.56 0.33
C2 29.75+-25.85 | 25.50+-27.69 | 22.25+-29-45 | 0.93
C3 51.25+-22.70 58.25+-18.90 | 64.50+-17.02 | 0.65
C4 71.75+-20.63 76.50+-16.22 | 78+-13.50 0.86
C5 18+-14.35 18.25+-13.02 | 20.50+-11.12 | 0.96
C6 69+-19.54 73.75+-16.74 | 74+-16.55 0.9
C1,2,3 46.50+-24.90 | 49.75+-22.54 | 52.75+-20.84 | 0.93
C4,5,6 50.25+-20.42 56.25+-15.17 | 57.50+-13.67 | 0.8
C1,2,3,4,5,6 | 49.67+-28.13 54.17+-29.42 | 56.70+-30.48 | 0.7
C1,3,4,6 62.56+-22.08 70.31+-17.27 | 74.37+-15.07 | 0.19
C5,2 23.87+-20.35 21.87+-20.41 | 21.37+-20.63 | 0.97
M.- Media DST.- Desviacion estandar
-VIABILIDAD EN TIEMPO DEL GRUPO UPM/UAT
VIABILIDAD EN TIEMPO

TO T12 T24 T36 P
CABALLO | M+-DST M+-DST M+-DST M+-DST
C1l 85+-0 67.67+-16.62 | 57.33+-13.28 | 45.67+-16.26 | 0.01
C2 66+-0 30+-10.53 19+-7 11.67+-3.51 0
C3 77+-0 72.33+-7.64 51.67+-14.04 | 36.67+-8.50 | 0.001
C4 84+-0 71.67+-1.53 65.33+-5.68 | 46+-5.30 0
C5 43+-0 24.33+-2.30 15+-1.73 10.33+-1.15 |0
C6 84+-0 68+-3.46 58+-6.93 46.33+-4.82 |0
C1,2,3 76+-0 56.33+-4.73 | 42.67+-6.66 | 31.67+-7.09 |0
C4,5,6, 70+-0 54.66+-0.58 | 46.67+-5.13 | 34.67+-4.16 |0
C1,2,3,4,5,6 | 73.17+-15.44 | 55.72+-22.06 | 44.61+-21.50 | 33.28+-17.66 |0
C1,3,4,6 82.50+-3.34 | 69.92+-8.26 58.08+-10.40 | 43.60+-9.39 |0
C5,2 54.50+-12.60 | 27.33+-7.40 17.67+-5.16 11.67+-2.94 |0

M.- Media

DST .- Desviacion estandar
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-VIABILIDAD POR DILUCION DEL GRUPO UPM/UAT

VIABILIDAD POR DILUCION

D1 D2 D3 P
CABALLO | M+-DST M+-DST M+-DST
Cl 51.25+-24.27 | 67.25+-14.84 | 73.25+-12.61 | 0.25
C2 36.75+-22.02 | 32+-23.99 26.25+-26.89 | 0.83
C3 51.50+-22.87 | 60.25+-18.82 | 66.50+-15.61 | 0.56
C4 63.75+-18.84 | 68+-15.07 68.50+-13.99 | 0.9
C5 23+-15.40 23.25+-14.05 | 23.25+-14.05 | 0.99
C6 59.75+-18.73 | 66+-15.05 66.50+-14.27 | 0.81
C1,2,3 46.50+-22.57 | 53.25+-18.28 | 55.25+-16.52 | 0.8
C4,5,6, 48.75+-17.23 | 52.25+-14.20 | 53.50+-13.18 | 0.89
C1,2,3,4,5,6 | 47.67+-23-07 | 57.80+-24.05 | 54.62+-25.45 | 0.54
C1,3,4,6 56.56+-19.85 | 65.37+-14.68 | 68.69+-12.98 | 0.10
C5,2 29.87+-19.07 | 27.62+-18.79 | 25.87+-19.34 | 0.92
M.- Media DST.- Desviacion estandar

