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RESUMEN

El semen equino es uno de los mas dificiles de criopreservar de la industria de manera
eficiente sin causar dafios en la membrana. La presente investigacion de nivel
relacional, cuyo objetivo comprar el efecto de dos crioportectores: dimetilformanida
(DMF) versus glicerol (GLY) sobre la motilidad, morfologia y viabilidad del semen del
caballo peruano de paso. Se colecto de semen de 4 ejemplares, las evaluaciones se
realizaron en Instalaciones del laboratorio Diagnovet SAC. Las muestras se
recolectaron mediante vagina artificial cada 10 dias, se obtuvo 4 eyaculados por
ejemplar, obteniéndose alicuotas para con dilutor adicionado con 4 concentraciones
(1, 2, 3y 4%) de DMF y GLY. Se congelaron las pajillas y posterior a la congelacion
se analiz6 la motilidad, morfologia y viabilidad espermatica. Obtuvimos resultados
para motilidad espermatica de 44,56 % +/- 2.45%, para la concentracion de DMF al
2% frente a 40.69 % +/- 2.30% para la concentracion de GLY al 1% siendo altamente
significativo. La morfologia espermatica normal fue de 72,50 % +/- 2.53%, para la
concentracion de DMF al 2% frente a 71,19 % +/- 2.17% para la concentracion de GLY
al 2% siendo altamente significativo. La viabilidad espermatica fue de 44,25 % +/-
2.14%, para la concentracion de DMF al 2% frente a 42.69 % +/- 2.02% para la
concentracion de GLY al 2% siendo altamente significativo. Se concluye que el efecto
del crioprotector en la motilidad es altamente significativo al igual que la concentracion,
sin embargo al comparar las medias solo la concentracion al 4% tanto| de DMFy GLY
son significativamente diferentes (p<0,05); para morfologia normal, tanto el
crioprotector como la concentracion no son significativas, al comparar sus medias no
son significativamente diferentes (p>0.05); finalmente para la viabilidad espermatica
el efecto crioprotector y concentracion son altamente significativos y al comprar sus
medias solo la concentracion al 4% tanto| de DMF y GLY son significativamente
diferentes (p < 0,05).

Palabras clave: Crioprotector, glicerol, dimetilformamida.
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ABSTRACT

Equine semen is one of the most difficult in the industry to cryopreserve efficiently
without causing membrane damage. This relational-level research aims to compare
the effect of two cryoprotectants: dimethylformanide (DMF) versus glycerol (GLY) on
the motility, morphology, and viability of Peruvian Paso horse semen. Semen was
collected from 4 specimens; evaluations were performed at the Diagnovet SAC
laboratory facilities. Samples were collected through an artificial vagina every 10 days,
4 ejaculates per specimen were obtained, and aliquots were obtained with a diluent
added with 4 concentrations (1, 2, 3, and 4%) of DMF and GLY. The straws were
frozen, and after freezing, sperm motility, morphology, and viability were analyzed. We
obtained results for sperm motility of 44.56% +/- 2.45%, for the 2% DMF concentration
versus 40.69% +/- 2.30% for the 1% GLY concentration being highly significant.
Normal sperm morphology was 72.50% +/- 2.53%, for the 2% DMF concentration
versus 71.19% +/- 2.17% for the 2% GLY concentration being highly significant. Sperm
viability was 44.25% +/- 2.14%, for the 2% DMF concentration versus 42.69% +/-
2.02% for the 2% GLY concentration being highly significant. It is concluded that the
effect of the cryoprotectant on motility is highly significant as is the concentration,
however when comparing the means only the 4% concentration is both| DMF and GLY
are significantly different (p < 0.05); for normal morphology, both the cryoprotectant
and the concentration are not significant, and when comparing their means, they are
not significantly different (p > 0.05); finally, for sperm viability, the cryoprotective effect
and concentration are highly significant, and when comparing their means, only the

4% concentration of DMF and GLY are significantly different (p < 0.05).

Keywords: Cryoprotectant, glycerol, dimethylformamide.
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INTRODUCCION

La industria equina, engloba una serie de actividades econémicas, que van desde los
bines y servicios relacionados con los equinos como son desde la reproduccion, la
salud, hasta los diversos deportes, pasando por la recreacién y otras actividades
anexas. Es asi como su impacto implica unos 300 mil millones de ddlares y da lugar
a 1,6 millones de empleos a tiempo completo. Nuestro pais no es exento a esto y aun
mas que poseemos la raza peruana de paso considerada “Producto Bandera” es
necesario tener a la vanguardia los conocimientos de biotecnologias reproductivas
gque permitan explotar al maximo el potencial reproductivo de los ejemplares
considerados superiores. Sin embargo, al evaluar el origen de nuestra raza de
caballos vemos que tienen en sus ancestros razas que se consideran como
probleméticas para la reproduccion animal cuando se somete sus células
esperméticas a los diferentes procesos de refrigeracion y congelacion. Por ello es
necesario el estudio e investigacion continuo y fundamentado de los nuevos Agentes
Crioprotectores (ACP), que permitan mejorar la funcionabilidad espermatica,
permitiendo el almacenamiento de material genético, para diferentes usos. Es asi que
muchos afos atras se empleaba el glicerol (GLY) como crioprotector, sin embargo
numerosos estudios sefialan no buenos resultados en la especie equina, por ello
pretendemos emplear otras sustancias con la finalidad de mejorar las respuestas a la
congelacion como es el caso de la dimetilformamida (DMF), amida con respuestas
prometedoras en cuanto a motilidad, morfologia y viabilidad espermatica en los
equinos, la cual se evaliua en diferentes concentraciones para ver cuél de ellas
presenta mejor respuesta desde el punto de vista de la clinica reproductiva equina y

significancia estadistica.
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CAPITULO |

1. PLANTEAMIENTO TEORICO

1.1 Enunciado del problema

Comparacion de agentes crioprotectores dimetilformamida y Glicerol, para
mejorar la funcionabilidad espermatica en semen criopreservado de caballos

de la raza Peruano de Paso. Arequipa. 2024

1.2 Descripcion del problema

El semen equino es uno de los mas dificiles de criopreservar de la industria de
manera eficiente sin causar dafios en la membrana o apoptosis.

La inseminacion artificial en equinos mediante el empleo de semen
criopreservado, requiere que este sea de calidad, que permita asegurar la
fertilidad de este, sin embargo, existe entre los padrillos una gran variabilidad
individual, que también ha sido estudiada entre las diversas razas. El proceso
de criopreservacion (CP) implica una serie de técnicas y pasos que directa o
indirecta influyen sobre la calidad espermatica. Es por esto que los agentes
crioprotectores empleados, se deben estudiar mas especificamente y probar
algunos de ellos para mejorar el proceso de CP espermética. Algunos de los
mas comunmente usados como el glicerol (GLY) han sido reportados como
toxicos, lo que ha llevado a la investigacion y prueba de otros Agentes
Crioprotectores (CPA), dejando la puerta abierta a otros como las
dimetilformamidas (DMF), aminas, las cuales parecen ser muy prometedoras y
dar mejores caracteristicas de crioproteccion, evitando el criodafio de los
espermatozoides en la especie equina en particular de nuestra raza Peruano
de Paso.

1.3 Efecto en el desarrollo local o regional

Una de las biotecnologias mas desarrolladas a nivel mundial y por ende a nivel
de nuestro pais, es la inseminacion artificial (IA) , la aplicacidén en la especie
equina y la raza Peruano de Paso, se estan desarrollando cada vez en gran
parte de nuestro pais, esto crea la necesidad de enviar semen a diferentes
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lugares, muchas veces se requiere dosis de semen criopreservadas pero
muchas veces nos damos con la sorpresa que algunos padrillos no tienen buen
semen para congelar, entonces debemos poner en practica otras técnicas y
evaluar nuevos crioprotectores como las DMF, los cuales al actuar como CPA,
muchas veces podrian mejorar la calidad seminal posdescongelamiento

aumentando los indices de fertilidad.
1.4 Justificaciéon
1.4.1 Aspecto General

Actualmente, los progresos e investigaciones realizadas para dilucidar lo qué
acontece durante el proceso de CP seminal en el equino, aunado a la gran
variabilidad de los individuos que existe con respecto a la congelabilidad, crea
problemas que retrasan la homogenizacion de los protocolos, y por lo que
reduce limitantemente el empleo de esta metodologia en la industria equina
(83).

Uno de las causas mas implicadas en frenar el desarrollo a gran nivel de la
técnica de la IA en equinos con semen crioprocesado para explotar al maximo
esta tecnologia es que se pueda estandarizar, sin embargo la variacion de cada
individuo presente entre las diferentes razas y sementales no lo permite (83;
12; 11, 14; 84).

Se ha podido determinar la existencia de variaciones en lo referido a la calidad
del semen entre diferentes razas (60). Tal es asi que el caballo de Pura Raza
Espafiola (PRE) se considera que presenta mala calidad seminal (18), hay que
recordar, que es de la cual genealdgicamente desciende la raza Peruano de
Paso.

Durante los ultimos afos, se inform6 una mejora en la capacidad de las células
espermaticas de caballos al proceso de CP, lo sucedié con el cambio del
glicerol por otros ACP.

1.4.2 Aspecto Tecnoldgico
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Demick y col. en 1976 (85), en sus investigaciones pudieron ver una
disminuciéon marcada de la fertilidad del semen de caballos refrigerado en

dilutores que contenian como agente crioprotector al glicerol.

Tselutin y col., en 1999 (49) determinaron que para diferentes tipos de semen

de aves el glicerol se consideraba altamente toxico.

El uso de ACP alternativos se ha propuesto como una alternativa para reducir
el estrés osmotico durante el proceso de criopreervacion de una muestra
seminal de equino, ya que se informa que el glicerol pudiera poseer efectos
toxicos en las células espermaticas de esta especie (53, 49). Los cuales se
pueden reducir con el empleo de otras sustancias con menor peso molecular

como es el caso de las amidas (53).

Sin embargo, pueden producirse cambios en los fosfolipidos de membrana
espermatica alterando su estabilidad y permeabilidad, lo que conduce a una
reduccion de la longevidad, capacitacion rapida y en consecuencia reduccion

la capacidad fertilizante de las células espermaticas (86).

Entre los efectos de la toxicidad asociados al GLY podemos mencionar:
1) alteracion directa de la bicapa lipidica;
2) interaccion con las proteinas integrales de membrana y glicoproteinas,

3) inducen del aumento de la demanda bioenergética (87, 88, 89, 90, 91, 92)

Recientes estudios, concluyeron que algunas amidas posibilitan una mejor
resistencia de los espermatozoides a la CP del eyaculado de la mayoria de los

caballos, especialmente los catalogados como malos congelantes (54).

Estos efectos se encuentran relacionados al incremento de la viscosidad
ocasionados por GLY a nivel intracelular, puede verse al Microscopio
Electrénico (ME) cambios de los microtubulos y glicocalyx de la membrana,
desnaturalizacién de proteinas e inducciéon de zonas de membrana libres de
proteinas (91).
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La respuesta de la membrana plasmatica a cada tipo de crioprotector puede

determinar el grado de movimiento de agua y de iones a través de ella (93).

Se cambian las tasas de permeabilidad al agua, afectando asi la supervivencia
de la célula espermatica a los procesos que se realizan durante la CP (94).
También se produce aumento de la osmolalidad en el medio extracelular con
el consecuente estrés osmotico sobre el espermatozoide y ocurrencia de

reaccion acrosomica (95).

Los equinos, muestran una mayor sensibilidad a la toxicidad del GLY, lo que
ha promovido la busqueda de nuevos crioprotectores. En la literatura existe
escasa informacion relacionada a la tematica del empleo de amidas como ACP
para espermatozoides en la especie equina, sin embargo, existe una gran
cantidad de datos relacionados con el uso de este compuesto en la CP de

semen de otras especies.

1.4.3 Aspecto Social

Ultimamente el interés por el empleo de semen refrigerado y congelado en la
industria equina ha crecido la prevalencia de este fenomeno estd aumentando,
con razas significativas como la peruana de Paso entre las permitidas para
utilizar este procedimiento. Actualmente, el 80% de las asociaciones de cria de
caballos en los Estados Unidos y muchos otros paises permiten la compra y
venta, asi como la utilizacion de semen criopreservado, lo que impulsa la
investigacion para mejorar los procesos de refrigeracion y congelacion y
mejorar las tasas de supervivencia después de la descongelacion. La
investigacion sobre métodos 6ptimos para la conservacion y almacenamiento
del semen es crucial en la reproduccion animal, ya que permite maximizar los
animales con un potencial genético superior y facilita la preservacion indefinida

de linajes genéticos de animales en riesgo de extincion (96).
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1.4.4 Aspecto Econdmico

Actualmente, existen nuevas propuestas con respecto a la CPde semen que
implican variar la duracion de la congelacion, los diluyentes y los
crioprotectores. Muchas de estas metodologias son tan intrincadas que las
entidades comerciales, en particular las corporaciones multinacionales que
distribuyen semen, las consideran secretos industriales genuinos. Los gastos
asociados con ciertos diluyentes son considerablemente elevados. Es asi que,
si la DMF disminuye el criodafio y mejora la fertilidad de los espermatozoides,
puede representar un ahorro en el costo de los diluyentes de congelacién y una

mejor fertilidad.

Las técnicas para congelar semen equino no han variado en los ultimos 10 a
15 afios y no son aplicables a todas las razas y tienen una variedad individual

de los padrillos.

El empleo de ACP alternativos se han propuesto como una medida para reducir
el estrés osmatico durante el proceso de congelacion del eyaculado equino, ya
que se ha reportado que el GLY parece tener efectos téxicos en

espermatozoides de esta especie (53, 85).

La toxicidad puede reducirse con el empleo de compuestos con un peso

molecular menor como algunas amidas (53).

Un nuevo dilutor para congelaciéon que contenga como agente crioprotector a
la DMF abre las posibilidades de transporte y almacenaje de semen
criopreservado en diferentes lugares de nuestro pais y en especial en los

padrillos conocidos como malos congeladores.
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1.5 Objetivos
1.5.1 Objetivo general

Comparar el efecto de la DMF frente al del GLY como criopreservante para
mejorar el proceso de criopreservacion espermatica y asegurar la viabilidad

espermatica en equinos de la raza Peruano de Paso. Arequipa.
1.5.2 Objetivos especificos

- Determinar la motilidad esperméatica post descongelacibn en semen
criopreservado mediante DMF versus Glicerol

- Evaluar la morfologia espermatica post descongelacion en semen
criopreservado mediante DMF versus Glicerol

- Evaluar la funcionabilidad espermatica post descongelacion, en semen
criopreservado mediante DMF versus Glicerol mediante la prueba de

endosmosis.

1.6 Hipdtesis

Dado que la Dimetilformamida (DMF) es un agente crioprotector de tipo
penetrante al igual que el glicerol (GLY) es probable que, al compararlos,
podamos determinar cual de los dos ofrece mayores ventajas sobre la
funcionabilidad de las células espermaticas durante el proceso de
criopreservacion espermatica en equinos de la raza Peruano de Paso.
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CAPITULO Il
2. MARCO TEORICO O CONCEPTUAL
2.1 Andlisis bibliogréfico
2.1.1. Estado actual de laindustria de lainseminacion equina

En el sector reproductivo equino, los métodos de inseminacion artificial han
avanzado ampliamente; sin embargo, la utilizacion de dosis seminales
criopreservadas es menos frecuente que en otro animales a causa de los
inconvenientes relacionados con la viabilidad del esperma y la variabilidad
individual. Las restricciones indican que la IA con semen criopreservado en
equinos es menor que en otras especies, y un objetivo primordial es identificar
tecnologias y procesos para mejorar el nimero de machos reproductores y
muestras seminales adecuadas para enfriar y/o congelar.

2.1.1.1 Teécnicas fundamentales de criopreservacion seminal equina

El proceso de CP, es una actividad que se emplea en las biotecnologias
reproductivas de equinos y otras especies, para el mantenimiento durante largo
tiempo de gametos y en especial de células espermaticas. Al contrario de los
protocolos empleados en ovocitos o embriones, en las células espermaticas se
usan procedimientos los cuales se fundamentan en la reduccidon de

temperatura de una forma lenta y gradual, dado su conformacion aplanada.

El avance significativo de la IA ha aumentado la atencion de académicos y
médicos veterinarios en los procedimientos de manejo y congelacién
espermatica, lo que subraya la necesidad de estudiar y ensayar métodos que
reduzcan el criodafo de los espermatozoides y al mismo tiempo mejoren su
viabilidad, longevidad y fertilidad (1).

El procedimiento consiste, inicialmente en el retiro del plasma seminal por

medio del proceso de centrifugacién en una centrifuga de brazos oscilantes y
con tubos para crioviales de 50 cc de capacidad.
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Después de la centrifugacion, el sedimento debe resuspenderse en un medio 0
extender de crioconservacion al volumen y concentracion especificados segun
el protocolo (2, 3). Déjelos descansar por un periodo para lograr el equilibrio.
Gran numero de los dilutores que contienen ACP poseen una osmolaridad
significativamente mas alta que las soluciones fisiologicas, dando como
resultado la deshidratacion del esperma. Por lo tanto, es esencial proporcionar
un periodo de equilibrio con el crioprotector para reducir el dafio relacionado
con la deshidratacion. La temperatura disminuye a un ritmo dictado por las
dimensiones y permeabilidad de la celda, sumergiéndose al final en nitrogeno
liquido (N2) a -196 °C. Los diluyentes para congelar semen consisten en varios
componentes, incluidos ACP, azucares, soluciones buffer, antimicrobianos y

electrolitos (3).

Las células espermaticas sufren diferentes tipos de dafios, tanto letales y
subletales (4), los cuales explican la reduccién de la fertilidad lograda por el
semen descongelado de los sementales. Estos criodafios pueden deberse a
variaciones fuertes de temperatura y osmolaridad del medio, asi como al estrés
oxidativo, asociandose este dafo a la formacion de cristales de hielo a nivel
intracelular, que producian una pérdida de continuidad de la membrana
plasmatica. En estos momentos conocemos que la bajada de temperaturas a
las que se someten las células espermaticas durante la criopreservacion,
impiden la formacion de cristales de hielo, y en consecuencia el dafio que

sufren se produce principalmente debido al estrés osmético y oxidativo (5, 6).

Es asi, que la calidad espermatica posterior al descongelamiento deriva de que
estos gametos superen el procedimiento, sin perder sus funciones primordiales
(viabilidad, motilidad, morfologia y otros). Aunque la célula espermatica esta
sometida a diversos tipos de estrés cabe resaltar que existe una interconexion
entre ellos. Todos estos cambios conducen a la muerte de los espermatozoides
y a la presentacion de dafios subletales similares a la apoptosis que disminuyen
la vida media y la capacidad fecundante de las células (7).

2.1.1.2 Variabilidad individual en la criopreservacién de semen equino
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Smith y Polge escribieron el estudio inaugural sobre la criopreservacion
espermatica en equinos en 1950, mediante el cual lograron 25% de
espermatozoides vivos después de congelarlos a -79°C en una dilucion de GLU
y GLY. Posteriormente, se documentd el nacimiento de la primera cria equina

concebida a partir de semen congelado (8).

Desde entonces, se han realizado extensas investigaciones sobre esta
tecnologia y, en el presente, la utilizacién de semen equino criopreservado es
cada vez mas mayor debido a sus ventajas inherentes. Sin embargo, esta
presente una variabilidad significativa en su calidad, atribuible a una ausencia
total de estandarizacion tanto en la metodologia de la IA como en las
metodologias para evaluar la calidad seminal seminal antes y después de la
descongelacion (9, 10, 11).

Entre las causas de la falta de estandarizacion en el proceso de CP seminal,
encontramos la variabilidad individual entre los sementales (9, 12, 13, 14), que
se deriva en gran medida de los métodos de seleccion empleados, basados
primordialmente en la genealogia, rendimiento deportivo o la morfologia, en
lugar de la eficiencia reproductiva (15). En consecuencia, los aspectos
reproductivos equinos son| mas semejantes a la clinica reproductiva humana

gue a las de otras especies animales.

Amann y Pickett (16) sostuvieron que no es practico suponer que todos los
eyaculados de sementales se puedan congelar utilizando una metodologia
uniforme; mas bien, es mas efectivo adaptar los dilutores y las curvas de

congelacién y descongelacion para cada espécimen individual.

Se han identificado variaciones en la calidad seminal entre razas (17), siendo
la Pura Raza Espafiola (PRE) un ejemplo de calidad espermatica subdptima
(18). La investigacion sobre varias razas, indica que solo el 20-30% de los
reproductores producen semen con una excelente capacidad de
criopreservacion, lo que se denomina ‘"buenos congeladores".
Aproximadamente el 40-60% exhibe una capacidad de congelacién aceptable,
aunque se ve afectada negativamente por la crioconservacion, mientras que

otro 20-30% produce semen que es completamente inadecuado para congelar,
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lo que se conoce como "malos congeladores”, a pesar de poseer tasas de

fertilidad encomiables durante el apareamiento natural (14, 19, 20).
2.1.1.3 Criodafo en el espermatozoide equino

La calidad espermatica luego del proceso de CP va a depender de la capacidad
del esperma para resistir estos procesos al tiempo que conserva sus funciones
primarias (13). El deterioro de cualquier funcion individual puede disminuir o
incluso eliminar la fertilidad espermética (16). Durante la CP, los
espermatozoides experimentan dafos letales y subletales muy parecidos a la
muerte celular programada (21, 22, 13). Factores que influyen en la viabilidad
e integridad de las células espermaticas, afectando asi su vida media y

potencial de fertilizacion (23, 24, 22).

Los dafios que se dan durante la CP seminal han sido categorizados por
diferentes investigadores en funcion de su origen: estrés térmico por
fluctuaciones de temperatura, estrés osmotico por osmolalidad y estrés
oxidativo por la influencia de agentes oxidantes, todos los cuales estan

interrelacionados.

2.1.1.4 Proceso de criopreservacion del eyaculado de caballos

Los procedimientos de criopreservacion de material seminal equino pasan por

una metodologia que se basa en (25, 26, 27):

e Dilucion con el extender o dilutor.

e Procedimos a centrifugar para lograr la separacién del paquete seminal
del plasma.

e Incorporacion del diluyente de congelacion

e Refrigeracion para lograr el equilibrio térmico.

e Empajillado en los Straw de 0.5 cc.

¢ Humedo en nitrégeno liquido,

e Congelacion

e Almacenamiento en termo

e Descongelacion de las pajillas.

- Evaluacién posterior al descongelamiento.
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2.1.1.5 Agentes Crioprotectores (CPA)

El semen de equinos en especial es muy individualista, ya que no hay dos
sementales que tengan la misma composicion quimicay, por lo tanto, cada uno
se congelara de manera diferente. Se sabe que algunas personas son
hipersensibles al GLY, mientras que otras pueden tolerarlo bien. Siguiendo las
demandas de la industria, se ha desarrollado una amplia variedad de ACP, asi
como diferentes disponibles comercialmente. El consenso actual es que los
ACP funcionan minimizando la exposicion al estrés osmoético, estabilizando la
biomolécula y la estructura, y limitando los efectos de las especies oxidativas
reactivas (ROS) (28, 29).

El CPA ideal no deshidrataria osméticamente la célula ni induciria criolesiones

y no seria téxico (30).

El objetivo de una CPO debe ser minimizar la congelacion intracelular,
minimizar el dafio celular debido al ambiente de congelacion y promover la

supervivencia celular tras la descongelacion (31).

Se ha demostrado que mayores cantidades de concentraciones de CPA
conducen a un mayor dafio celular; ya que las células expuestas a esos solutos
penetrantes experimentan una intensa deshidratacion inicial, luego una
rehidratacion, lo que resulta en la posibilidad de que ocurra una hinchazén
celular macroscépica cuando se elimina el CPO. En Ultima instancia, estos
cambios radicales en el volumen y el tamafo pueden provocar dafios y la

muerte de los espermatozoides (32).

Son sustancias hidrosolubles que disminuyen el punto eutéctico de la solucion
a la que se incorporan. El punto eutéctico es la temperatura mas baja a la cual
se puede fundir una mezcla de solutos con una composicion fija.

La disminucion de este permite una mayor deshidratacion de la célula
espermatica disminuyendo el gradiente osmoético al que dicha célula es
sometido, es decir, se alcanza la misma concentracion de solutos a una

temperatura menor, por lo que la célula queda mas protegida (33).
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Keith (1998) (34), clasifico los crioprotectores en dos categorias:

- No permeables, como los lipidicos, las lipoproteinas y macromoléculas de
yema de huevo, la leche y derivados , carbohidratos como la GLU

- Permeables, como GLY, etilenglicol, las amidas, Dimetilsulfooxido
(DMSO...)

2.1.2 Glicerol (GLY)

Trabajado inicialmente por Polge y col., en 1949, desde ese momento se
desempefia como el ACP mas empleado en la CP espermatica en diferentes
especies, una de ellas los équinos (35, 36). Esta formulacion, que permanece
casi sin cambios, ha sido el pilar de la industria de la congelacion desde

entonces.

En la actualidad es el ACP mas empleado, no existiendo hasta la actualidad
uniformidad con relacion a la concentracion adecuada en los dilutores
comerciales para equinos, la cual esta en un amplio rango del 2,5 al 7% (37,
38, 39, 25, 40, 14). Sus diferentes efectos dependen la composicién del dilutor
y de la concentracion y del porcentaje de yema de huevo que esté presente
(41).

Se ha observado que es el ACP mas eficaz para reducir la congelacion
intracelular del agua (42) a la vez que proporciona ajustes de osmolalidad

através de una proteccion térmica invasiva (43).

La investigacion para comprender los mecanismos de los ACP condujo al
descubrimiento de la eficacia del glicerol en su capacidad para prevenir varias
transiciones de fase durante la congelacién a través del aumento de la
permeabilidad al agua y la fluidez de las membranas de los espermatozoides
(44).

Sin embargo, aunque el glicerol ha permitido la Criopreservaciéon (CP) de
numerosas especies, puede que no sea el CPA ideal.

Ademas, mientras que el GLY sirve como el principal ACP para muchas
especies, ese no fue el caso de la especie equina. Proporciona una proteccion

satisfactoria para aproximadamente el 20% de los animales clasificados como

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-s#=> . UNIVERSIDAD
REPOQSITORIO DE : CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

"buenos congeladores”, habiéndose demostrado ser insatisfactorio para el 80%
restante debido a su gran viscosidad y peso molecular. Ademas, se ha
demostrado que el glicerol es téxico para los espermatozoides no congelados
y tiene efectos anticonceptivos en las yeguas (45).

Los problemas reportados debidos al efecto toxico del GLY han llevado a la
investigacion y prueba de innumerables otros ACP de tipo penetrantes, con la
idea de encontrar uno que sea menos téxico, al tiempo que produce respuestas
comparables o de mejor calidad (46).

2.1.3 Dimetilformamida (DMF)

Entre los diferentes ACP que se emplean como alternativos destacan los
pertenecientes a los compuestos conocidos como las amidas que han sido
usadas en formulaciones unicas o en diferentes combinaciones con GLY en
caninos (47), porcinos (48), aves (49), peces (50) y équinos (51; 52; 53), con la
finalidad de reducir la toxicidad que tiene el GLY y mejorar la movilidad,

viabilidad y fertilidad de las células espermaticas

Entre las amidas que han dado respuestas optimas y que se comportan como
ACP en el eyaculado equino, tenemos a la DMF Y MF con un peso molecular

de 73,09 g/mol y 50,07 g/mol respectivamente (54)

Las investigaciones iniciales que emplearon amidas como ACP en reemplazo
al GLY en la crioconservacion del eyaculado equino mostraron una mejor
respuesta o equivalencia al GLY, particularmente la DMF y MF (54, 56, 57,58,
59).

Se descubrid que la acetamida era peligrosa. Investigaciones posteriores
realizadas por investigadores brasilefios han demostrado las ventajas de
utilizar amidas, ya sea individualmente o en mezclas con GLY, como ACP para
el eyaculado equino en comparacién con el uso exclusivo de glicerol (56, 57,
58, 54, 59).
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Ademas, la aplicacion de amidas como ACP, mejora la viabilidad de las células
espermaticas del equino dentro del tracto reproductor femenino y aumenta la
fertilidad del semen criopreservado en comparacion con el GLY, incluso en
équidos que exhiben una fuerte tolerancia (60).

Su uso reduce la variabilidad individual y racial en la movilidad e integridad de
la membrana plasmatica en la evaluacién post descongelacion, mejoradndose
estas caracteristicas principalmente en caballos clasificados como “malos

congeladores” (54, 60).

Se ha demostrado que el DMF mejora la motilidad posterior a la
descongelacioén, preservando las membranas celulares, o que puede mejorar

eficazmente el potencial de congelacion del semen (61).

Con pesos moleculares mas bajos, tanto el DMF como el MF son capaces de
penetrar en los espermatozoides de los sementales, de manera mas eficiente
que el glicerol, lo que ha resultado en una reduccién de la hinchazén durante
el equilibrio en diluyentes que contienen amida y no es tan téxico como el
glicerol (62).

Sin embargo, DMF y MF parecen ser las Unicas amidas con posibles efectos
criogénicos. Los estudios han demostrado que otras amidas tienen efectos

perjudiciales sobre el semen que no son crioprotectoras.
2.1.4 Viabilidad Espermaética.

La viabilidad espermaética indica la integridad de las membranas plasmaticas
(MP) y acros6mica (MA) de los espermatozoides, una métrica previamente
vinculada a la fertilidad probable de una muestra seminal (63).

Esta evaluacién es un componente crucial del espermiograma, dada la

importancia de esta estructura para mantener la viabilidad del esperma (64).

La determinacién de la integridad y funcionalidad de la membrana plasmatica
es crucial para evaluar la fertiidad del macho, ya que la preservacion del
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material genético depende esencialmente del estado 6ptimo de esta estructura
(65, 66).

Ademas, es crucial no solo para el metabolismo espermatico sino también para
otros procesos de fertilizacion, incluida la capacitacion, la respuesta del

acrosoma y la fusion con el 6vulo (67).

Entre las pruebas funcionales tenemos la prueba de endosmosis (HOST-test)
la cual nos permite verificar la funcionabilidad total de la membrana plasmatica
espermatica, evaluando su funcionalidad al comprobar la resistencia osmaética

de ella en medios hipoosmaticos (68).

El espermatozoide puede absorber o expulsar agua en funcion de la
osmolaridad del entorno extracelular (69, 70), lo cual es crucial para el correcto
funcionamiento de su membrana plasmatica y la regulacién de la distribucion
de fluidos dentro y fuera de la célula (71, 72, 73. Este parametro también se ha

asociado con la fertilidad masculina (68).

Es asi que el uso de semen criopreservado en las modalidades de semen
refrigerado y congelado en la especie equina ha logrado gran relevancia en los
altimos afios, no solo a nivel mundial, si no que ha tenido un aumento en cuanto
a su empleo en América Latina y nuestro pais no se ha quedado relegado en
esto, muy en especial al contar la raza Caballo Peruano de Paso, declarada

“producto bandera” del Peru.
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2.2 Antecedentes de la investigacion.

o El diluyente que contiene dimetilformamida afiadido con sacarosa mejora
la calidad in vitro después de congelar/descongelar el esperma de

semental (74).

El objetivo de este estudio fue investigar los efectos de la sacarosa en la calidad
del semen equino post-descongelado. Se recolectaron muestras de semen (n
= 24) de seis sementales. Se diluyeron (200 x 10° espermatozoides/ml) en un
medio de congelacion a base de leche desnatada, yema de huevo,
dimetilformamida y suplementado con sacarosa a concentraciones de 0
(Control), 25, 50 y 100 mM y en un diluyente comercial (BotuCrio).
Posteriormente, se llenaron en pajuelas (0,5 ml) y se sometieron a congelacion
y almacenamiento (-196°C). Inmediatamente después de la descongelacion (37
°C, 30 segundos), se evaluaron muestras de semen para determinar la cinética
(CASA), la integridad del plasma y de la membrana acrosémica y el potencial
de la membrana mitocondrial (citometria de flujo). La adicién de sacarosa de
50y 100 mM al diluyente de congelacién incremento (P < 0,05) la TM, PM, VCL,
VSL y VAP, en comparacion con el grupo control. El parametro WOB del grupo
suplementado con 100 mM de sacarosa fue (P < .05) que el grupo control. Se
observaron valores mas altos (P < .05) de ALH y BCF en los grupos tratados
con sacarosa (25, 50 y 100 mM), en comparacion con BotuCrio. El semen
congelado en presencia de 100 mM de sacarosa presentd mayores porcentajes
(P < .05) de espermatozoides con plasma intacto y membranas acrosomicas, y
alto potencial de membrana mitocondrial en relacion con los otros grupos. Se
concluyo que la adicion de sacarosa al diluyente aumenta la motilidad (50 y 100
mM), la conservacion de la membrana plasmaética integra y de la membrana
acrosOmica y el alto potencial de membrana mitocondrial de las células
espermaticas (100 mM) después de la descongelacion.
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o Efecto crioprotector de la dimetilformamida, glicerol y su combinacién
sobre la criosupervivencia de espermatozoides equinos (75).

La amalgamacion de ACP penetrantes como GLY y DMF han mostrado
resultados prometedores en la crio preservacion del esperma de caballo. Este
estudio evaluo la eficacia crioprotectora de GLY, DMF y su combinacion, DMF-
GLY, en la criosupervivencia de células espermaticas de caballo. Con este fin,
se obtuvieron 24 eyaculados de cuatro sementales arabes sanos y
sexualmente maduros (6 eyaculados por semental). Cada eyaculado se diluy6
primero con el diluyente especial Botusemen y posteriormente se congelo
usando el diluyente Botusemen-Gold, que se aumenté con GLY (5%), DMF
(5%) y una mezcla de GLY-DMF (3% -3%), empleando vapores de nitrégeno
liqguido estético (NL2). Las caracteristicas cinematicas y la integridad de la
membrana espermatica de muestras de eyaculado frescas y congeladas-
descongeladas se evaluaron utilizando el sistema computarizado CASA (SCA-
Evolution-2018 ILI) y la prueba de doble tincién fluorescente (Pl / PNA-FITC),
respectivamente. Los hallazgos indicaron que DMF, vya sea
independientemente o en conjunto con GLY (DMF-GLY), fue superior en la
proteccibn de los espermatozoides equinos, produciendo valores
significativamente elevados (P < 0.05) para la motilidad total (MT %), motilidad
progresiva (MP %), velocidad curvilinea (VCL), amplitud del desplazamiento
lateral de la cabeza (ALH) y frecuencia de batido del flagelo (BCF) en
comparacion con GLY. La combinacion de DMF/GLY dio como resultado
velocidades rectilineas (VSL) y promedio (VAP) significativamente mas altas (P
<0,05), integridad de la membrana plasméatica (IMP %) e integridad acrosémica
(IMA, %) en comparaciéon con DMF o GLY solos. En conclusién, el DMF-GLY
con el diluyente base no sintético Botusemen-Goldaii demostré ser mas eficaz
para la crioproteccion de esperma de caballo arabe, lo que se evidencia por

una cinematica e integridad membranal mayor en comparacion con el GLY.
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o Avances en la criopreservacion de espermatozoides en animales de

granja: Bovinos, equinos, porcinos y ovinos (76).