- REACCION ACROSOMAL EN TIEMPO DEL GRUPO UPM/UAT

REACCION ACROSOMAL EN TIEMPO

CABALLO | TO T12 T24 T36 P
M+-DST M+-DST M+-DST M+-DST
Cl 43+-0 52+-2 64.34+-1.53 76.67+-1.53 0
C2 58+-0 71+-3 79+-1 80.67+-1.58 0
C3 53+-0 72.67+-2.52 | 73.33+-2.08 78.33+-4.51 0
C4 16+-0 27.67+-2.08 | 28.67+-1.15 40.67+-2.08 0
C5 21+-0 34.33+-4.16 | 40.33+-3.78 47+-3.46 0
C6 15+-0 23.33+-1.15 | 27+-1.73 42.62+-4.04 0
C1,2,3 51+-0 65.33+-0.58 | 72+-1 78.67+-1.53 0
C4,5,6 17+-0 28.33+-1.53 | 32+-2 43.33+-1.53 0
C1,2,3,4,5,6 | 34.33+-18.17 | 46.83+-20.50 | 52.11+-21.66 | 61+-18.40 0.001
C1,3,4,6 31.75+-17.37 | 43.92+-20.82 | 48.33+-21.72 | 59.58+-18.95 | 0.01
C5,2 39.50+-20.26 | 52.67+-20.34 | 59.67+-21.32 | 63.83+-18.60 | 0.20
M.- Media DST.- Desviacion estandar

- REACCION ACROSOMAL POR DILUCION DEL GRUPO UPM/UAT

REACCION ACROSOMAL POR DILUCION

D1 D2 D3 P
CABALLO | M+-DST M+-DST M+-DST
C1 60.25+-15.11 | 59+-14.76 57.75+-14 .17 0.97
C2 70.75+-9.84 | 72.25+-10.44 | 73.50+-10.88 0.93
C3 71.5+-12.9 69.5+-11.21 67+-9.49 0.85
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C4 28.75+-11.17 | 27.75+-9.81 28.25+-9.46 0.99
C5 36+-12.49 36.25+-12.13 | 34.75+-9.60 0.98
C6 26,5+-9.60 27.5+-12.60 27+-12.83 0.99
C1,2,3 67.50+-12.40 | 66.75+-11.95 |66+-11.13 0.98
C4,5,6, 30.10+-30.25 | 30.50+-11.56 | 29.75+-10.21 0.99
C1,2,3,4,5,6 | 48.96+-22.22 | 48.71+-21.98 | 48.04+-21.59 0.98
C1,3,4,6 46.75+-23.02 | 45.94+-22.18 | 45+-21.04 0.97
C5,2 53.37+-21.30 | 54.25+-21.90 | 54.13+-22.79 0.99
M.- Media DST.- Desviacion estandar

10.- MEDIAS Y DESVIACION ESTANDAR DE LOS SEIS CABALLOS DEL
GRUPO DE LA POLICIA MONTADA DE LA CD DE MEXICO/FACULTAD DE
MEDICINA VETERINARIA DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE TAMAULIPAS
(UPM/UAT)

CABALLO | C1 C3 C4 C6 C2 C5

M+-DST M+-DST M+-DST M+-DST M+-DST M+-DST
MOTILIDAD | 70.67+20.98 | 58+-18.67 | 75.42+15.66 | 72.25+16.16 | 25.83+25.26 | 18.92+11.73
VIABILIDAD | 63.92+18.92 | 59.42+18.63 | 67.17+14.28 | 64.08+14.94 | 31.67+22.50 | 23.92+12.68
RACROS* 59+-13.33 69.33+10.38 | 28.25+-9.21 | 27+-10.66 72.17+-9.47 | 35.67+10.39
M.- Media DST.- Desviacién estandar *RACROS.- Reaccion acrosomal

ABREVIACIONES UTILIZADAS:

D.- dilucién *DILUCION.-parte de semen por partes de diluyente
UPM.-Policia Montada de la Cd de México

UAT.-
Tamaulipas

Facultad de

Medicina Veterinaria de la Universidad Autéonoma de

TO-. Hora cero (INICIO) T12.-A las 12 horas* T24.- A las 24 horas* T36.- A las 36
horas*. (* de haber sido colectado) T.-tiempo M.-Monta C.- Caballo