El objetivo fue brindar una actualizacion sobre la criopreservacion de
espermatozoides en animales de granja. Se describen los principales efectos
perjudiciales de este proceso, incluyendo la repercusion negativa en el
rendimiento reproductivo. Ademas, se discute el uso potencial de
biomarcadores moleculares para predecir la criotolerancia espermatica, asi
como la adicién de sustancias que pueden mitigar el impacto nocivo de la
congelacién y descongelacion en las células esperméticas. La criopreservacion
de espermatozoides es uno de los procedimientos mas importantes en el
desarrollo de biotecnologias para la reproduccion asistida. En algunos animales
de granja, el uso de espermatozoides criopreservados tiene tantos beneficios
qgue su relevancia se ha hecho mas evidente en las Ultimas décadas. Sin
embargo, los valores de la calidad del esperma después de la descongelacion
son variables entre especies y dentro de individuos de la misma especie. No
existe una metodologia estandarizada para cada una de las etapas del
procedimiento de criopreservacion (examen androlégico, recoleccion de
semen, dilucién, centrifugacién, resuspension del pellet con el medio de
congelacion, envasado, congelacion y evaluacion de espermatozoides post-
descongelacion), lo que también contribuye a las diferencias entre los estudios.
Se han evaluado marcadores de criotolerancia de espermatozoides y plasma
seminal (SP) para predecir la congelabilidad del eyaculado. Ademés, en
investigaciones anteriores, se ha centrado en complementar los medios de
criopreservacion con diferentes sustancias, como antioxidantes enzimaticos y
no enzimaticos. En la mayoria de los estudios, la inclusiéon de estas sustancias
ha llevado a una mejora de la calidad del espermatozoide después de la
descongelaciéon y a la capacidad de fertilizacibn como resultado de minimizar
los efectos adversos sobre la estructura y funcion del esperma. Otro enfoque
es el uso de diferentes crioprotectores.
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o Efectos de diferentes concentraciones y combinaciones de
crioprotectores sobre la calidad del esperma y la integridad funcional en

tres razas de caballos indios (77).

Tradicionalmente, el GLY se utiliza como crioprotector principal y su toxicidad
podria ser una razon para los diferentes resultados en la criopreservacion vy la
fertilidad de las células esperméticas de los sementales. En un esfuerzo por
minimizar la toxicidad de GLY, se han investigado agentes crioprotectores
alternativos como la DMF. El efecto del crioprotector y la dosis del agente
crioprotector varia de una raza a otra y también de un semental a otro dentro
de la misma raza. Teniendo en cuenta estos factores, se disefié un estudio para
estudiar los efectos de GLY y DMF a diferentes concentraciones y
combinaciones sobre la membrana plasmatica, el acrosoma y la integridad del
ADN, asi como otras caracteristicas seminales posteriores a la descongelacion
del semen de tres razas de sementales indigenas. En el estudio actual, se
recolecté semen de sementales aparentemente sanos de 4 a 6 afos, 3 de raza
Marwari, 3 de Manipuri y 3 de raza Zanskari. Después de la recoleccion de
semen y la evaluacion del semen fresco, cada muestra de semen se amplio
con un extensor de semen que contenia diferentes concentraciones y
combinaciones de crioprotectores GLY y DMF (es decir, 5% GLY, 5% DMF, 2%
GLY, 2% DMF, 2,5% GLY + 2,5% DMF y 1% GLY + 1% DMF) y se congeld. La
evaluacion del semen posterior a la descongelacion se realizé sobre la base de
la motilidad posterior a la descongelacion, el recuento de espermatozoides
vivos, la prueba de hinchazén hipoosmética, la integridad acrosémica y la
integridad del ADN. El semen crioprocesado mostré que los valores de
integridad de la membrana plasmética, del acrosoma y los parametros de
integridad del ADN fueron significativamente mas altos (P < 0,05) con DMF al
5% que los otros niveles de crioprotectores y combinaciones de GLY y DMF. A
partir del presente estudio, se infiere que la combinacion de crioprotectores a
diferentes concentraciones GLY y DMF a 2.5 y 1%) tampoco pudo mostrar una
mejor mejora en comparacion con el crioprotector Unico, es decir, DMF 5% en
varias caracteristicas seminales posteriores a la descongelacion del semen de
sementales indigenas. EI DMF a una concentracion del 5% proporcioné una

mejor proteccion a la membrana plasmatica y conservo la integridad del
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acrosomay el ADN de los espermatozoides. Por lo tanto, se puede concluir que
el DMF al 5% se puede utilizar para la criopreservacion del semental indigena

con una mejor preservacion de la calidad seminal.

o La dimetilformamida mejora las caracteristicas in vitro de los
espermatozoides de sementales descongelados, reduciendo el dafo
subletal (78).

En el experimento se utilizaron un total de 42 eyaculados; seis eyaculados por
semental, obtenidos de siete sementales puros espafioles (PRE), se
fraccionaron y congelaron en medios de congelaciéon con diferentes
concentraciones y combinaciones de crioprotector (CPA): (i) Caceres (diluyente
a base de leche desnatada) que contenia un 2,5% de GLY (2,5GLY-2,5%
DMFA) y (iv) diluyente suplementado con un 4% DMF (4% DMFA). Después
de al menos 4 semanas de almacenamiento en nitrégeno liquido (LN), las
pajuelas se descongelaron y el semen se analizé mediante analisis de
espermatozoides asistido por computadora y citometria de flujo (arquitectura
lipidica de membrana (Merocianine 540), integridad y dafio subletal (YoPro-1)
y potencial de membrana mitocondrial (JC-1)). Después de la descongelacion,
se observaron mejores resultados en las muestras congeladas en DMFA al 4%
0 en combinaciones de 1,5%GLY -2,5% DMFA, de hecho, la motilidad total
aumenté en un 16% en el grupo de DMFA 4% en comparacién con 2,5%GLY
(P <0,05). Ademas, hubo un aumento en el porcentaje de células espermaticas
moviles progresivos en el grupo 1,5%GL-2,5%DMFA (9,8% 2,5GLY vs 19% en
el grupo 1,5%GLY frente a 36,7% en el grupo de 4% de DMFA (p < 0,05). La
arquitectura lipidica de la membrana no se vio afectada por ninguno de los
crioprotectores probados, mientras que las muestras congeladas en 4% de
DFMA tenian un menor porcentaje de mitocondrias con menor potencial de
membrana. Se concluye que el DMFA mejora el resultado de la
criopreservacion de espermatozoides de sementales, principalmente

reduciendo el dafno crioletal subletal.
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o Parametros posdescongelacion en espermatozoides de caballos criollos
colombianos (79).

El objetivo fue evaluar el efecto del colesterol y la DMF sobre la supervivencia
de las células espermaticas de caballos Criollos Colombianos. Se recolecto
semen 10 caballos y se congel6 con igual protocolo, con variaciones del ACP
(glicerol 5% o DMF 5%) y con la adicibn o ausencia de colesterol como
modificador de membrana (1,5 mg ciclodextrinas con colesterol por cada 120 x
10° células). La supervivencia se evalué estimando movilidad mediante el
software SCA. La vitalidad e integridad de membrana posdescongelacion se
estim6 usando eosina-nigrosina y test HOST respectivamente. Se incubo el
semen con el colesterol, tuvo un aumento significativo del porcentaje de
movilidad total y progresiva, en la velocidad de y el porcentaje de
espermatozoides rapidos y una disminucion del porcentaje de espermatozoides
con movilidad lenta. Adicionalmente se incrementdé el porcentaje de
espermatozoides vivos y con integridad de membrana (p<0.05). La DMF como
agente crioprotector, mejoro todos los pardmetros evaluados al ser comparada
el GLY (p<0.05). Ambos procedimientos mejoraron los parametros evaluados
debido a efectos aditivos del crioprotector y del modificador de membrana, pero

no hubo interaccién entre estos dos factores.

o Crio preservacion de semen de caballo Peruano de Paso utilizando

Dimetilacetamida como agente crioprotector (80).

Concluyen que las concentraciones finales estudiadas de 3, 4 y 5% de
dimetilacetmida que se usaron ACP para la criopreservacion del semen equino
de la raza Caballo Peruano de Paso, tienen similares porcentajes de motilidad,
vitalidad e integridad funcional de membrana plasmatica.
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o Evaluacion de la funcion de las membranas espermaticas equinas: Efecto

de la ciopreservacion (81).

Los espermatozoides tienen varios compartimentos funcionales, todos los
cuales deben evaluarse para pronosticar la eficacia reproductiva del macho. La
carga primaria del espermatozoide es su ADN, ya que constituye el genoma
haploide complementario al del ovocito, y la fusibn de ambos gametos genera
el genoma diploide singular del potro. Es probable que las anomalias del ADN
no sean completamente compensables, a pesar de la capacidad del ovocito
para la reparacion parcial, y por lo tanto se cree que tienen un impacto
significativo en las tasas elevadas de mortalidad embrionaria temprana
encontradas en esta especie. Por el contrario, las membranas espermaticas
deben permanecer intactas y funcionando para facilitar la fertilizacion del
ovocito in vivo. En consecuencia, el examen del ADN y las membranas
espermaticas ha adquirido importancia en la evaluacion seminal en los ultimos
afos. Un examen exhaustivo de las membranas espermaticas es crucial para
comprender la creacion, la respuesta acrosomica y la fusion con la zona
pelucida y el oolema, todos los cuales son pasos fundamentales en la

fertilizacion.

o Evaluacion de la viabilidad e integridad acrosomal y actividad
mitocondrial en semen refrigerado de Caballo Peruano de Paso. Reporte

preliminar (82).

Este investigacion cuyo objetivo fue evaluar el impacto del enfriamiento en la
viabilidad, integridad acrosdmica y actividad mitocondrial del semen de Caballo
peruano de Paso (CPP). Se obtuvieron dos muestras de semen CPP, se
filtraron y se centrifugaron para eliminar el plasma seminal. Posteriormente, se
diluyeron en leche con glucosa UHT y se almacenaron a 5°C durante 48 horas.
Se evaluo a las 0, 24 y 48 horas de refrigeracion. La viabilidad e integridad
acrosémica se evaluaron utilizando lectina de Pissum sativum y yoduro de
propidio (FITC-PSA / PI), mientras que la actividad mitocondrial se midio
utilizando Mitotracker Red CMXROS®. Se realizaron mediante citometria de
flujo. La proporcidon de células espermaticas vivas con acrosomas intactos

disminuyo progresivamente a lo largo de 0, 24 y 48 horas de refrigeracion (55%,
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42% y 31%, respectivamente), aunque la actividad mitocondrial bajo
notablemente a las 24 horas (del 67% al 34%) y se mantuvo relativamente
constante a las 48 horas (29%). Se establece que la calidad del eyaculado CPP
disminuye progresivamente durante el enfriamiento; sin embargo, se requieren

repeticiones adicionales.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Materiales
3.1.1 Localizacion
A. Espacial

El presente estudio se llevé a cabo en el Fundo Los Amigos, ubicado en el
anexo de Yumina, distrito Characato, provincia y departamento de Arequipa
para la fase de recoleccion de muestras seminales, mientras que el
procesamiento de laboratorio se llevd a cabo en las instalaciones de
DIAGNOVET SAC, ubicado en Av. Argentina No. 814 Urb. Progresistas.
Paucarpata, Arequipa.

B. Temporal

Se desarroll6 entre diciembre del 2023 y marzo 2024.
3.1.2 Materiales biol6gicos
e 04 padrillos de la Raza Peruana de Paso de 4 a 5 afos.
3.1.3 Materiales de laboratorio

e Microscopio Optico

e Sistema de Contraste de fases

e Termoplatina

e Camara de microscopio Amscope® USA

e Centrifuga Tubos de 50 cc horizontal Clay Adams® USA
e Refrigerador con registro de temperatura

e Portaobjetos

e Cubreobjetos

e Pipetas de Pasteur

e Crioviales

e Eosina Nigrosina
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e Glutaraldehido 2%

e Solucion Salina Formolada

e Solucién de Fructosa 150 mOsm/ It (1.351 g de D-fructosa/100 ml)
e Citrato de Sodio 150 mOsm (0.375 g de citrato de sodio /100ml)
e Aceite de inmersion

e Alcohol polivinilico

¢ Nitrogeno Liquido (NL)

e Termocupla

e Rampa de humeo

e Caja de tecknopor

e Pinza portapajillas

e Cortador de pajillas

e Cronometro

e Osmometro

e Peine para semen

e Pajillas de 0,5 cc

e Rotulador de pajillas

e Incubadora 37 C

e Tubos de ensayo 9 x 100

e Gradilla para pajillas
3.1.4 Materiales de campo (coleccién)

e Camara digital

e Vagina para equinos tipo artificial tipo Missouri
e [Fundas para vagina artificial de equino

e TermoOmetro digital de barra metalica

e Embudo

e Lubricante

e Bolsas colectoras de semen WilPak

e Filtro para semen

e Protector de receptaculo de semen

e Hervidor de agua
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e Bafio de Maria

e Microscopio de campo

e Lubricante no espermicida

e Dilutor de semen Equipro® Minitub Alemania
e Equitainer®

e Bafio de Maria

e Acondicionador de vagina artificial de equino
3.1.5 Equiposy maquinarias

e Celular
e Congelador de semen

e Contador de semen
3.1.6 Otros materiales

e Camioneta
e Libreta de anotaciones

¢ Reloj-cronometro

3.2 Meétodos

3.2.1 Muestreo

a. Universo

Se trabajo con 04 padrillos de la raza Peruano de Paso
b. Tamafo de la muestra

Se trabaj6 con 04 padrillos de la raza Peruana de Paso.
c. Procedimiento de muestreo

No se realiz6 ya que se trabajé con toda la muestra. Asi mismo es un trabajo
de investigacion de nivel relacional.
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3.2.2 Formacion de unidades de estudio

Padrillo Padrillo Padrillo Padrillo
Nro. 1 Nro. 2 Nro. 3 Nro. 4

Eyaculado N° 1

Eyaculado N° 2

Eyaculado N° 3
Eyaculado N° 4

3.2.3 Métodos de evaluacion
a. Metodologia de la experimentacion

e Recoleccion de semen
- Montaje de vagina artificial
- Llenado con agua tibia de la vagina artificial a 45 °C
- Lubricado de la vagina con lubricante no espermicida
- Manejo del padrillo
- Lavado del pene del padrillo
- Manejo de la yegua sefiuelo
- Monta y desvi6 del pene del caballo
- Colocacion de la vagina al pene del caballo
- Verificacion de flujo de la eyaculacion
- Retiro del filtro de semen con el gel

- Transporte de la bolsa de semen para laboratorio

e Evaluacién seminal pre criopreservacion
- Macroscépica: color, volumen, pH, apariencia
- Microscopica: motilidad, concentracion, morfologia
- Viabilidad: pruebas hiposmotica.

e Centrifugado
- Adicion del dilutor de semen.
- Centrifugado a 800 g x 12 minutos en tubos Falcon x 50 cc.

- Decantacion del sobrenadante por sifonaje.
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- Evaluacion de la concentracion espermatica con espectofotometro

e Adicion del dilutor con el agente crioprotector
- Dilucion 1:1 lentamente

-  Mezclado

e Congelacién de pajuelas

- Rotulado de pajillas

- Llenado de pajillas

- Sellado de pajillas

- Se dejo una burbuja de aire a las pajillas

- Se estabilizé6 mediante refrigeracion a 5 °C durante 20 minutos.

- Se preparo una depdésito de tecknopor con una marca a la altura
para el NL a4 cmy larampa de pajillas se coloc6 a de 6 cm.

- Se ordenaron de las pajillas en la rampa metalica para el proceso
congelacion por humeo

- El humeo con nitrogeno liquido se realizé por un lapso de 12
minutos.

- Culminado el humeo de proceder al volteo en el nitrdgeno liquido.

- Se guardaron en el termo de nitrégeno liquido.

e Evaluacién seminal pos criopreservacion

- La descongelacibn de las pajillas de semen se realizd
sumergiéndolas en un termo descogelador con agua a 52°C durante
10 segundos.

- Inmediatamente después se pasé a un bafio maria a 37°C durante
30 segundos (111).

- Se procedi6 a secar la pajilla y realizar un movimiento volteo rapido
para que la burbuja de aire se desplace al lugar de corte en el
extremo.

- Cortamos de la pajilla y pasamos a criovial temperado.

e Evaluacién microscoépica: motilidad, concentracion, morfologia
- La motilidad se evalué de forma subijetiva.
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- ElI semen fue colocado en portaobjetos con su respectivo
cubreobjetos temperados 37°C y se evaluaron los espermatozoides
a 400x (97), se establecio6 el porcentaje (%) de células espermaticas
con movimiento progresivo de avance.

- La concentracion del semen fue valorada en forma objetiva,
mediante la técnica de espectrofotometria indirecta, relacionando la
absorcién o dispersion de la luz.

- La morfologia de la célula espermética se determind mediante la
fijacion de una muestra de semen posdescogelamiento en
portaobjetos con solucion de glutaraldehido y el posteriormente se
realizé el conteo de espermatozoides mediante microscopia de
contraste de fases (98, 99, 100, 101).

e Funcional: pruebas hiposmotica.

Prueba de endosmosis, conocida también como hinchazon

hipoosmaética (HOST) (Hypo Osmotic Swelling Test), detallada por

Jeyendran y col. (102; 103).

- Empleamos una solucion de 150 mOsm / L citrato de sodio y
soluciones de fructosa (0.375 g de citrato de sodio dihidratado y
1.351 g de D-fructosa en 100 ml de agua destilada) (101).

- Se establecio el porcentaje (%) de espermatozoides que no
sufrieron dafio a su membrana plasmatica y sufren de enrollamiento
de cualquier grado de la cola tras la incubacion en un medio
hipoosmdtico.

- Se procedi6 a incubar en bafio maria 37 °C, la solucion hipo
osmotica durante 10 minutos.

- Colocamos 100 pl de semen en 1 ml de una solucion hipo osmaética
(150 mOsm/Kg).

- Seincubo la mezcla de semen con la solucion hipo osmética por 30
minutos a 37 °C en la incubadora

- Tras la incubacién extrajimos una pequefia fraccion de 10 uL de la
solucion

- Se extendi6 al portaobjetos limpio.

- Se fijo una muestra en una solucioén al 0.2% de glutaraldehido.
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Arazéon 1:1

Procedimos a cubrir con un cubreobjetos.

Posteriormente observamos al microscopio

El montaje fue evaluado con un microscopio optico a 400x.

Las células espermaticas que presenten la cola hinchada resultado

de la gradiente por osmolaridad se consideraron como intactas de

la membrana plasmética.

Contamos 200 células esperméticas por portaobjetos

Los hallazgos se expresaron en porcentaje de células espermaticas

con reaccién positiva a la prueba (% HOS+).

3.2.4 Variable de respuesta

a. Variable independiente (variable de estudio): Eyaculado fresco de

Caballo de la raza Peruano de Paso

b. Variable dependiente (variable relacionada): Semen descongelado con

agente crioprotector penetrante. DMF o G.

c. Operacionalizacion de las variables

VARIABLE INDICADOR SUB INDICADOR TECNICA INSTRUMENTO
VARIABLE
INDEPENDIENTE
EYACULADO EVALUACION MOTILIDAD Microscopia Microscopio
ERESCO DE MICROSCOPICA CONCENTRACION Espermatocitometria | Camara de Neubauer
PADRILLO DE LA MORFOLOGIA Glutaraldehido Microscopia
RAZA PERUANA DE
PASO .
EVALUACION PRUEBAS OSMOTICAS Test HOST Osmoémetro
FUNCIONAL
DIMETILFORMAMIDA | MOTILIDAD Microscopia Microscopio
1% MORFOLOGIA Tincién supravital Microscopio
VIABILIDAD Test HOST Osmolimetro/Microscopio
VARIABLE
DEPENDIENTE
SEMEN
DESCONGELADO 2% MOTILIDAD Microscopia Microscopio
CON ADICION DEL MORFOLOGIA Tincién supravital Microscopio
AGENTE VIABILIDAD Test HOST Osmémetro/Microscopio
CRIOPROTECTOR
PENETRANTE
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VARIABLE INDICADOR SUB INDICADOR TECNICA INSTRUMENTO
3% MOTILIDAD Microscopia Microscopio
MORFOLOGIA Tincién supravital Microscopio
VIABIIDAD Test HOST Osmaémetro/Microscopio
4% MOTILIDAD Microscopia Microscopio
MORFOLOGIA Tincién supravital Microscopio
VIABILIDAD Test HOST Osmolimetro/Microscopio
GLICEROL MOTILIDAD Microscopia Microscopio
1% MORFOLOGIA Tincion supravital Microscopio
VIABILIDAD Test HOST Osmémetro/Microscopio
2% MOTILIDAD Microscopia Microscopio
MORFOLOGIA Tincion supravital Microscopio
VIABILIDAD Test HOST Osmaémetro/Microscopio
3% MOTILIDAD Microscopia Microscopio
MORFOLOGIA Tincion supravital Microscopio
VIABILIDAD Test HOST Osmémetro/Microscopio
4% MOTILIDAD Microscopia Microscopio
MORFOLOGIA Tincién supravital Microscopio
VIABILIDAD Test HOST Osmaémetro/Microscopio

3.2.5 Evaluacién estadistica

Los datos obtenidos, se analizaron inicialmente con una prueba para

determinar su normalidad mediante una prueba de Shapiro Wilk (16

datos/evaluacién), segun el resultado se usdé una prueba paramétrica,

seguidamente con se realizé la comparacién de sus medidas de tendencia

central y de dispersion para cada uno de los crioprotectores DMG y G, asi

mismo se realiz6 el ANOVA y la comparacion de medias de Tukey para

multiples grupos medias. Posteriormente se comparé el modelo mediante

considerando los coeficientes de R?, R Ajy el CV.
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3.2.6 Disefio experimental
3.2.6.1 Unidades experimentales

Se considero a cada uno como padrillo, siendo una unidad
experimental (4), las eyaculaciones de cada padrillo seleccionado

seran consideradas como unidades de estudio (16).
3.2.6.2 Disefio de tratamientos
Al ser un estudio de nivel relacional, no existe tratamientos.

Las unidades de andlisis estaran representadas por pajillas de 0,5
cc, rellenadas con semen de equino proveniente de los eyaculados
con agente crioprotector DMF y GLY las cuales contenian a una 250

millones de células espermaticas por centimetro cubico.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




»#=% - UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =2 DE SANTA MARIA

CAPITULO IV
4. RESULTADOS Y DISCUSION

El presente estudio nivel relacional, presenta: la busqueda, explicacion y andlisis
sistémico, minucioso y exhaustivo de los cimientos por una parte hipoteticos y el
problema de investigacion y por otro lado la explicacion de las estrategias de la
metodologia en la realizacion de la presente estudio, con sus respectivo analisis de
datos, normalidad, asi como los resultados hallados y las discusiones respectivas del
andlisis de la Comparacion de agentes crioprotectores DMF y GLY para mejorar la
funcionabilidad espermatica de semen criopreservado de caballos de la raza Peruano

de Paso.

Se tomaron en cuenta una serie de acciones que involucran la revision del marco
referencial y el estado de la ciencia, asi como el cotejo con los datos reportados
existentes con nuestros datos obtenidos, procesamiento, célculo y andlisis con los
estadisticos adecuados y resultados logrados acompafados de su significancia

estadistica.

La criopreservacion es actualmente la Unica estrategia para la conservacion a largo
plazo del esperma equino. Para obtener una supervivencia Optima de los
espermatozoides después de la descongelacion, es crucial seguir cuidadosamente
cada paso del protocolo de congelacion. En primer lugar, es necesario obtener y
analizar exhaustivamente un eyaculado de esperma de buena calidad (104).

La criopreservacion del esperma del caballo peruano de paso para su uso en

programas de IA es de suma importancia para su promocion (84).

4.1. Motilidad de los espermios del eyaculado de los padrillos de CPP.

En latabla 1. Podemos examinar los datos de motilidad espermatica de las muestras
recolectadas de semen (n = 16). La motilidad, ha sido considerada como un

parametro, considerado como sefial de fecundidad en equinos (15).

Las células esperméticas adquieren movimiento durante el transito por el epididimo
(105) La movilidad del flagelo es influida tras la eyaculaciéon y se modula durante el
transito del espermatozoide a través del aparato reproductor de la hembra (106).
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Esta transicion significa alteraciones secuenciales significativas en las caracteristicas
de movilidad de las células espermaticas, lo que indica variaciones en el largo de onda
flagelar (movimiento asimétrico) o modificaciones en el movimiento lateral de la
cabeza (107), lo que sugiere que los espermatozoides deben acrecentar la movilidad
para atravesar el tracto reproductor femenino, seguida de una hiperactivacion

espermatica para alcanzar el sitio de fertilizacion y penetrar en la membrana del ovulo

(88).
Tabla 1.
Motilidad de espermios del eyaculado del CPP
Padrillo No. 1 Padrillo No. 2 Padrillo No. 3 Padrillo No. 4
Eyaculado No. 1 80 75 84 78
Eyaculado No. 1 78 71 80 72
Eyaculado No. 1 83 73 86 70
Eyaculado No. 1 79 74 82 76

En la tabla 1, observamos los resultados de la motilidad del semen fresco de 16
eyaculados (n=16), los cuales al someterse a pruebas de bondad de ajuste graficas

como el QQ-Plot y la de prueba de Shapiro Wilk.

Figura 1.
QQ-Plot de la normalidad grafica de la movilidad de los espermios del

eyaculado de CPP

86.11qn= 16 r= 0.992 (MOT (%))

81.83

77.56

Cuantiles observados(MOT (%))

EQ.UZf

69.02 7329 77.56 81.83 86.11
Cuantiles de una Normal(77.563,23.329)

En el QQ-Plot, de la figura 1, podemos observar que el r=0,992, lo que nos sefialan
que los datos de motilidad de los 16 eyaculados, siguen una distribucion normal.
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En la tabla 2, podemos ver que el resultado de la prueba de bondad de ajuste de SW
es p > 0,05, con lo cual se rechaza la Ho, de la poblacion no corresponde a una
distribucion normal. Podemos ver que el p valor es 0,5976, con lo que se puede

concluir que los datos siguen una distribucion normal.

Tabla 2.
Test de Bondad de Ajuste de Shapiro Wilk para la movilidad de espermios del

semen fresco de CPP

Variable n Media DE W P (Unilateral D
MOT (%) 16 77,56 4,83 0,94 0,5976

Para lograr éxito en el proceso de crioconservacion espermatica del eyaculado de
caballos, en primer lugar, es necesario obtener y analizar exhaustivamente un
eyaculado de esperma de buena calidad (104), para lo cual evaluamos en la presente

investigacion la motilidad espermética del semen fresco.

Segun Varner (15), la motilidad se ha utilizado tradicionalmente para determinar la
capacidad fertilizadora del semen del caballo. La capacidad fecundante y la movilidad
esperméatica se desarrollan simultaneamente, por lo que se han empleado como
indicadores indirectos del potencial fecundante de los espermatozoides (108; 109). El
caballo posee un tipo distintivo de movimiento del esperma de manera circular o
semicircular, debido fundamentalmente a la insercibn abaxial del componente
intermedio en la cabeza del esperma, que no se consideraria progresivo en otras

especies (110).

En la tabla 3, podemos ver las medidas de centralidad y de dispersion de la movilidad
de las células esperméticas del eyaculado, con una media de 77.56% +/- 4.83%, con
un valor maximo de 86% y un valor minimo de 70%. Segun gran numero de
investigadores, un eyaculado de calidad debe contener al menos un 60% de esperma

migratorio progresivo en el eyaculado (112).

A pesar de las importantes complicaciones econdmicas y de bienestar asociadas con
una mala funcion testicular, las tendencias en las poblaciones equinas actuales son
indeterminadas (94).
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Hernandez et al. (113) y Gutiérrez et al., (2014) (114) sefialan que el porcentaje de
células espermaticas con movilidad progresiva en semen fresco se asocia con una
alta calidad, por lo que se considera que un garafion fértil debe presentar 260% de
motilidad progresiva. Caracteristica fundamental para proceder al congelamiento de
dosis seminales. El porcentaje de células espermaticas con movilidad progresiva en
semen fresco se asocia con una alta calidad de los espermatozoides, por lo que se

considera que un garandn fértil debe presentar 260% de motilidad progresiva (112).

Se recomienda que la evaluacion de la movilidad progresiva sea inmediatamente
después de la colecta para garantizar un valor preciso (114). La proporcion estandar
de motilidad progresiva es del 75%, con un rango del 60 al 95% (115). Durante la
evaluacion de la movilidad, debe anotarse la cantidad de células espermaticas que
exhiben movimiento de tipo oscilante y progresivo hacia el frente (117).

Todas las razas, excepto la frisona durante la era no reproductiva, tuvieron tasas de
movilidad crecientes superiores al 70%. No hay distincion entre las razas con respecto
a los periodos reproductivos y no reproductivos. Las razas Holsteiner, espafiola y
arabe exhiben los porcentajes mas altos de motilidad progresiva. La arabe no crea gel
en su eyaculacion, lo que puede explicar una mayor motilidad. Mdultiples factores
influyen en la motilidad progresiva, la temperatura, las variaciones osmoticas, el
manejo inadecuado de la eyaculacion, el diluyente, el intervalo entre la recoleccion y

evaluacion del semen, la edad y la presencia de antibiéticos en los diluyentes (118).

Tabla 3.

Medidas de resumen para la motilidad de espermios del eyaculado de CPP.

Resumen MOT (%)
N 16,00
Media 77,56
D.E. 4,83
Var (n -1) 23,33
E.E. 21,87
CcVv 1,21
Min 6,23
Max 70,00
Mediana 86,00
Q1 73,00
Q3 80,00
Asimetria 0,07
Kurtosis -1,06
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Figura 2.
Blox-Plot de las medidas de resumen de la movilidad de los espermios en el

eyaculado
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En la figura 2, podemos ver en el diagrama de caja y bigotes, de los valores de
motilidad espermatica en el eyaculado fresco, la muy baja dispersion en la distribucion
de los datos ya que la media y mediana tienen valores muy cercanos, y muy ligera
asimetria a la derecha asi mismo el Q1 es 73% y el Q3 80%, sin presencia de datos

atipicos y platicurtica.

En el semental, la motilidad progresiva se utiliza como una estimacién general de la
fertilidad, con menos del 50% de movilidad progresiva en el semen crudo o menos del
10% de movilidad progresiva dos horas después de la recoleccién siendo un indicador
de subfertilidad potencial (119). Sin embargo, la fertilidad de los sementales puede ser
pobre incluso con una poblacion altamente mavil (120) y, por lo tanto, es fundamental

comprender otras anomalias comunes de los espermios.

La Asociacion de Teriogenologia americana. ha establecido reglas para el examen del
semen en prospectos de sementales. Se recomienda que el semen mantenido a
temperatura ambiente conserve un 10% de su motilidad progresiva a las 6 y 24 horas

para semen puro Yy diluido, respectivamente (121).

La motilidad progresiva de los espermatozoides (MOTP, por sus siglas en inglés) es
una caracteristica crucial para predecir la infertilidad del semental (122); vital para
penetrar en la zona pellcida y determinar la capacidad de fertilizacion (123).
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Es un parametro predictivo que puede utilizarse para vigilar las tendencias de la salud
y la funcion reproductivas. Dentro de la industria equina, se han propuesto valores
umbral de MOTP para la prediccion de la fertilidad (124;125). A lo largo de la literatura,
se han reportado lecturas por debajo de los umbrales propuestos en sementales,

incluidos aquellos definidos como fértiles (128; 129; 130).

La calidad subdptima del eyaculado de los sementales es motivo de gran
preocupacion para el sector de la cria. Es vital realizar mas investigaciones que
diluciden las tendencias temporales para iniciar un enfoque holistico de la proteccion

de la salud y la funcion reproductiva de los equinos.

Teniendo en cuenta mdultiples covariables predeterminadas, el MOTP disminuyo
significativamente entre 1984 y 2019, con una disminucion general y anual del 33,51
y el 0,96%, respectivamente. Las tendencias adversas de MOTP dentro de esta
poblacién equina son motivo de gran preocupacion para el sector mundial de la cria.
Dado que la funcién reproductiva de los sementales es fundamental en la capacidad
de producir una progenie exitosa, los resultados son preocupantes para la
sostenibilidad y la economia de la industria equina en general.

La consistencia de las tendencias a través de multiples analisis de sensibilidad
proporciona evidencia sélida para respaldar la disminucion de MOTP sugieren que
una mayor proporcion de sementales corren el riesgo de sufrir una reduccion de la
funcion testicular, lo que supone una grave preocupacion econémica (131), sanitaria
y de bienestar para la industria de la cria. EIl PMOT se correlaciona significativamente

con la tasa de fertilizacion in vitro (123).
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Tabla 4.
Distribucion de frecuencias para la movilidad de espermios en el eyaculado
de CPP

En la tabla 4, podemos ver la distribucion de frecuencias en 4 clases segun la regla
de Sturges, siendo la clase 1, con un promedio de 72% de motilidad espermatica, la

gue presenta mayor numero de muestras evaluadas.

Variable Clase LI LS MC FA FR FAA FRA
MOT (%) 1 (70,00 — 74.00) 72,00 5 0,31 5 0,31
MOT (%) 2 (74,00 — 78.00) 76,00 4 0,25 9 0,56
MOT (%) 3 (78,00 — 82.00) 80,00 4 0,25 13 081
MOT (%) 4 (82,00 — 86.00) 84,00 3 0,19 16 1.00

Figura 3.
Histograma de la movilidad de espermios de CPP

Ajuste: Novmal(77 563,23.329)

frecuencia relativa
[
o

i)
MOT (%)

El histograma de la figura 3, presenta un solo pico correspondiente al 72% de
motilidad espermatica, con una dispersion entre 72 y 84% de motilidad, un ajuste casi

normal.

En consecuencia, la motilidad de los espermios es un factor crucial para considerar
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en la determinacion de la calidad seminal. En consecuencia, histéricamente se ha
considerado como una medida del potencial fertilizante de la eyaculacion del caballo
(15).

Algunos escritores afirman que el desarrollo de la capacidad de fertilizacion y la
movilidad de los espermios ocurre simultdneamente, por lo tanto, se ha utilizado como

indicador indirecto del potencial de fertilizacion (109; 110).

De acuerdo con la especie animal exhibe un patron de movimiento distinto,
influenciado por muchas caracteristicas de los espermatozoides, como las
dimensiones de la cabeza, el largo de la cola y la cadencia batido de la cola , entre
otras (124).

El caballo tiene una forma distintiva de motilidad espermética circular o semicircular,
atribuible principalmente a la insercion abaxial del componente intermedio en la

cabeza espermatica, que no se consideraria progresiva en otras especies (123).

Similar a lo que sucede con la evaluacion morfologica de los espermatozoides, no hay
acuerdo sobre los valores normativos de la motilidad espermatica en un semental
viable; no obstante, la mayoria de los estudios afirman que un semen de calidad
deberia exhibir valor iguales o superiores al 60% de espermios que demuestren

motilidad progresiva (112).

Hay muchos de factores, tanto de inicio extrinseco, que afectan al movimiento
espermatico de una muestra. Entre ellos, destacamos la frecuencia de recogida (125;
126), el uso y el tipo de diluyentes para su evaluacion (112), el tiempo entre la recogida
y la evaluacion, la temperatura o el uso de antibiéticos y su presencia en los diluyentes
(127; 128). Como factores intrinsecos y la raza de los animales estudiados (129; 130;
132; 120), las alteraciones de origen testicular (133,134), epididimario (135) o
prostético (136).

La motilidad y la calidad de las células espermaticas disminuyen con la edad del
semental y la preservaciéon del espermatozoide, pero no se han explicado los
mecanismos del déficit funcional.

En cuanto a las diferencias entre las razas de caballos, el caballo espafiol presenta

una mayor velocidad media de trayectoria, velocidad curvilinea y frecuencia de
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cruzamiento en comparacion con el caballo arabe. El esperma del caballo espafiol era

rapido, pero el del caballo arabe era mas lineal.

La hélice mitocondrial es el grupo principal de organulos responsables de la motilidad
activa y el metabolismo en el espermatozoide. El nimero de giros mitocondriales en
la pieza media de los espermatozoides equinos varia entre 40 y 50, y se ha
demostrado que su organizacion, o mas especificamente una organizacion
interrumpida, desempefia un papel en la fertilidad de los sementales a través de la
produccioén localizada de ATP para el movimiento flagelar de los espermatozoides
(137; 138; 139).