D1.- 1:1*
D2.- 1:2*
D3.- 1:3*
M.- Media

Cl.- Edad 9 anos
C2.- Edad 19 anos
C3.- Edad 7 afnos

F.- Ratio R.- Error residual

C4.- Edad 5 afnos RACROS.-Reaccion acrosomal

C5.- Edad 18 anos

SC.- Suma de cuadrados

. C6.- Edad 3 anos y medio GL.- Grados de libertad

DST.- Desviacion estandar Signif.- Significancia P.- valor de P
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B) ANALISIS ESTADISTICO DE SUPERVIVENCIA CON EL METODO DE
KAPLAN MEIER

(Log Rank) Significancia P=0.05

UPM.- Policia Montada de la Cd. de México
UAT.-Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Auténoma de
Tamaulipas

1.-CABALLOS DE LA POLICIA MONTADA DE LA CD. DE MEXICO (UPM)
MONTA N°1 UPM
CABALLO N°1: 9 anos, CABALLO N°2: 19 arios, CABALLO N°3: 7 anos.

Comparaciones globales. Monta n°1. Caballos de
la UPM.

Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 1414.860 2 .000

Comparaciones por parejas. Monta n°1. Caballos de la UPM.

1 2 3
Chi- Chi- Chi-
Factor (#Caballo) cuadrado  Sig. cuadrado  Sig. cuadrado = Sig.
Log Rank 1 17.814 .000 951.263 .000
(Mantel-Cox) 2 17.814 .000 749.520 .000
3 951.263 .000 749.520 .000

MONTA N°2 UPM
CABALLO N°1: 9 anos, CABALLO N°2: 19 afios, CABALLO N°3: 7 anos.

Comparaciones globales. Monta n°2.Caballos UPM.
Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 151.777 2 .000
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Comparaciones por parejas. Monta n°2. Caballos UPM.

1 2 3
Factor (#Caballo) Chi-cuadrado Sig. Chi-cuadrado Sig. Chi-cuadrado Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 1 96.741 .000 237 .626
2 96.741 .000 106.143 .000
3 .237 .626 106.143 .000

MONTA N°3 UPM
CABALLO N°1: 9 anos, CABALLO N°2: 19 afnios, CABALLO N°3: 7 anos.

Comparaciones globales. Monta n°3. Caballos
UPM.

Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 104.386 2 .000

Comparaciones por parejas. Monta n°3. Caballos UPM.

1 2 3
Factor (#Caballo) Chi-cuadrado Sig. Chi-cuadrado Sig. Chi-cuadrado Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 1 70.004 .000 .037 .847
2 70.004 .000 73.248 .000
3 .037 .847 73.248 .000

MONTA N°4 UPM
CABALLO N°1: 9 anos, CABALLO N°2: 19 afios, CABALLO N°3: 7 anos.

Comparaciones globales. Monta n°4. Caballos
UPM.

Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 142.540 2 .000

Comparaciones por parejas. Monta n°4. Caballos UPM.

1 2 3
Factor (#Caballo) Chi-cuadrado Sig. Chi-cuadrado Sig. Chi-cuadrado Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 1 78.532 .000 3.381 .066
2 78.532 .000 113.150 .000

188



3 3.381 .066 113.150 .000

2.- CABALLOS DE LA FACULTAD DE MEDICINA VETERINARIA DE LA
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE TAMAULIPAS (UAT)

MONTA N°1 UAT
CABALLO N°1: 5 anos, CABALLO N°2: 18 afnos, CABALLO N°3: 3anos.

Comparaciones globales. Monta n°l. Caballos
UAT.

Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 5324.381 2 .000

Comparaciones por parejas. Monta n°l. Caballos UAT.

1 2 3
Factor (#Caballo) Chi-cuadrado Sig. Chi-cuadrado Sig. Chi-cuadrado Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 1 2840.463 .000 10.523 .001
2 2840.463 .000 3050.940 .000
3 10.523 .001 3050.940 .000

MONTA N°2 UAT
CABALLO N°1: 5 anos, CABALLO N°2: 18 afos, CABALLO N°3: 3afnos.

Comparaciones globales. Monta n°2. Caballos UAT.
Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 4883.549 2 .000

Comparaciones por parejas. Monta n°2. Caballos UAT.

1 2 3
Factor (#Caballo) Chi-cuadrado Sig. Chi-cuadrado Sig. Chi-cuadrado Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 1 2624.029 .000 7.928 .005
2 2624.029 .000 2799.833 .000
3 7.928 .005 2799.833 .000
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MONTA N°3 UAT
CABALLO N°1: 5 anos, CABALLO N°2: 18 anos, CABALLO N°3: 3anos.