De hecho, se sabe que la funcién mitocondrial, que puede ser aproximada por el
potencial de la membrana mitocondrial y la actividad de la cadena de transporte de
electrones (CTE) se correlaciona positivamente con la funciébn general de los
espermatozoides (139; 140; 141; 142).

4.2 Morfologia normal espermatica de semen fresco de los padrillos.

En el Tabla 4. Podemos observar los valores de morfologia normal espermatica de
las muestras recolectadas de semen (n = 16).

El impacto significativo de los rasgos morfoldégicos normales de los espermios viables
en los porcentajes de retencion del ciclo inicial sugiere que esta evaluacion del semen
es indicativa de la eficacia reproductiva futura del equino reproductor. La persona que
recolecta y manipula el semen, si son distintos, deben asegurarse de que todo el
equipo en contacto con la eyaculacion se mantenga a 37 ° C, ya que incluso pequefias
fluctuaciones de temperatura podrian influir negativamente en los espermatozoides y

producir resultados inexactos (133).

La longitud de los espermatozoides equinos desde la cabeza hasta la cola es de
aproximadamente 60 um (134). Un espermatozoide consta de tres componentes
principales: un tocado, una pieza media y una cola que estdn completamente

encapsulados por una membrana plasmatica (144).

La cabeza esperméatica presenta una forma alargada y ovalada que también es

relativamente plana, con alguna variacion individual (145, 146, 147)
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Esta formada por el acrosoma, que cubre la porcion anterior de la cabeza del
espermatozoide y tiene enzimas de tipo hidrolitico que se liberan para que el

espermatozoide penetre en un ovocito; la lamina postacrosémica y el nacleo (144).

Ademas, se teoriza que las proteasas e hidrolasas contenidas en el acrosoma
desempeiian un papel en la penetracion del complejo del camulo de ovocitos, ademas
de la zona pellcida (148; 149).

La ldmina postacrosémica cubre el nlcleo caudal, que contiene el genoma masculino
altamente condensado (145, 144). Los rasgos especificos de la cabeza del esperma
del semental incluyen una cabeza asimétrica caracteristica, una cola insertada

paraxialmente y un pequefio acrosoma relevante para otras especies (150).

La determinacién de la morfologia de los espermios es crucial para evaluar la salud
reproductiva tanto en humanos como en animales. Después de la inseminacion
natural o artificial, el espermatozoide inicia un viaje desde el lugar de deposicion hasta
el lugar de fertilizacién. Sin embargo, solo un pequefio subconjunto de los
espermatozoides depositados logra su objetivo: alcanzar y fertilizar el 6vulo. Los
factores involucrados en el control del transporte y la fertilizacion de los
espermatozoides incluyen el entorno del aparato reproductivo femenino, las
interacciones entre células, la expresion génica y los rasgos fenotipicos de los
espermios. Se conocen algunos de los determinantes significativos de la fertilizacion
(es decir, la motilidad o el estado del ADN), pero muchos rasgos de los
espermatozoides aun son indescifrables. Un ejemplo es la influencia de las
dimensiones y la forma de los espermatozoides en el transporte dentro del tracto
genital femenino hacia el ovocito. Las asociaciones biofisicas entre el tamafio y la
motilidad de los espermios pueden influir en la progresion de los espermatozoides a
través del tracto reproductivo femenino, pero siguen existiendo incertidumbres sobre
cémo la morfologia de los espermatozoides influye en el proceso de fertilizacion, y si
solo las dimensiones de los espermatozoides per se estan involucradas. Ademas,
tales explicaciones no permiten la posibilidad de que el tracto femenino sea capaz de
distinguir los espermatozoides fértiles en base a su morfologia, como parece ser el

caso de las propiedades bioquimicas, moleculares y genéticas (151).
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Por el contrario, es eliptica en el caballo (112). Las dimensiones son 6,62 um de largo
y 3,26 um de ancho (152; 112). El eyaculado del caballo tiene mas del 20% de
anomalias en reproductores fértiles (153), atribuibles, a la limitada seleccion basada
en la capacidad reproductiva que ha sufrido los equinos, a diferencia de rumiantes y

cerdos.

El porcentaje de células espermios que exhiben morfologia normal en el eyaculado de
un caballo es muy variado. La Sociedad Estadounidense de Reproduccion Animal
(154) aconseja seleccionar sementales que logren un minimo de 75% de tasas de
gestacion cuando cubran 40 o mas yeguas, o que superen las 120 yeguas cuando se
utiliza la 1A. Sugiere un porcentaje estandar de espermios que exhiben morfologia
normal por colecta, estableciendo una evaluacion favorable de los eyaculados cuando
contienen como minimo mil millones de células esperméticas con morfologia
adecuada y motilidad progresiva, luego de la recoleccion y evaluacion de dos

eyaculados con una hora de diferencia (145;155).

Por el contrario, otros investigadores afirman que una muestra de semen se considera
aceptable cuando contiene al menos 60% de células espermaticas exhiben una
morfologia adecuada, ya que se anticipa que una eyaculado con menos del 50%

demuestra un potencial reproductivo disminuido (135).

Tabla 5.

Morfologia normal de los espermios del eyaculado de CPP

Padrillo No. 1 Padrillo No. 2 Padrillo No. 3 Padrillo No. 4

Eyaculado No. 1 72 76 79 74
Eyaculado No. 1 76 72 76 76
Eyaculado No. 1 70 75 82 78
Eyaculado No. 1 78 73 80 76
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Figura 4.
QQ-Plot de la normalidad grafica de la morfologia normal de espermios del

eyaculado de CPP

82 oon= 16 r= 0.987 (AN (%)) Ie)

79.001

76.001

Cuantiles observados(AN (%))

73.00

70.00- T T T
70.00 73.00 76.00 75.00 82.00

Cuantiles de una Normal(75.813,10.029)

En el QQ-Plot, de la figura 4, podemos observar que el r=0,987, lo que nos sefialan

que los datos de motilidad de los 16 eyaculados, siguen una distribucion normal.

En la tabla 6, podemos ver que el resultado de la prueba de bondad de ajuste de SW
es p > 0,05, con lo cual se rechaza la Ho, de la poblacién no corresponde a una

distribucién normal.

Tabla 6.
Test de Bondad de Ajuste de Shapiro Wilk para la movilidad de espermios del
eyaculado de CPP

Variable n Media DE W P (Unilateral D
MORF (%) 16 75,81 3.17 0.97 0,8711

En la tabla 7, podemos ver las medidas de tendencia central y de dispersion de la
motilidad espermatica, con una media de 75,81% +/- 3,17%, con un valor maximo de
82% y un valor minimo de 70%. Nuestros valores encontrados estan por encima de
los reportados (154) quienes recomiendan que como minimo para la eleccién de un
semental, este debe presentar al menos un 75% de normalidad morfoldgica.
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La morfologia esperméatica determinada en esta investigacién, mostro un valor medio
similar a los obtenidos por (156), inferiores a los registrados por (157) y muy por
encima a los obtenidos por otros autores (115; 148; 159) en reproductores con
fertilidad demostrada. Estas desemejanzas pueden estar causadas por la técnica de
recoleccion (160), el tipo de tincidn para la citologia (152; 157), el intervalo de recogida
(11), el tiempo del periodo de excitacion anterior a la coleccion (126), y también la

edad de los sementales (160).

Estas variaciones en los parametros reportados de motilidad quizas podrian deberse
a la evaluacion subjetiva por parte de los investigadores, en aquellos casos donde
emplearon equipos computarizados, podria haber una mayor diferencia. Asi mismo

influye probablemente la raza.

Tabla 7.

Medidas de resumen para la morfologia de espermios del eyaculado de CPP.

Han surgido varios procedimientos de laboratorio nuevos para evaluar la morfologia y
funcionalidad del acrosoma de las células esperméticas, pero no han reemplazado
por completo al examen morfologico tradicional (151; 152).

Resumen MOT (%)
N 16.00
Media 75,81
D.E. 3,17
Var (n -1) 10,03
E.E. 0,79
Ccv 4,18
Min 70,00
Max 82,00
Mediana 76,00
Q1 73,00
Q3 78,00
Asimetria 0.07
Kurtosis -0,48
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Figura 5.
Blox-Plot de las medidas de resumen de la morfologia de espermios del

eyaculado de CPP
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En la Figura 5, podemos ver en el diagrama de caja y bigotes, la muy baja dispersién
en la distribucién de los datos ya que la media y mediana tienen valores muy cercanos,
y muy ligera asimetria a la derecha asi mismo el Q1 es 73% y el Q3 78%, sin presencia

de datos atipicos y platicurtica.

En la tabla 8, podemos ver la distribucién de frecuencias en 4 clases segun la regla
de Sturges, siendo la clase 2, con un promedio de 74,50 % de motilidad espermatica,

la que presenta mayor nimero de muestras evaluadas.

El analisis morfométrico facilita actualmente la caracterizacion de diversas morfologias
esperméaticas y su correlacién con la fertilidad. Los recientes progresos en las
metodologias y equipamientos de analisis por imagenes permiten el examen individual
de las propiedades morfolégicas de los espermatozoides, revelando asi la
heterogeneidad celular presente en los eyaculados de mamiferos y entre los
individuos (163).

En consecuencia, la evaluacion automatizada de la morfologia espermatica ha
identificado y caracterizado eficazmente estos grupos celulares en varias especies
animales (164; 165, 166, 167, 168).
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Tabla 8.
Distribucion de frecuencias para la morfologia espermatica del semen fresco

de caballo Peruano de Paso

Variable Clase LI LS MC FA FR FAA FRA
MORF (%) 1 (70,00 — 73.00) 71,50 4 0,25 4 0,25
MORF (%) 2 (73,00 — 76.00) 7450 7 0,44 11 0,69
MORF (%) 3 (76,00 — 79,00) 7750 3 0,19 14 0,88
MORF (%) 4 (79,00 — 82,00) 80,50 2 0,13 16 1,00

Figura 6.
Histograma de la morfologia de espermios del eyaculado de CPP
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El histograma de la figura 6, presenta un solo pico correspondiente al 75% de
morfologia espermatica, con una dispersion entre 72 y 81% de morfologia normal, y

presenta un ajuste normal.

De los enfoques descritos, el analisis de conglomerados es la técnica estadistica
multivariante predominante empleada para identificar y caracterizar subpoblaciones
morfoldégicamente diferentes, segun lo determinado por los hallazgos derivados de los
sistemas CASA. En consecuencia, esta forma de analisis estadistico se ha empleado

eficazmente en otras especies, incluido el caballo (146; 166).
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Un problema principal con los estudios morfométricos y cinéticos es la gran cantidad
de variables inherentes a ambos sistemas, lo que complica la interpretacion de los

datos y disminuye la efectividad (167).

4.3 Viabilidad espermatica de semen fresco de los padrillos.

En la tabla , podemos observar los valores de viabilidad espermatica de las muestras

recolectadas de semen (n = 16).

Evaluar la viabilidad de los espermios permite determinar el estado de la membrana
plasmatica. Entre las metodologias mas empleadas esta la tincion de
eosina/nigrosina, en la cual con ayuda de un microscopio de campo claro se

contabiliza los espermios permeables y los no permeables a estos colorantes (169).

Tabla 9.

Viabilidad espermatica del semen fresco

Padrillo No. 1  Padrillo No. 2 Padrillo No. 3  Padrillo No. 4

Eyaculado No. 1 77 73 81 76

Eyaculado No. 1 75 70 78 70

Eyaculado No. 1 80 70 84 70

Eyaculado No. 1 77 7l 86 72
Figura 7.

QQ-Plot de la normalidad grafica de la viabilidad espermatica del semen fresco

84.00n= 16 r= 0.968 (VIABIL (%)) ®
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Cuantiles de una Normal(75.25,20.867)
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En el QQ-Plot, de la figura 7, podemos observar que el r=0,966, lo que nos sefalan

gue los datos de motilidad de los 16 eyaculados, siguen una distribucion normal.

En la tabla 10, podemos ver que el resultado de la prueba de bondad de ajuste de
SW es p > 0,05, con lo cual se rechaza la Ho, de la poblacién no corresponde a una
distribucion normal. Podemos ver que el p valor es 0,0913, con lo que decimos que

los datos siguen una distribucion normal.

Tabla 10.
Test de Bondad de Ajuste de Shapiro Wilk para viabilidad de espermios del
eyaculado de CPP

Variable n Media DE W P (Unilateral D
MORF (%) 16 75,25 4,57 0.97 0,8711
Tabla 11.

Medidas de resumen para la viabilidad espermética del semen fresco.

Resumen MOT (%)
N 16.00
Media 75,25
D.E. 4,57
Var (n -1) 20,87
E.E. 1,14
CcVv 6,07
Min 70,00
Max 84,00
Mediana 75,50
Q1 70,00
Q3 78,00
Asimetria 0.32
Kurtosis -1,11

En la tabla 11, podemos ver las medidas de tendencia central y de dispersién de la
viabilidad espermaética, con una media de 75,25% +/- 4,57%, con un valor maximo de
84% y un valor minimo de 70%.

Al encontrarse una distribucion normal nos sefiala que la evaluacién de la viabilidad

estuvo adecuada y que la distribucién de los datos se distribuye de forma simétrica.
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Figura 8.
Blox-Plot de las medidas de resumen de la viabilidad de espermios del

eyaculado de CPP
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En la figura 8, podemos ver en el diagrama de caja y bhigotes, la muy baja dispersion
en la distribucién de los datos, al tener la media y mediana tienen valores muy
cercanos, y muy ligera asimetria a la derecha asi mismo el Q1 es 70% y el Q3 78%,

sin presencia de datos atipicos y platicurtica.

La viabilidad esperméatica del semen equino refleja la integridad de la membrana
plasmatica y de las membranas acrosémicas de los espermatozoides, caracteristica

previamente vinculada a la probable fertilidad (63).

La determinacion de la integridad de la membrana plasmética es un componente
crucial del espermiograma, dada la importancia de esta estructura para mantener la
viabilidad del espermatozoide. La evaluacion es crucial para evaluar la fertilidad del
macho, ya que la preservacion de la informacion genética depende esencialmente del

estado Optimo de la membrana plasmatica (65; 70).

Ademas, es fundamental no solo para el metabolismo del gameto sino también para
otros procesos de fertilizacién, incluida la capacitacion, la respuesta acrosomal y la

fusion con el évulo (67).
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Tabla 12.
Distribucion de frecuencias para la viabilidad del espermio del eyaculado de
CPP

Variable Clase LI LS MC FA FR FAA FRA

VIABIL (%) 1 (70,00 — 73.50) 71,75 7 0,44 4 0,44

VIABIL (%) 2 (73,50 — 77.00) 75,35 4 0,25 11 0,69

VIABIL (%) 3 (77,00 — 80,50) 78,75 3 0,19 14 0,88

VIABIL (%) 4 (80,50 — 84,00) 8225 2 0,13 16 1,00

En la tabla 12, podemos ver la distribucion de frecuencias en 4 clases segun la regla
de Sturges, siendo la clase 1, con un promedio de 71,75 % de viabilidad espermatica,

la que presenta mayor numero de muestras evaluadas.

Figura 9.

Histograma de la viabilidad del espermio del eyaculado de CPP

Ajuste; Mormal(75.250,20.867)
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El histograma de la figura 9, presenta un solo pico correspondiente al 72% de la
viabilidad espermatica, con una dispersion entre 72 y 82%, y presenta un ajuste
normal.

Las pruebas funcionales que examinan la estructura integra de la membrana
espermatica como la prueba de endosmosis (prueba del huésped), permiten evaluar
la funcionalidad de esta membrana midiendo la resistencia osmoética de los

espermatozoides en medios hipoosmaticos (68).
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El espermatozoide puede absorber o expulsar agua en funcion de la osmolaridad del
entorno extracelular, lo que indica la funcionalidad éptima de su membrana plasmatica
y su capacidad de distribucion de fluidos interna y externamente. Este parametro se

ha asociado con la fertilidad masculina (69, 70).

La evaluacién de la estructura integra acrosomal, junto con la evaluacién de la
estructura integra de la membrana espermatica, se ha investigado ampliamente como
parametro seminal debido a su papel critico en la fertilizacion. Solo los espermios con
un acrosoma intacto pueden ejecutar la reaccion acrosomica en sincronia con la fase
de penetracion de los ovocitos, facilitando en dltima instancia la fusion para formar un
embrién (67).

4.4  Concentracion esperméatica del semen fresco
Al analizar las muestras del eyaculado (n = 16), se obtuvieron los siguientes resultados

expresados en la tabla 13.

Tabla 13.

Concentracion de espermios del eyaculado (millones/ml) en CPP

Padrillo No. 1 Padrillo No. 2 Padrillo No. 3 Padrillo No. 4

Eyaculado N° 1 168,00 224,00 209,00 222,00
Eyaculado N° 1 172.00 283,00 202,00 246,00
Eyaculado N° 1 173,00 245,00 237,00 256.00
Eyaculado N° 1 221,00 287,00 230,00 258,00

La concentracién espermatica determinada microscopicamente fue de entre 168y 287
millones/ml. La concentracion y el volumen exhiben una diversidad significativa y se
ven fuertemente afectados por numerosos factores, incluido el tamafio testicular, el
método de recoleccion (completo o fraccional), la edad de los sementales y la raza
(161).

El valor promedio generalmente varia de 50 a 150 x10”® espermatozoides/ml cuando
se recolecta la eyaculacion completa utilizando métodos aceptables (160). Se utilizo
un espectrofotdmetro automatico para evaluar indirectamente la absorbancia o
dispersion de la luz generada por los espermatozoides en una muestra,
correlacionandolo con la concentracion de espermatozoides. Para que este

procedimiento arroje resultados correctos, se requiere una calibracidén previa mediante
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una curva establecida mediante recuento con microscopio a través de una camara, ya
que la transmitancia fluctda con la concentracién de esperma. Ademas, depende del
tamafo y morfologia de los espermatozoides, el indice de refraccion, estos ultimos
varian entre individuos (161).

Este enfoque es efectivo en muestras de esperma limpias; sin embargo, tiene limites
cuando la solucion esta contaminada con compuestos que no son espermatozoides,
lo cual es tipico en el esperma de semental, lo que puede provocar una
sobreestimacion de la concentracion de esperma (102).

Figura 10.

QQ-Plot de la concentraciéon de espermios del eyaculado (millones/ml) de CPP

281.28'n= 16 r= 0.983 (CONC (milimi))

259.171
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162.84 194 85 227.06 25917 291.28

Cuantiles de una Normal(227.06,1318.2)

En el QQ-Plot, de la figura 10, podemos observar que el r=0,983, lo que nos sefialan
que los datos de concentracion espermatica de los 16 eyaculados, siguen una

distribucién normal.

Tabla 14.
Test de Bondad de Ajuste de Shapiro Wilk para la concentracién de espermios
del eyaculado de CPP

Variable n Media DE W P (Unilateral D
CONC (mill/ml) 16 227,06 36,31 0.93 0,4009
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Tabla 15.
Medidas de resumen para la concentracion de espermios del eyaculado de
CPP.

Resumen MOT (%)
N 16.00
Media 227,06
D.E. 36,31
Var (n -1) 1318,20
E.E. 9,08
Ccv 15,99
Min 168,00
Max 287,00
Mediana 227,00
Q1 202,00
Q3 246,00
Asimetria -0.15
Kurtosis -0,75

En la tabla 15, se encuentran las medidas de tendencia central y de dispersion de la

concentracion espermatica, con una media de 227,06 +/- 36,31 millones /ml con un

valor maximo de 287,00 millones /ml y un valor minimo de 168.00 millones/ml de

espermatozoides.

Figura 11.

Box-Plot comparando las medidas de resumen de la concentracion de

CONC (milliml)
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En la figura 11, podemos ver en el diagrama de caja y bigotes, la casi inexistente

dispersién en la distribucion de los datos ya que la media y mediana tienen valores
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casi iguales, y muy ligera asimetria a la izquierda, asi mismo el Q1 es 202,00 millones

/mly el Q3 es 246,00 millones /ml, sin presencia de datos atipicos y platicurtica.

Tabla 16.
Distribucion de frecuencias para la concentracién de espermios del eyaculado
de CPP
Variable Clase LI LS MC FA FR FAA FRA
CONC (mill/ml) 1 (168,00 — 197,75) 182,88 3 0,19 3 0,19
CONC (mill/ml) 2 (197,75 — 227,50) 212,63 5 0,31 8 0,50
CONC (mill/ml) 3 (227,50 — 257,25) 242,38 5 0,31 13 0,81
CONC (mill/ml) 4 (257,25 — 287,00) 272,13 3 0,19 16 1,00

En la tabla 16, podemos ver la distribucion de frecuencias en 4 clases segun la regla
de Sturges, siendo las clases 2 y 3, las con mayor numero de datos con 5 cada una y
una marca de clase para la 2 de 212,63 millones/ml y para la 3 de 242,38 millones/ml

de concentracién espermatica.

Figura 12.

Histograma de la concentracion de espermios del eyaculado de CPP
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Como se puede observar en la figura 12, la concentracion espermatica presenta una

distribucién normal casi perfecta ajustandose.
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La IA con semen congelado en equinos, se usa mucho menos que la realizada con
semen fresco y semen refrigerado (162; 163). Esto se debe, al menos en parte, a las
diferencias en la capacidad de fertilizacion del semen congelado-descongelado entre
los sementales (164; 165; 166; 167).

4.5 Motilidad espermatica de semen de las pajillas usando como crioprotector

DMF.

En la tabla 17, se muestra los valores de motilidad espermatica obtenidos de las
muestras de semen de las pajillas descongeladas (n = 64), a diferentes

concentraciones de DMF (4) de 1 a 4%.

Tabla 17.
Motilidad de las muestras de semen de las pajillas descongeladas usando

como crioprotector DMF

Padrillo No. 1 Padrillo No. 2 Padrillo No. 3 Padrillo No. 4
1% 2% 3% 4% 1% 2% 3% 4% 1% 2% 3% 4% 1% 2% 3% 4%
E1l 45 48 46 40 40 44 45 39 45 46 39 37 43 45 39 40
E2 46 47 41 36 42 46 45 36 44 48 40 35 42 46 38 37
E3 48 43 44 41 42 43 45 40 47 42 38 39 43 47 39 36
E4 46 41 45 42 43 43 43 38 41 44 40 38 44 40 36 35

Nuestras medias de motilidad pos-descongelacion de las pajillas empleando DMF
fueron 43,81 +/- 2,23 % para DMF 1%; 44,56 +/- 2,45 para DMF 2%; 41,69 +/- 3,18
para DMF al 3% y 38,06 +/- 2,17 para DMF al 4%. De estos resultados de las medias
entre grupos podemos ver que la mayor motilidad pos-descongelacion corresponde a
en empleo del crioprotector glicerol a la concentracién de 2%. El valor maximo de
motilidad fue 48% y el minimo 41%. Los CV no superaron el 30%, indicando no
existencia de dispersion de los datos, siendo los de la concentracion de DMF 1% con
el menor CV de 5,08% y DMF al 3% los de mayor CV con 7,62%.

La calidad del semen de los sementales después de la congelacion y descongelacion
difiere entre los sementales, pero queda por determinar si tales diferencias también
se ven afectadas por la raza del caballo. Existen diferencias en la criotolerancia (168).

En la tabla 17, podemos comparar los valores de las medias de motilidad para las 4
concentraciones de DMF, de los cuales, el mayor valor corresponde a la DMF 2%, con
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una media de 44,56 +/- 2,45 y un CV de 5,49%, mientras que el menor valor
corresponde a la DMF 4%, con una media de 38,06 +/- 2,27 y un CV de 5,71%. En las
4 concentraciones de DMF, podemos observar la poca variabilidad con la media, y
podemos decir que las estimaciones son muy precisas en las 4 concentraciones ya

gue en ninguna el CV supero el 7%, considerandose valores precisos.

La DMF asi como la DMA parece ser un buen agente crioprotector para la crio

preservacion del semen de sementales caballos peruanos de paso (169).

Tabla 18.
Medidas de resumen de las diferentes concentraciones de DMF sobre la

motilidad de espermios poscongelamiento.

DMF 1% DMF 2% DMF 3% DMF 4%
Media 43.81 44,56 41,69 38,06
D.E. 2,23 2,45 3,18 2,17
Cv 5,08 5,49 7,62 5,71
Figura 13.

Blox plot de las medidas de resumen de los valores de movilidad de espermios

post descongelamiento
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En la figura 13, comparamos los Blox plot viendo una notable diferencia entre los
datos correspondientes a las concentraciones de 1% y 2% frente a los de 3% y 4%,
siendo los primeros solapados.
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La motilidad espermatica con la DMF se mantuvo ligeramente mas alta durante la
evaluacion en relacion con el GLY, pero para ambos tratamientos la motilidad decayo

en el mismo intervalo de tiempo pos-descongelacion.

4.6 Morfologia normal de los espermios de las pajillas usando como

crioprotector DMF.

En la tabla 19, muestra los valores de morfologia normal obtenidos de las muestras

de semen de las pajillas descongeladas (n=64) a diferentes concentraciones de DMF.

Tabla 19.
Morfologia normal de los espermios de las pajillas descongeladas usando

como crioprotector DMF.

Padrillo No. 1 Padrillo No. 2 Padrillo No. 3 Padrillo No. 4
1% 2% 3% 4% 1% 2% 3% 4% 1% 2% 3% 4% 1% 2% 3% 4%
El 69 70 68 66 71 73 69 68 73 74 73 72 71 70 71 70
E2 70 71 72 70 66 70 65 60 73 73 71 69 71 71 72 71
E3 65 75 64 65 69 71 70 67 77 79 76 77 74 72 75 70
E4 71 73 72 70 68 72 64 66 78 76 78 75 71 70 74 71

En la tabla 19, podemos comparar los valores de las medias de morfologia para las 4
concentraciones de DMF, de los cuales, el mayor valor corresponde a la DMF 2%, con
una media de 72.50 +/- 2.53 y un CV de 3.49 %, mientras que el menor valor
corresponde a la DMF 4%, con una media de 69.19 +/- 2,27 y un CV de 4.00 %. En
las 4 concentraciones de DMF podemos observar la poca variabilidad con la media en
la DMF al 1% y 2%, mientras que de aumenta a mas de 4% en la DMF al 3 % y 4 %,
asi mismo, las estimaciones son muy precisas en las 4 concentraciones ya que en

ninguna el CV supero el 7%, considerandose valores precisos.
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Tabla 20.
Medidas de resumen de las diferentes concentraciones de DMF sobre la

morfologia de espermios poscongelamiento.

DMF 1% DMF 2% DMF 3% DMF 4%
Media 71,56 72,50 70,88 69.19
D.E. 3,42 2,53 4,11 4,00
cv 4,79 3,49 5,80 5,79
Figura 14.

Blox plot de las medidas de resumen de los valores de morfologia de

espermios post descongelamiento
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En la figura 14, comparamos los Blox plot viendo una notable diferencia entre los
datos correspondientes a las concentraciones de 1% y 2% frente a los de 3% y 4%,

siendo los primeros solapados.

4.7 Viabilidad espermatica de espermios de las pajillas usando como
crioprotector DMF.

La tabla 21, muestra la viabilidad espermatica obtenida de las muestras de semen de
las pajillas descongeladas (n = 64).
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Tabla 21.
Viabilidad de las muestras de semen de las pajillas descongeladas usando

como crioprotector DMF

Padrillo No. 1 Padrillo No. 2 Padrillo No. 3 Padrillo No. 4
1% 2% 3% 4% 1% 2% 3% 4% 1% 2% 3% 4% 1% 2% 3% 4%
El 42 46 45 39 39 43 43 39 44 46 39 36 43 45 39 39
E2 45 47 40 36 42 46 45 36 43 47 38 34 43 45 36 37
E3 47 43 43 40 41 43 44 39 46 43 38 38 42 46 38 35
E4 45 41 44 42 42 42 42 38 41 45 41 36 44 40 35 33

En la tabla 21, podemos comparar los valores de las medias de viabilidad para las 4
concentraciones de DMF, de los cuales, el mayor valor corresponde a DMF 2%, con
una media de 44,25 +/- 2,14 y un CV de 4.85 %, mientras que el menor valor
corresponde a DMF 4%, con una media de 37,31 +/- 2,36 y un CV de 6.32 %. En las
4 concentraciones de DMF podemos observar la poca variabilidad con la media en la
DMF al 1%, 2%, mientras que de aumenta a mas de 7.88 % en la DMF al 3 %, asi
mismo, las estimaciones son muy precisas en la DMF al 1%, 2% y 4% que manifiestan
valores precisos, lo que no ocurre en la concentracion del 3%, la cual supero el 7%,

considerandose valores imprecisos.

Tabla 22.
Medidas de resumen de las diferentes concentraciones de DMF sobre la

viabilidad de espermios poscongelamiento.

DMF 1% DMF 2% DMF 3% DMF 4%
Media 43,06 44,25 40,63 37,31
D.E. 2,05 2,14 3,20 2,36
Cv 4,76 4,85 7,88 6,32
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Figura 15.
Blox plot de las medidas de resumen de los valores de viabilidad de espermios

post descongelamiento
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Enlafigura 15, comparamos los Blox plot viendo notable ppudiferencia entre los datos
correspondientes a las concentraciones de 1%, 2% y 4% frente a la de 3%, siendo los
primeros solapados. Se presentd un aumento de espermios anormales después del

proceso de congelacion, como se ha reportado en otras investigaciones (170).

4.8 Motilidad espermaticade semen de las pajillas usando como crioprotector
GLY.

En la tabla 23, se muestra la motilidad obtenida de las muestras de semen de las

pajillas descongeladas (%) (n = 64).

Tabla 23.
Motilidad de los espermios de las pajillas descongeladas usando como

crioprotector GLY

Padrillo No. 1 Padrillo No. 2 Padrillo No. 3 Padrillo No. 4
1% 2% 3% 4% 1% 2% 3% 4% 1% 2% 3% 4% 1% 2% 3% 4%
El 43 44 40 38 38 40 41 35 41 42 37 34 40 41 36 37
E2 44 43 39 34 40 41 42 34 41 44 36 31 39 41 34 33
E3 45 40 41 39 39 39 41 38 42 39 35 36 39 40 33 31
E4 44 38 42 38 40 40 42 33 38 43 37 36 38 34 32 32
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En la tabla 24, podemos comparar los valores de las medias de motilidad para las 4
concentraciones de GLY, de los cuales, el mayor valor corresponde a la GLY 1%, con
una media de 40,69 +/- 2,30 y un CV de 5,66%, mientras que el menor valor
corresponde a la DMF 4%, con una media de 34,94 +/- 2,59 y un CV de 7,42 %. En
las 2 primeras concentraciones de GLY podemos observar la poca variabilidad de la
media en la GLY al 1%, 2%, mientras que de aumenta a mas de 7 % en la GLY al 3

% y 4% que manifiestan valores no precisos.

Tabla 24.
Medidas de resumen de las diferentes concentraciones de GLY sobre la

motilidad de espermios poscongelamiento.

GLY 1% GLY 2% GLY 3% GLY 4%
Media 40,69 40,56 38,00 34,94
D.E. 2,30 2,50 3,43 2,59
Cv 5,66 6,17 9,01 7,42

Se ha reportado qué el uso del GLY como criopreservante del semen puede ser un

factor involucrado en movilidad reducida y vigor espermatico (127).

Figura 16.
Blox plot de las medidas de resumen de los valores de motilidad de espermios
post descongelamiento
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En la figura 16, comparamos los Blox plot viendo una notable diferencia entre los

datos correspondientes a las concentraciones de 1%, 2% frente a las de 3% y 4%,

siendo los primeros solapados.

4.9 Morfologia normal espermética de semen de las pajillas descongeladas

usando como crioprotector GLY.

En la tabla 25, muestra la morfologia normal obtenida de las muestras de semen de

las pajillas descongeladas (n = 64).

Tabla 25.
Morfologia normal de espermios de las pajillas descongeladas usando como

crioprotector GLY

Padrillo No. 1 Padrillo No. 2 Padrillo No. 3 Padrillo No. 4
1% 2% 3% 4% 1% 2% 3% 4% 1% 2% 3% 4% 1% 2% 3% 4%
El 68 69 66 65 70 71 67 65 71 71 70 70 69 70 70 68
E2 69 70 71 66 64 70 64 58 71 72 70 72 71 70 71 69
E3 63 71 62 61 66 71 69 65 73 77 74 74 72 71 72 70
E4 70 71 70 68 67 72 63 64 76 75 76 73 70 68 71 69

En la tabla 26, podemos comparar los valores de las medias de morfologia normal
esperméatica para las 4 concentraciones de GLY, de los cuales, el mayor valor
corresponde a la GLY 2%, con una media de 71,19 +/- 2,17 y un CV de 3,04 %,
mientras que el menor valor corresponde al GLY 4%, con una media de 67,314 +/-
4.29 y un CV de 6,37 %. En las concentraciones de GLY 1% y 3%, podemos observar
la poca variabilidad, mientras que aumenta a mas en GLY al 3 % y 4%, sim embargo

ningan CV supera el 7% manifiestan valores precisos.

Tabla 26.
Medidas de resumen de las diferentes concentraciones de GLY sobre la

morfologia normal de espermios en semen poscongelamiento.

GLY 1% GLY 2% GLY 3% GLY 4%
Media 69,38 71,19 69,13 67,31
D.E. 3,28 2,17 3,84 4,29
Cv 4,73 3,04 5,56 6,37
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Figura 17.
Blox plot de las medidas de resumen de los valores de morfologia normal de

espermios post descongelamiento
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En la figura 17, comparamos los Blox plot viendo una notable diferencia entre los
datos correspondientes a las concentraciones de GLY 1%, 2% y 3% frente a las de

GLY 4%, siendo los primeros solapados.

4.10 Viabilidad de espermios de las pajillas usando como crioprotector GLY.

En la tabla 27, muestra la viabilidad espermatica obtenida de las muestras de semen

de las pajillas descongeladas (n = 64).

Tabla 27.
Viabilidad de espermios de las pajillas descongeladas usando como

crioprotector GLY

Padrillo No. 1 Padrillo No. 2 Padrillo No. 3 Padrillo No. 4
1% 2% 3% 4% 1% 2% 3% 4% 1% 2% 3% 4% 1% 2% 3% 4%
El 40 45 37 37 37 41 42 37 43 45 37 33 43 46 38 36
E2 44 43 39 34 40 43 44 33 42 44 39 35 41 43 36 33
E3 45 41 41 39 40 43 41 36 44 43 38 36 40 45 37 35
E4 40 39 43 40 41 40 40 37 40 41 38 33 42 41 34 30
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En latabla 28, podemos comparar los valores de las medias de viabilidad esperméatica
para las 4 concentraciones de GLY, de los cuales, el mayor valor corresponde a la
GLY 2%, con una media de 42,69% +/- 2,02 y un CV de 4,74 %, mientras que el menor
valor corresponde al GLY 4%, con una media de 35,25 +/- 2,54 y un CV de 7,21 %.
En las concentraciones de GLY 1%, 2% y 3%, podemos observar la poca variabilidad,

mientras que aumenta a mas en GLY 4%, manifiestan este ultimo valor no precisos.

Tabla 28.
Medidas de resumen de las diferentes concentraciones de GLY sobre la

viabilidad espermética en semen poscongelamiento.

GLY 1% GLY 2% GLY 3% GLY 4%
Media 41,36 42,69 39,00 35,25
D.E. 2,06 2,02 2,68 2,54
cVv 4,98 4,74 6,88 7,21
Figura 18.

Blox plot de las medidas de resumen de los valores de viabilidad normal

espermatica se semen post descongelamiento
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En la figura 18, comparamos los Blox plot viendo una notable diferencia entre los
datos correspondientes a las concentraciones de GLY 1%, 2% y 3% frente a las de

GLY 4%, siendo los primeros solapados.