Comparaciones globales. Monta n°3. Caballos UAT.
Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 5039.465 2 .000

Comparaciones por parejas. Monta n°3. Caballos UAT.

1 2 3
Factor (#Caballo) Chi-cuadrado Sig. Chi-cuadrado Sig. Chi-cuadrado Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 1 2748.125 .000 2130 .144
2 2748.125 .000 2836.445 .000
3 2130 .144 2836.445 .000

MONTA N°4 UAT
CABALLO N°1: 5 anos, CABALLO N°2: 18 anos, CABALLO N°3: 3afios.

Comparaciones globales. Monta n°4. Caballos
UAT.

Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 5169.654 2 .000

Comparaciones por parejas. Monta n°4. Caballos UAT.

1 2 3
Factor (#Caballo) Chi-cuadrado Sig. Chi-cuadrado Sig. Chi-cuadrado Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 1 2779.926 .000 7.646 .006
2 2779.926 .000 2955.805 .000
3 7.646 .006 2955.805 .000

3.- COMPARACION ENTRE LOS CABALLOS DE LA UPM Y LOS CABALLOS
DE LA UAT

NOTA:
El caballo n°1 representa el promedio de los caballos de la UPM.
El caballo n°2 representa el promedio de los caballos de la UAT.
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MONTA N°1 UPM/UAT
Comparacion entre los caballos de la UPM (caballo n°l, azul) y los de la UAT
(caballo n°2, verde).

Comparaciones globales entre los caballos de la UPM
(caballo n°1, azul) y los de la UAT (caballo n°2,
verde).Monta n°1.

Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 161.466 1 .000

Comparaciones por parejas entre los caballos de la UPM (caballo n°1, azul) y los
de la UAT (caballo n°2, verde). Monta n°1.

1 2
Factor (#Caballo) Chi-cuadrado Sig. Chi-cuadrado Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 1 161.466 .000
2 161.466 .000

MONTA N°2 UPM/UAT
Comparacion entre los caballos de la UPM (caballo n°1, azul) y los de la UAT
(caballo n°2, verde)

Comparaciones globales entre los caballos de la
UPM (caballo n®1, azul) y los de la UAT (caballo n°2,
verde). Monta n°2.

Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 123.482 1 .000

Comparaciones por parejas entre los caballos de la UPM (caballo n°1, azul) y
los de la UAT (caballo n°2, verde). Monta n°2.

1 2
Factor (#Caballo) Chi-cuadrado Sig. Chi-cuadrado Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 1 123.482 .000
2 123.482 .000
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MONTA N°3 UPM/UAT
Comparacion entre los caballos de la UPM (caballo n°l, azul) y los de la UAT
(caballo n°2, verde).

Comparaciones globales entre los caballos de la UPM
(caballo n°1, azul) y los de la UAT (caballo n°2, verde).
Monta n°3.

Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 133.365 1 .000

Comparaciones por parejas entre los caballos de la UPM (caballo n°1, azul) y
los de la UAT (caballo n°2, verde). Monta n°3.

1 2
Factor (#Caballo) Chi-cuadrado Sig. Chi-cuadrado Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 1 133.365 .000
2 133.365 .000

MONTA N°4 UPM/UAT

Comparacion entre los caballos de la UPM (caballo n°l, azul) y los de la UAT
(caballo n°2, verde).

Comparaciones globales entre los caballos de la
UPM (caballo n®1, azul) y los de la UAT (caballo n°2,
verde). Monta n°4.

Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 155.912 1 .000

Comparaciones por parejas entre los caballos de la UPM (caballo n°1, azul) y
los de la UAT (caballo n°2, verde). Monta n°4.

1 2
Factor (#Caballo) Chi-cuadrado Sig. Chi-cuadrado Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 1 155.912 .000
2 155.912 .000
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4.- CABALLOS JOVENES DEL GRUPO UPM/UAT
MONTA N°1. Caballos jovenes del grupo UPM/UAT.

CABALLO N°1: 8 anos, CABALLO N°3: 7 anos, CABALLO N°4: 5 anos.
CABALLO N°6: 3 anos

Comparaciones globales. Caballos jévenes del
grupo experimental UPM/UAT. Monta n°1l.

Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 2154.501 3 .000

Comparaciones por parejas. Caballos jovenes del grupo UPM/UAT. Monta
n°l.

1 3 4 6

Factor Chi- Chi- Chi- Chi-

(#Caballo) cuadrado  Sig. cuadrado Sig. cuadrado Sig. cuadrado = Sig.
Log Rank 1 951.263 .000 1.725 .189 5.862 .015
(Mantel-Cox) 3 951.263 .000 887.980 .000  1068.258 .000

4 1.725 .189 887.980 .000 13.899 .000

6 5.862 .015  1068.258 .000 13.899 .000
MONTA N°2. Caballos jovenes del grupo UPM/UAT.
CABALLO N°1: 8 anos, CABALLO N°3: 7 afios, CABALLO N°4: 5 anos,
CABALLO N°: 3 afnos.
Comparaciones globales. Caballos jovenes del
grupo UPM/UAT. Monta n°2.

Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 14.369 3 .002
Comparaciones por parejas. Caballos jévenes del grupo UPM/UAT. Monta
noz2.
1 3 4 6
Factor Chi- Chi- Chi- Chi-
(#Caballo) cuadrado = Sig. cuadrado Sig. cuadrado Sig. cuadrado @ Sig.

Log Rank 1 237 .626 7.934 .005 .000 1.000
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(Mantel-Cox) 3

237 626 10.904 .001 237 626
4 7.934 .005 10.904 .001 7.928 .005
6 .000 1.000 237 626 7.928 .005
MONTA N°3. Caballos jovenes del grupo UPM/UAT.
CABALLO N°1: 8 anos, CABALLO N°3: 7 anos, CABALLO N°4: 5 ainos,
CABALLO N°6: 3 anos.
Comparaciones globales. Caballos jévenes del
grupo UPM/UAT. Monta n°3.
Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 7.630 3 .054
Comparaciones por parejas. Caballos jévenes del grupo UPM/UAT. Monta
ne°3.
1 3 4 6
Factor Chi- Chi- Chi- Chi-
(#Caballo) cuadrado  Sig. cuadrado Sig. cuadrado Sig. cuadrado = Sig.
Log Rank 1 .005 .942 846 .358 5647 .017
(Mantel-Cox) 3 .005 .942 .987 .320 6.008 .014
4 .846 .358 .987 .320 2.130 .144
6 5.647 .017 6.008 .014 2.130 .144

MONTA N°4. Caballos jovenes del grupo UPM/UAT.
CABALLO N°1: 8 anos, CABALLO N°3: 7 aflos, CABALLO N°4: 5 anos,
CABALLO N°6: 3 anos.

Comparaciones globales. Caballos jévenes del
grupo UPM/UAT. Monta n°4.

Chi-cuadrado gl
13.589 3

Sig.
.004

Log Rank (Mantel-Cox)

Comparaciones por parejas. Caballos jovenes del grupo UPM/UAT. Monta n°4.

1 3 4 6
Factor Chi- Chi- Chi- Chi-
(#Caballo) cuadrado  Sig. cuadrado Sig. cuadrado Sig. cuadrado = Sig.
Log Rank (Mantel- 1 3.381 .066 .180 .671 7.640 .006
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Cox) 3 3.381 .066 5.120 .024 .862 .353
4 .180 .671 5.120 .024 10.157 .001
6 7.640 .006 .862 .353 10.157 .001

5.- CABALLOS VIEJOS DEL GRUPO UPM/UAT

CABALLOS VIEJOS: N°2: 19 afios (azul UPM) y N°5: 18 afios (verde UAT).
MONTA N°1. Caballos viejos del grupo UPM/UAT.

CABALLOS VIEJOS: N°2: 19 afios (azul UPM) y N°5: 18 afios (verde UAT).

Comparaciones globales. Caballos viejos del grupo
UPM/UAT. Monta n°1.

Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 2640.450 1 .000

Comparaciones por parejas. Caballos viejos del grupo UPM/UAT. Monta n°1.

2 5
Factor (#Caballo) Chi-cuadrado Sig. Chi-cuadrado Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 2 2640.450 .000
5 2640.450 .000

MONTA N°2. Caballos viejos del grupo UPM/UAT.
CABALLOS VIEJOS: N°2: 19 afios (azul UPM) y N°5: 18 afios (verde UAT)

Comparaciones globales. Caballos viejos del grupo
UPM/UAT. Monta n°2.

Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 2142117 1 .000

Comparaciones por parejas. Caballos viejos del grupo UPM/UAT. Monta n°2.

2 5
Factor (#Caballo) Chi-cuadrado Sig. Chi-cuadrado Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 2 2142117 .000
5 2142117 .000
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MONTA N°3. Caballos viejos del grupo UPM/UAT.
CABALLOS VIEJOS: N°2: 19 afios (azul UPM) y N°5: 18 afios (verde UAT).

Comparaciones globales. Caballos viejos del
grupo UPM/UAT. Monta n°3.

Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 2104.652 1 .000

Comparaciones por parejas. Caballos viejos del grupo UPM/UAT. Monta n°3.

2 5
Factor (#Caballo) Chi-cuadrado Sig. Chi-cuadrado Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 2 2104.652 .000
5 2104.652 .000

MONTA N°4. Caballos viejos del grupo UPM/UAT.
CABALLOS VIEJOS: N°2: 19 afios (azul UPM) y N°5: 18 afios (verde UAT

Comparaciones globales. Caballos viejos del grupo
UPM/UAT. Monta n°4.

Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 2164.895 1 .000

Comparaciones por parejas. Caballos viejos del grupo UPM/UAT. Monta n°4.

2 5
Factor (#Caballo) Chi-cuadrado Sig. Chi-cuadrado Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 2 2164.895 .000
5] 2164.895 .000
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6.- TODOS LOS CABALLOS DEL GRUPO UPM/UAT
MONTA N°1. De todos los caballos del grupo UPM/UAT.

CABALLO N°1: 9 afos azul, CABALLO N°2: 19 anos verde, CABALLO N°3:
7anos beige, CABALLO N°4:5 afos morado, CABALLO N°: 18 afos amarillo,
CABALLO N°6: 3 anos rojo.

Comparaciones globales. Todos los caballos del
grupo UPM/UAT. Monta n°l.

Chi-cuadrado gl Sig.

Log Rank (Mantel-Cox) 8211.939 5 .000

Comparaciones por parejas. Todos los caballos del grupo UPM/UAT. Monta
nel.

1 2 3 4 5 6
Factor Chi- Chi- Chi- Chi- Chi- Chi-
(#Caballo cuadrad cuadrad cuadrad cuadrad cuadrad cuadrad
) 0 Sig. 0 Sig. 0 Sig. 0 Sig. 0 Sig. 0 Sig.
1 17.814 .00 951.263 .00 1.725 .18 2927.36 .00 5.862 .01
0 0 9 7 0 5
2 17.814 .00 749.520 .00 8.496 .00 2640.45 .00 43.671 .00
0 0 4 0 0 0
3 951.263 .00 749.520 .00 887.980 .00 755.523 .00 1068.25 .00
0 0 0 0 8 0
4 1.725 .18 8.496 .00 887.980 .00 2840.46 .00 13.899 .00
9 4 0 3 0 0
5 2927.36 .00 2640.45 .00 755.523 .00 2840.46 .00 3081.91 .00
7 0 0 0 0 3 0 0 0
6 5862 .01 43.671 .00 1068.25 .00 13.899 .00 3081.91 .00
5 0 8 0 0 0 0
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MONTA N°2. De todos los caballos del grupo UPM/UAT.

CABALLO N°1: 9 afos azul, CABALLO N°2: 19 anos verde, CABALLO N°3:
7anos beige, CABALLO N°4:5 afios morado, CABALLO N°: 18 afos amarillo,
CABALLO N°6: 3 afios rojo.

Comparaciones globales. Todos los caballos del
grupo UPM/UAT. Monta n°2.

Chi-cuadrado gl Sig.

Log Rank (Mantel-Cox) 9153.835 5 .000

Comparaciones por parejas. Todos los caballos del grupo UPM/UAT. Monta n°2.