El GLY ha servido como crioprotector para el semen. Atraviesa la membrana
plasmatica por difusion pasiva, persiste en la membrana y a nivel intracitoplasmatico
e induce efectos osmaticos perjudiciales en los espermatozoides. Ademas, se asocia
con los fosfolipidos de la membrana, disminuyendo su fluidez (171.) La
metilformamida posee un peso molecular y una viscosidad disminuidos en
comparacion con el GLY, lo que resulta en una mayor permeabilidad al esperma de

semental y menos dafio (54).

Los crioprotectores que incluyen DMF y GLY se han vuelto cada vez mas favorecidos,
ya que tienden a mantener la motilidad de los espermios de manera mas efectiva que
los extensores comerciales que contienen unicamente GLY y son superiores en el

mantenimiento de las mitocondrias.

A pesar de los avances en la CP del semen de semental, la eficacia de fertilizacion
del semen congelado y descongelado sigue siendo inferior a la del semen fresco o
refrigerado; por lo tanto, se deben emplear los métodos y técnicas de CP mas
efectivos (187; 188; 12; 189; 185).

En el semen congelado, se hacen esfuerzos para preservar la viabilidad del esperma
mediante la utilizacién de diluyentes y crioprotectores que nutren el esperma e inhiben

el deterioro durante todo el proceso de congelacion (169).

Es crucial reconocer la gran variedad en la calidad seminal entre los individuos e
incluso dentro de los eyaculados del mismo individuo (160), asi como en su resistencia
a los procesos de CP respecto a la viabilidad del esperma después de la
descongelacion (191).

Los procesos de congelacién y descongelacién afectan negativamente a los
espermatozoides, lo que resulta en una tasa de concepcioén reducida. En equinos, se
ha demostrado que causan fragmentacion del ADN espermaético (184), YDm reducida
(192), dafio al acrosoma (193) y la produccion de ROS espermaticos (anion

superoéxido intracelular) (194).
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El GLY es un crioprotector que parece ejercer efectos toxicos sobre el semen equino
(53), induce la desnaturalizacion de proteinas, altera las interacciones de actina (195)
y provoca estrés osmético debido a su tasa de penetracion mas lenta en comparacion
con otros crioprotectores. A nivel intracitoplasmético, da como resultado un aumento
de la viscosidad, modificaciones en la polimerizacion de tubulina y cambios en la
asociacion de microtubulos (196). Otros compuestos de menor peso molecular, tales
como DMF, han demostrado una eficacia superior en el proceso de crioconservacion.
(197). El uso de DMSO y amidas mejora la viabilidad y motilidad posteriores a la

descongelacién en comparacion con GLY (54).

4.11 Comparacion entre los crioprotectores DMF y GLY a 4 concentraciones
diferentes: 1%, 2%, 3%y 4%

Para la comparacién de medias se usé una prueba de Tukey con su correspondiente
ANOVA.

Al realizar el ANOVA de la data obtenida de la evaluacion microscépica de semen de
equinos, empleando como agente protector DMF y GLY a 1%, 2%, 3y 4%, obtuvimos
como coeficientes de determinacion 0.96; 0.97; 0.94 y 0.96 mientras que para GLY
obtuvimos como coeficientes de determinacion 0.97; 0.98: 0.96 y 0.96, existiendo alta
significancia para las 4 concentraciones de los dos dilutores DMF y GLY. Es decir, hay
efecto significativo entre las concentraciones de los dos dilutores. Asi mismo el CV de

los 2 dilutores y las 4 concentraciones es bajo inferior al 10%

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM =2 DE SANTA MARIA

Tabla 29.
Medidas de resumen de los 2 crioprotectores (DMFy GLY) a las 4
concentraciones para Motilidad, morfologia y viabilidad espermios
descongelados

En la tabla 29 se compran los resultados de las evaluaciones de las muestras de

semen sometidas a las 4 concentraciones de los 2 dilutores presentando sus medidas

de resumen.

Motilidad Media D.E.
DMF1% 43,81 2,23
GLY 1% 40,69 2,30
DMF2% 44.56 2,45
GLY 2% 42,24 7,31
DMF3% 41,69 3,18
GLY 3% 38,00 3,43
DMF4% 38,06 2,17
GLY 4% 34,94 2,59

Morfologia
DMF1% 71,56 3,42
GLY 1% 69,38 3,28
DMF2% 72,50 2,53
GLY 2% 71,19 2,17
DMF3% 70,88 4,11
GLY 3% 69,13 3,84
DMF4% 69,19 4,00
GLY 4% 67,31 4,29

Viabilidad

DMF1% 43,06 2,05
GLY 1% 41,38 2.06
DMF2% 44,25 2,14
GLY 2% 42.69 2,02
DMF3% 40,63 3,20
GLY 3% 39,00 2,68
DMF4% 37,31 2,36
GLY 4% 35,25 2,54

Como se puede observar en la tabla 29, al comprar las medias obtenemos
numeéricamente valores superiores en todas las concentraciones de DMF frente a
GLY, con lo que los datos de la presente investigacion, coinciden con datos reportados
por la literatura de las ventajas de la DMF y las midas solas o combinadas en la crio
preservacion de semen de caballos, pudiendo deberse segun estudios a que el GLY
produce mas dafio osmoético (DMF 73 g/mol / GLY 92 g/mol; 25% mas)(198);
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disminuye la fluidez de la membrana plasmatica en un 40% (198), no preservando los
microdominios (199); produce una reaccion acrosomal mayor que la DMF (GLY 35.2%
| DMF 22,7%) (200); genera mayor cantidad de Malondialdehido que la DMF (GLY
MDA 4,2 nmol x 10 8 / MDA 2,8 nmol x 108) asi como también produce una mayor
deplecion de la Glutation Peroxidasa (GLY 45% / DMF 28%) (201), por otra parte la
DFM preserva mejor la funcién mitocondrial (DMF 58,7 / GLY 42,3%) (202); da una
mejor integridad del ADN produciendo menos desfragmentacion (DMF 12,3% / GLY
18,5%) (203); muchas de estas ventajas podrian deberse a que la DFM cuenta con
cinética de penetracion: mayor (Lp)(DMF 0,41 +/- 0,05 pm/min/at/ GLY 0,27 +/- 0,03
gm/min/atm) y también por el tiempo equilibrio osmaético que es mucho mas rapido
(DMF 3-5 minutos frente a los 8 a 10 minutos del GLY), (204).

Figura 19. Andlisis de la varianza de la comparacion

Analisis de la vrarianza

DMF 1%

Variahle W R* PR* A3 CW
DNF1% 45 0.96 0.96 5.05

Cuadre de Analisis de la Warianza (5C tipo III)

F.V. 3C ol [99,) F p-valor
Modelo S442.70 3 Z8514.23 396.11 <0.0001
Evaluacion espermatica S442.70 3 2814.23 396.11 <0.0001
Error 312.61 44 7.10
Total 8755.31 47

DMF 2%

Variahle N E* ER* A3 CW
DNFZ% 45 0.97 0.97 4.42

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.W. 3 ol [99,) F p-wvalor
Modelo §42z5.88 3 Z808.63 497.10 <0.0001
Evaluacion espermatica S425.58 3 2808.63 497.10 <0.0001
Error 245,60 44 S5.65
Total g674.45 47
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DMF 3%

Varishle N B* R®* A7 CW
DNF3% 43 0.94 0.94 6.93

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.W. aC gl CHM F p—wvalor
Modelao 9437.58 3 3145.86 251.11 <0.0001
Evaluacion espermatica 9437.58 3 3145.86 251.11 <0.0001
Error 551.23 44 12.53
Total 9955.51 47

DHMF 4%

Variahle N R* R* A3 CV
DNF4% 43 0.96 0.96 6.13

Cuadro de Analisis de la VWarianza (SC tipo III)

F.W. 3C gl CH F p—wvalor
Hodelao 10593.04 3 3531.01 395.059 <0.0001
Evaluacion esperwatica 10593.04 3 3531.01 395.09 <0.0001
Error 390,25 44 §.87
Total 10953.31 47

Analisis de la varianza

GLY1%

Varisble N E* E* Aj CV
GLY1% 45 0.97 0.98 5.19

Cuadro de Analisis de la VWarianza (5C tipo III)

F.W. 3C gl CH F p—valor
Modelo 8576.08 3 2858.69 416.64 «<0.0001
Evaluacion Espermtica S576.05 3 2855.69 4l16.64 <0.0001
Error 301.90 44 6.86
Total 8877.98 47

GLY2%

Varisble N R* E* &hj CV
GLYZ% 45 0.95 0.97 4.40

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

F.v. 3C ol M F p-walor
Modelo 9355.50 3 3119.50 s05.75 <0.0001
Evaluacion Esperwtica 9358.50 3 3119.50 608.75 «<0.0001
Error 225.47 44 5.1z
Total S95583.95 47
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GLY 3%
Variabhle N R R* A3y CWV
GLT3% 43 0.95 0.95 6.77

Cuadro de Analisis de la Warianza (5C tipo III)

F.V.

s gl

M F p-wvalor

HModelo

10033.83 3

Ewvaluacion Espermtica 10038.83 3

3346.28 307.33 <0.0001
3346.28 307.33 <0.0001

Error 479.058 34 10.39
Total 10517.92 47
GLY4%

Variabhle N RE* R*

Ly v

GLT4%

43 0.96 0.98 V.03

Cuadro de Analisis de la Varianza

F.V.

s gl

(SC tipo III)
M F p—wvalor

Modelo

110892.83 3

Ewvaluacion Espermtica 11089.83 3

Erraor
Total

456.54 44
11546.67 47

je96.61 356.04 <0.0001
3ge96.61 356.04 <0.0001
10.38

Analisis de la varianza

Variahle I

R* R®= Aj CV

Moti sem des % 128 0

38 0.38 7.52

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

F.V. ac

gl cH

F p-valor Coef

Modelo TE3

Concenracion % 374,

Crioprotector 3E8.
Error 1221.
Total 1954,

.03 4 190.76 19.21 <0.0001

30 127

52 3 1Z24.84 1Z.57 <0.0001
51 1 3588.51 39.13 <0.0001
27 123 9.93

-3.45

Test:Tukey Alfa=0.05

DM5=2.02719

Eprrop: 9.9291 g1 123

Conceenracion % Medias n E.E.

1 41.84 32 0.56 4

2 41.69 32 0.56 4

3 40.03 32 0.56 4

4 37.59 32 0.56 B

Madias com e letra ocomimy Mo S5on sigmificadivamewmits difereantes (p > 0.085)

Existe diferencia significativa entre tan solo entre la concentracion 4% tanto de GLY y

DMF
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Analisis de la varianza

Variable Il F* ER* b4 CWV
Morf sem des % 128 0.05 0.05 5.24

Cuadro de Analisis de la Warianza (5C tipo III)

F.V. =1 gl cH F p-wvalor Coef
Modelo 152.38 4 35.09 2.8 0.0278
Concenracion % 50.54 3 16.95 1.26 0.2924
Crioprotector 101.535 1 101.53 7.53 0.0070 -1.78
Error 1659.09 123 15.49
Total 1511.47 127

Test:Tukey AlfTa=0.05 DM5=2.36278
Error: 13.4886 glr 123

&

Concenracion % Medias= n ELE.

Z T0.72 32 0.65 &
3 T0.53 3 0.65 &
1 T0.22 32 0.65 &
4 69.089 3Z 0.65 &

Madias con une leird comiil Bo 508 Sigmificetivamente difersemtas (p > 0.05)

No existe diferencia significativa entre tan solo entre las diversas concentraciones
tanto de GLY y DMF

Analisis de la varianza

Variable N R* R* A3 CV
Viah sem des % 128 0.25 0.26 7.91

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

F.V. =1 gl cH F p-wvalor Coef
Hodelo s500. 16 4 125.04 12.23 <0.0001
Concenracion % 403.20 3 134.63 13.17 <0.0001
Crioprotector 96.26 1 96.26 9.42 0,002Z6 -1.73
Error 1257.46 123 10,22
Total 1757.62 127

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS5=2.05700
Error: 10,2233 gl: 123

&

Concenracion % Mediaz n E.E.

s 4zZz.1a 32 0.57 4
1 41.75 32 0.57 &
3 40.25 32 0.57 4
4 37.63 32 0.57 B

Madias con une ledrd comiil Bo Soi Sigunificetivamente difersmiss (p > 0.05)

Existe diferencia significativa entre tan solo entre la concentracion 4% tanto de GLY y
DMF
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CAPITULO V.
5. CONCLUSIONES

PRIMERA: El efecto tipo de crioprotector en la motilidad es altamente significativo al
igual que la concentracion de estos, sin embargo al comparar las medias solo la
concentracion al 4% tanto| de DMF y GLY son significativamente diferentes ( p < 0,05
); en el caso de morfologia normal, tanto el crioprotector como la concentracién no son
significativas, al comparar sus medias no son significativamente diferentes ( p > 0.05);
finalmente parbhy.a la viabilidad espermatica el efecto crioprotector y concentraciéon
son altamente significativos y al comprar sus medias solo la concentracion al 4% tanto|

de DMF y GLY son significativamente diferentes ( p < 0,05).

SEGUNDA: La movilidad de los espermios de las pajillas descongeladas de CPP fue
de 44.56 % +/- 2.45%, para la concentracion de DMF al 2% frente a 40.69 % +/- 2.30%

para la concentracion de GLY al 1% siendo altamente significativo.

TERCERA: La morfologia normal de los espermios descongelados de CPP fue de
72.50 % +/- 2.53%, para la concentracion de DMF al 2% frente a 71.19 % +/- 2.17%
para la concentracion de GLY al 2% siendo altamente significativo.

CUARTA: La viabilidad de los espermios descongelados de CPP fue de 44.25 % +/-
2.14%, para la concentracion de DMF al 2% frente a 42.69 % +/- 2.02% para la
concentracion de GLY al 2% siendo altamente significativo.
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CAPITULO VI.
6. RECOMENDACIONES

Ensayar otras pruebas que permitan determinar mas a profundidad el efecto de
diversos crioprotectores sobre la funcionabilidad espermatica en la especie equina,
gue permitan mejorar los indices de gestacion con el uso de semen congelado y que

sean de utilidad a las asociaciones de criadores de caballos.

Analizar las respuestas a diversos crioprotectores para conservar y criopreservar

semen equino desde el punto de vista de subpoblaciones espermaticas.
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Anexo 1.

Calculos y graficos estadisticos del anélisis de datos

Figura 19.
Viabilidad espermatica del semen fresco

86.11n= 16 r= 0.992 (MOT (%))
n= 16 r= 0.987 (MORF (%))
n= 16 r= 0.966 (VIABIL (%))

81.371

76.64

Cuantiles obsenvados

71.904

67.17- r T T
67.17 71.90 76.64 81.37 86.11

Cuantiles de una Normal

QQ-Plot mezcaldo de la motilidad, morfologia normal y normalidad.

Prueba de Bondad de Ajuste para la motilidad, morfologia normal y viabilidad

espermatica del semen fresco

Shapiro-Wilks (modificado)

Variable n Media D.E. W* p(Unilateral D)

MOT (%) l¢é 77.56 4.83 0.54 0.597¢
MORE (%) l¢é 75.81 3.17 0.97 0.8711

VIABIL (%) 16 75.25 4.57 0.88 0.0813
[
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Tablas de distribucidon de frecuencias para la motilidad, morfologia normal y viabilidad

espermética del semen fresco

Tablas de frecuencias

Variable Clase LI L5 MC FA FR FARRA FRA
MOT (%) 1 [ 70.00 74.00 ] 72.00 5 0.31 5 0.31
MOT (%) 2 ( 74.00 78.00 ] 76.00 4 0.25 95 0.56
MOT (%) 3 ( 78.00 82.00 ] 80.00 4 0.25 13 0.81
MOT (%) 4 ( 82.00 86.00 ] 84.00 3 0.19 16 1.00
Variable Clase LI LS MC FA FR FAA FRA
MCRF (%) 1 [ 70.00 73.00 ] 71.50 4 0.25 4 0.25
MORF (%) 2 ( 73.00 76.00 ] 74.50 7 0.44 11 0.69
MORF (%) 3 ( 76.00 79.00 ] 77.50 3 0.1% 14 0.88
MCORF (%) 4 ( 79.00 82.00 ] 80.50 2 0.13 16 1.00
Variable Clase LI LS MC FL FR FAL FRA
VIABIL (%) 1 [ 70.00 73.50 ] 71.75 7 0.44 T 0.44
VIABIL (%) 2 ( 73.50 77.00 ] 75.25 4 0.25 11 0.69
VIABIL (%) 3 ( 77.00 80.50 ] 78.75 3 0.19%9 14 0.88
VIABIL (%) 4 ( 80.50 B84.00 ] 82.25 2 0.13 16 1.00
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Figura 20.
Histogramas, con ajuste de la curva normal de la motilidad, morfologia normal

y viabilidad espermatica del semen fresco
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Figura 21.
Box-Plot comparando las medidas de resumen de la motilidad, morfologia

normal y viabilidad espermatica del semen fresco de caballo Peruano de Paso.
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Anexo 2.