Comparaciones por parejas

1 2 3 4 5 6
Factor Chi- Chi- Chi- Chi- Chi- Chi-
(#Caball cuadra cuadra Sig cuadra Sig cuadra Sig cuadra Sig cuadra
0) do Sig. do . do . do . do . do Sig.
Log 1 96.741 .00 237 62 7.934 .00 2801.1 .00 .000 1.00
Rank 0 6 5 88 0 0
(Mante 2 96.741 .000 106.14 .00 50.473 .00 21421 .00 96.686 .000
I-Cox) 3 0 0 17 0
3 237 .626 106.14 .00 10.904 .00 2831.9 .00 237 626
3 0 1 42 0
4 7.934 .005 50.473 .00 10.904 .00 2624.0 .00 7.928 .005
0 1 29 0
5 2801.1 .000 21421 .00 28319 .00 2624.0 .00 2799.8 .000
88 17 0 42 0 29 0 33
6 .000 1.00 96.686 .00 237 62 7.928 .00 2799.8 .00
0 0 6 5 33 0
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MONTA N°3. De todos los caballos del grupo UPM/UAT.

CABALLO N°1: 9 anos azul, CABALLO N°2: 19 anos verde CABALLO N°3:
7anos beige, CABALLO N°4: 5 afios morado, CABALLO N°5: 18 afios amairillo,
CABALLO N°6: 3 afios rojo

Comparaciones globales. Todos los caballos del
grupo UPM/UAT. Monta n°3.

Chi-cuadrado

gl

Sig.

Log Rank (Mantel-Cox)

8866.856

.000

Comparaciones por parejas. Todos los caballos del grupo UPM/UAT. Monta

n°3.
1 2 3 4 5 6
Factor Chi- Chi- Chi- Chi- Chi- Chi-
(#Caball cuadrad Sig cuadrad Sig cuadrad Sig cuadrad Sig cuadrad Sig cuadrad Sig
0) 0 0 0 0 0 0
Log 1 72.130 .00 .005 .94 .846 .35 2686.30 .00 5.647 .01
Rank 0 2 8 7 0 7
(Mante 2 72.130 .00 71.087 .00 88.147 .00 2104.65 .00 116.193 .00
I-Cox) 0 0 0 2 0 0
3 .005 .94 71.087 .00 .987 .32 2686.24 .00 6.008 .01
2 0 0 8 0 4
4 .846 .35 88.147 .00 .987 .32 2748.12 .00 2.130 .14
8 0 0 5 0 4
5 2686.30 .00 2104.65 .00 2686.24 .00 2748.12 .00 2836.44 .00
7 0 2 0 8 0 5 0 5 0
6 5.647 .01 116.193 .00  6.008 .01 2130 .14 2836.44 .00
7 0 4 4 5 0
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MONTA N°4. De todos los caballos del grupo UPM/UAT.

CABALLO N°1: 9 afos azul, CABALLO N°2: 19 anos verde, CABALLO N°3:
7anos beige, CABALLO N°4: 5 afios morado, CABALLO N°5: 18 afios amairillo,
CABALLO N°6: 3 anos rojo.

Comparaciones globales. Todos los caballos del
grupo UPM/UAT. Monta n°4.

Chi-cuadrado

gl

Sig.

Log Rank (Mantel-Cox)

9228.923

.000

Comparaciones por parejas. Todos los caballos del grupo UPM/UAT. Monta

no4.
1 2 3 4 5 6
Factor Chi- Chi- Chi- Chi- Chi- Chi-
(#Caball cuadrad Sig cuadrad Sig cuadrad Sig cuadrad Sig cuadrad Sig cuadrad Sig
0) 0 0 0 0 0 0
Log 1 78532 .00 3.381 .06 .180 .67 2778.36 .00 7.640 .00
Rank 0 6 1 3 0 6
(Mante 2 78.532 .00 113.150 .00 71.396 .00 2164.89 .00 132.658 .00
I-Cox) 0 0 0 5 0 0
8 3.381 .06 113.150 .00 5.120 .02 2898.42 .00 .862 .35
6 0 4 7 0 3
4 180 .67 71396 .00 5.120 .02 2750.87 .00 10.157 .00
1 0 4 9 0 1
5 2778.36 .00 2164.89 .00 2898.42 .00 2750.87 .00 2955.80 .00
3 0 5 0 7 0 9 0 5 0
6 7.640 .00 132.658 .00 .862 .35 10.157 .00 2955.80 .00
6 0 3 1 5 0
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