Comparacion de las medidas de resumen de los dilutores con DMFy GLY

Variahle Media D.E. Var(n-1) E.E. W Min Max Mediana Q1 Q3 Lzimetria Kurtosis
DMFi% 43.81 2.23 4,96 0.56 5.08 40.00 45.00 43 .50 42.00 45.00 0.z23 -0.75
DMFZ2s% 44,56 2.45 6.00 0.61 5.49 40.00 45,00 44,50 43.00 46.00 -0.28 -0.989
DMF3% 41.69 3.18 10.10 0.79 7.62 36.00 46.00 42 .00 39.00 45.00 0.2z -1.33
DMF 4% 35.06 2.17 4,73 0.54 5,71 35.00 4z.00 38.00 36.00 40.00 0.18 -1.1:2
GLT1% 40,89 2.30 5.30 0.5 5.66 35.00 45.00 40.00 39.00 42.00 0.59 -0.97
GLY2% 42.24 7.31 53.44 1.77 17.31 34.00 69.00 41.00 40.00 43.00 3.34 9.05
GLTS% 35.00 3.43 11.75 0.86 9.01 3zZ.00 4z2.00 38.00 35.00 41.00 -0.32 -1.z25
GLT4% 34.94 2.59 6.73 0.65 7.42 31.00 39.00 34.50 33.00 37.00 -3.1E-04 -1.21
DMFi%1 71.56 3.42 11.73 0.86 4.79 £5.00 75.00 71.50 55.00 7?3.00 -0.07 -0.13
DMF251 T2.50 2.53 6.40 0.63 3.49 70.00 79,00 TZ2.00 7O.00 ?3.00 1.24 0.73
DMF351 70.88 4.11 16.92 1.03 5.80 64.00 75.00 71.50 85.00 73.00 -0.30 -0.66
DMF4%1 £§9.15 4.00 16.03 1.00 E5.79 60.00 77.00 70.00 &&6.00 71.00 -0.26 0.45
GLT1%51 569.358 3.Z28 10.75 0.582 4.73 63.00 76.00 70.00 &7.00 71.00 -0.21 -0.05
GLY251 71.19 2.17 4.70 0.54 3.04 65.00 77.00 71.00 7O.00 7?1.00 1.5:2 1.50
GLTI51 £9.153 3.584 14,75 0.96 E5.56 62.00 76.00 70.00 &&6.00 71.00 -0.37 -0.50
GLT4% 1 57.31 4.29 15.38 1.07 6.37 58.00 74.00 85.00 §5.00 70.00 -0.45 -0.27
DMF152 43.06 2.05 4.20 0.51 4.76 39.00 47.00 43 .00 42.00 44.00 0.1z -0.34
DMFz%2 44,25 2.14 4,60 0.54 4,385 40.00 47.00 45.00 43.00 46.00 -0.51 -0.50
DMF3%:2 40.683 3.20 10.25 0.80 7.88 35.00 45.00 40,50 35.00 43.00 -0.15 -1.15
DMF452 37.31 2.36 5.56 0.59 6.32 33.00 42.00 37.50 36.00 39.00 0.0z -0.53
GLT1%:2 41.38 Z.06 4,25 0.52 4,98 37.00 45.00 41.00 40.00 43.00 -0.06 -0.36
GLT2%52 4z2.69 2.02 4,10 0.51 4.74 39.00 46.00 43.00 41.00 44.00 -0.1:2 -0.97
GLT3%2 39.00 Z2.68 7.20 0.67 £.385 34.00 44.00 38.50 37.00 41.00 0.z1 -0. 80
GLT4%2 35.25 2.54 6.47 0.64 7.21 30.00 40,00 35.50 353.00 37.00 -0.07 -0.25
Variable n Media D.E. Var(n-1) E.E. CV Min Max Mediana Q1 o] Lgimetria Kurtosis
DMF1% 16 43.81 2.23 4.96 0.56 5.08 40.00 45.00 43.50 42.00 45.00 0.23 -0.78
GLY1% 1 40.69 Z.30 5.30 0.58 5.86 35.00 45.00 40,00 39.00 4z.00 0.5%9 -0.97
DHFz% 16 44,56 Z.45 &.00 0.61 5.4% 40.00 45.00 44,50 43.00 46.00 -0.26 -0.99
GLYZ% 17 4z2.24 7.31 53.44 1.77 17.31 34.00 62.00 41.00 40.00 43.00 3.34 9.05
DHF3% 16 41.69 3.18 i0.10 0.79 7.62 36.00 46.00 4z.00 39.00 45,00 -0.z22 -1.33
GLYS% 16 38.00 3.43 11.75 0.86 ©S.01 3z2.00 4z2.00 38.00 35.00 41.00 -0.32 -1.29
DMF4% 16 35.06 2.17 4.73 0.54 5.71 35.00 42.00 35.00 36.00 40.00 0.158 -1.1z2
FLY4% 1g 34.94 .59 6.73 0.65 7.42 31.00 39.00 34.50 33.00 37.00 -=3.1E-04 -1.21
Variable n Media D.E. Var(n-1) E.E. CV Hin Méx Mediana Q1 [ox] Lsimetria Kurtosis
DMF1%1 16 71.56 3.42 11.73 0.86 4.79 65.00 78.00 71.50 e9.00 73.00 —-0.o7 -0.13
GLY1%1 16 69.38 3.28 10.75 0.582 4.73 63.00 76.00 70.00 67,00 71.00 -0.21 -0.05
DHMFz%1 1g 72.50 2.53 G.40 0.63 3.49 70.00 79.00 7Z.00 70.00 73.00 1.24 0.73
GLYZ%1 16 71.19 2.17 4,70 0.54 3.04 £§5.00 77.00 71.00 70.00 71.00 1.5z 1.80
DHMF3%1 16 70.58 4.11 16.92 1.03 5.80 64.00 75.00 71.50 68.00 73.00 -0.30 -0.66
GLY3%1 16 69.13 3.54 14.78 0.96 5.56 62.00 76.00 70.00 e6.00 71.00 -0.37 —-0.50
DMF4%1 16 69.19 4.00 16.03 1.00 5.79 e60.00 77.00 70.00 e6.00 71.00 -0.z26 o.49
GLY4%1 1 67.31 4.29 15.36 1.07 6.37 53.00 74.00 65.00 65,00 70.00 -0.45 -0.27
Variable n Media D.E. Var(n-1) E.E. (CV Min Max Mediana 21 Q3 Agimerria Kurtosis
DMF1%2 16 43 .06 2.05 4.20 0.51 4.76 32.00 47.00 43.00 42.00 44.00 0.1z -0.34
GLY1%2 16 41.38 2.06 4.25 0.52 4.98 37.00 45.00 41.00 40.00 43.00 -0.06 -0.36
DHMFZ%2 16 44.25 2.14 4.60 0.54 4,55 40.00 47.00 45.00 43.00 46.00 -0.51 -0.90
GLYzZ%2 16 42 .69 2.02 4,10 0.51 4,74 39.00 46.00 43.00 41.00 44.00 -0.1z -0.97
DMF3%2 16 40.63 3.20 10.25 0.80 7.85 35.00 45.00 40.50 35.00 43.00 -0.15 -1.19
GLY3%2 1g 39.00 2.68 7.20 0.67 6.855 34.00 44.00 38.50 37.00 41.00 0.21 -0. 60
DHMF4%2 16 37.31 2.36 5.56 0.59 6.32 33.00 42.00 37.50 36.00 39.00 0.0z -0.53
GLY4% 2 16 35.25 2.54 6.47 0.64 7.21 30.00 40.00 35.50 33.00 37.00 —-0.07 -0.28
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Yalor de la media bhajo la hipotesis nula: 0O

Varishle n Media DE LI(95) L3{95] T piEilateral)
DMFi%2 16 43.06 2.05 41.97 44.15 S54.09 <0.0001
GLY1%2 16 41.38 2.06 40.25 42.47 S0.25 <0.0001
DMFZ42 17 44.29 2.08 43.22 45.37 S7.61 <0.0001
GLYZ%Z 16 42.69 2.02 41.561 43.77 54.37 <0.0001
DMF342 16 40.63 3.20 35.92 42.33 50.76 <0.0001
GLY3%2 16 39.00 2.68 37.57 40.43 55.14 <0.0001
DMF452 16 37.31 2.36 36.06 35.57 63.:28 <0.0001
GLY4%2 16 35.25 2.54 33.89 36.51 55.45 <0.0001
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Anexo 3.
Analisis de la varianza de los dilutores GLY y DMF para la motilidad,

morfologia y viabilidad espermética

Analisis de la varianza

GLY1%

Variable N R* R®* Aj CW
GLT1% 43 0.87 0.96 5.19

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

F.V. =1 ol cH F p-wvalor
Modelo 576,05 3 Z2555.69 416,64 <0.0001
Evaluacion Espermtica S$57e.08 3 2555.69 4l6.64 <0.0001
Error 301.90 44 G.56
Total S877.95 47

GLY2%

Variable N R* R® Aj CV
GLYZ% 43 0.9 0.97 4.40

Cuadro de Analisis de la Warianza (5C tipo III)

F.V. aC gl CH F p-wvalor
Modelo 9358.50 3 3119.50 605.75 <0.0001
Evaluacion Espermtica 9355.50 3 3119.50 e08.75 <0.0001
Error 225.47 44 5.12
Total 9553.95 47
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GLY3%

Variable N R* R® Aj CV
GLY3% 43 0.95 0.95 6.77

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

F.V. =1 gl CH F p-wvalor
Modelo 10035.83 3 3346.25 307.33 <0.0001
Evaluacion Ezpermtica 10035.53 3 3346.2Z28 307.33 «<0.0001
Error 479,05 44 10.589
Total 10517.92 47

GLY 4%

Variable N R R® L3 CV
GLY4% 45 0.96 0.98 7.03

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.v. SC gl cM F p—walor
Modelo 11089.83 3 3696.61 356.04 <0.0001
Evaluacion Esperwmtica 11089.83 3 3696.61 356.04 <0.0001
Error 46,84 44 10.38
Total 11546.67 47

Analisis de la varian=za

DMF'1%

Variabhle N R* R* A3y CW
DHF1% 43 0.96 0.9a 5.05

Cuadro de Analisis de la Warianza (5C tipo III)
F.V. aC gl CH F p—valor

Modelo 442,70 3 2514.23 396.11 <0.0001
Evaluacion espermatica S442.70 3 2814.23 396.11 <0.0001
Error 312.61 44 7.10

Total 8755.31 47

DMF 2%

Variabhle N E* ER* A3 CW
DHMF2% 453 0.97 0.97 4.42

Cuadro de Analisis de la Warianza (5C tipo III)

F.v. =18 gl CH F p—wvalor
Modelo 5425.858 3 2808.63 497.10 <0.0001
Evaluacion espermatica S425.558 3 2508.63 497.10 <0.0001
Error 245.60 44 5.65
Total 5674.45 47
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Varisble N R*® R® 43 CV
DMF3% 48 0.94 0.94 6.03

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

F.V. 3c gl M F p—valor
Modelo Q437,58 3 3145.86 251.11 <0.0001
Evaluacion espermatica 9437.558 3 3145.86 2Z51.11 <0.0001
Error EE1.23 44 12 .53
Total Q958,581 47
DMF 4%
Variable N E* R®* Aj CW
DMF 4% 45 0,96 0,96 6.15
Cuadro de Analisis de la Varianza (5C tipo III)
F.V. =1 gl cH F p-wvalor
Hodelo 10593 .04 3 3531.01 395.0% <0,.0001
Evaluacion ezspermatica 10593.04 3 3531.01 395.09 <0,0001
Error 390,25 44 S5.57
Total 10955.31 47
Analisis de la varianza
Variabhle M B2 R2 L3y CW
Moti sem des % 125 0.19 0.17 §.94

Cuadro de Analisis de la VWarianza (5C tipo III)

F.V. =1 gl cHM F p-valor
Modelo 374,52 3 124.84 9,62 «<0.0001
Concenracion % 374,52 3 124.84 9.62 «<0.0001
Error 1e09.78 124 1z2.98
Total 1954.30 127
Shapiro-Wilks {(modificado}

Variahle n Media D.E. W+

pilUnilateral D)

BDUD Moti sewm des % 123 0.00 3.56 0.96

0.003E
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Analisis de la varianza

Variable N R* R® Aj CV
RABS Moti sem des % 123 0.03 0.01 350.71

Cuadro de Analisis de la Warianza (5C tipo III)

F.V. aC gl CH F p-wvalor
Modelo 21.87 3 7.29 1.47 0.2256
Concenracion % 21.87 3 7.29 1.47 0.2256
Error 614.40 124 4,95
Total 636,27 127

Homogeneidad de varianzas

Levene

Analisis de la varianza

Variakle ) Bz R* A3 CW
Moti sem des % 128 0.19 0.17 §.94

Cuadro de Analisis de la YWarianza {(5C tipo III)

F.V. =1 gl CH F p-walor
Hodelao 374,52 3 124.84 9.62 <0.0001
Concenracion % 374.52 3 124.84 9.62 <0.0001
Error 1609.758 124 12.985
Total 19534.30 127

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS5=2.31800
Error: 12.92821 gl 124

Concenracion % Mediaz n EL.E.

4 37.59 32 0.84 A

3 40.03 32 0.64 B
2 41.69 32 0.684 B
1 41.54 32 0.64 B

Medias com wna lekre cominr po son siguificativamentse diferentes (p > 0.05)
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Anexo 4.
Test de Tukey de los dilutores GLY y DMF para la motilidad, morfologia y

viabilidad espermética

Analisis de la varianza

Varisble M BE* ERE®* A3 CV
Moti sem des % 128 0.19 0.17 5.94

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. =1 gl cM F p-wvalor
Modelo 374,52 3 124.84 9,62 <0.0001
Concenracion % 374.52 3 124.34 9.82 <0.0001
Error 1609.78 124 12.98
Total 1984.30 127

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=2.31800
Erropr: 12,9821 gl: 124

Concenracion % Medias n E.E.

1 41.84 32 0.64 4

2 41.69 32 0.64 4

3 40.03 32 0.64 4

4 37.59 32 0.64 B

Medias com wune letras comin: mo S5oi sigmificetivements difersmtes (p > 0.05)

Analisis de la varianza

Varisble M BE* ERE2 Aj CV
Moti sem des % 125 0.36 0O0.35 7.89

Cuadro de Analisis de la Warianza (5C tipo III)

F.W. 3C gl CM F p—valor Coef
Modelo 7z0.57 2 360.29 35.64 <0.0001
Crioprotector 3858.51 1 3858.51 35.43 <0.0001
Concenracion % 332.06 1 332.06 32.85 <0.0001 -1.44
Error 1263.73 125 10.11
Total 1954.30 127

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS5=1.10299
Erropr: 10,1085 gl 125
Crioprotector Mediaz n E.E.

1 42 .03 64 0.40 A

2 35.55 64 0.40 E

Madias oo wne ledrd comine 2o 508 sigunificativanente diferentes (p > 0,052
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Anexo 5.

Comparaciéon de semen fresco versus semen posdescongelamiento dilutores

GLY y DMF para la motilidad, morfologia y viabilidad espermética

Pe=z11n=ern Mot =sem fresx

Medi=s .5 G
D.E. 4 .53
25T 5 .23

Fesutnern Morf =em freix

HMedias T5.851
D.E. 3 .17
T 3 .15

Fesumen Vialh =em £fres

Media T5.25
D.E. 3 .57
f:lf 5 .07
Fesumen DMF1% DMFZ% DMF3% DHMF4%
Media 43.51 44.56 41.69 35.06
D.E. 2.23 Z.45 3.1 2Z.17
NV 5.08 5.49 7.2 5.71

Fesuwen DMF1%1 DHMFZ2%1 DMF3%1 DMF4%1

Media 7l1.56 72.50 TYO.88 89.19
D.E. 3.4z .53 4.11 4.00
Fv 4.79 3.49 5.80 5.79
Resumen DMF1%Z DMF2%2 DMF3%Z DMF4%:2
Hedia 43.06 44.25 40.63 37.31
D.E. Z2.05 2.14 3.20 2.36
FU 4.76 4.585 V.38 6.32
Feswuwen LY1% GLYZ% GLY3% GLY4%
Media 40.69 40.56 35.00 34.94
D.E. 2.30 2.50 3.43 2Z.59
C .66 6.17 9.01 7.4z
Besumen GLYT1%1 GLYZ2%1 GLY3%1 GLY4%1
Hedia 69,33 7v1.1% 69.13 67.31
D.E. 3.28 2.17 3.564 4.29
FV 4.73 3.04 5.56 6.37
Fesumen GLT1%2 GLYZ%Z GLY3I%E GLY4%2
Hedia 41.368 42.69 39,00 35.25
I.E. 2.08 2.0z 2.68 2.34
CV 1.93 1.74 6.85 7.21
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Anexo 6.
Plantilla de datos obtenidos para la motilidad, morfologia y viabilidad

espermatica

Rep Conc % Viab des % Caballo Crioprotector RDUO Morf sem des % RABS Morf sem des %
1 1 42 1 1 -1.45 1.45
2 45 1 1 1.55 1.55
3 1 47 1 1 3.55 3.55
4 1 45 1 1 1.55 1.55
1 2 46 1 1 3.97 3.97
2 2 47 1 1 4.97 4.97
3 2 43 1 1 0.97 0.97
4 2 41 1 1 -1.03 1.03
1 3 45 1 1 4.4 4.4
2 3 40 1 1 -0.6 0.6
3 3 43 1 1 24 24
4 3 44 1 1 34 34
1 4 39 1 1 -0.17 0.17
2 4 36 1 1 -3.17 3.17
3 4 40 1 1 0.83 0.83
4 4 42 iL 1 2.83 2.83
1 1 39 2 1 -4.45 4.45
2 1 42 2 1 -1.45 1.45
3 1 41 2 1 -2.45 2.45
4 1 42 2 1 -1.45 1.45
1 2 43 2 1 0.97 0.97
2 2 46 2 1 3.97 3.97
3 2 43 2 1 0.97 0.97
4 2 42 2 1 -0.03 0.03
1 3 43 2 1 24 24
2 3 45 2 ik 4.4 4.4
3 3 44 2 1 34 34
4 ) 42 2 1 1.4 1.4
1 4 39 2 1 -0.17 0.17
2 4 36 2 1 -3.17 3.17
3 4 39 2 1 -0.17 0.17
4 4 38 2 1 -1.17 1.17
1 1 44 8 1 0.55 0.55
2 1 43 3 1 -0.45 0.45
3 1 46 3 1 2.55 2.55
4 1 41 3 1 -2.45 2.45
1 2 46 3 1 3.97 3.97
2 2 47 3 1 4.97 4.97
3 2 43 8 1 0.97 0.97
4 2 45 3 1 2.97 2.97
1 3 39 3 1 -1.6 16
2 3 38 3 1 -2.6 2.6
3 3 38 3 1 -2.6 2.6
4 3 41 3 1 0.4 0.4
1 4 36 3 1 -3.17 3.17
2 4 34 3 1 -5.17 5.17
3 4 38 3 1 -1.17 1.17
4 4 36 3 1 -3.17 3.17
1 1 43 4 1 -0.45 0.45
2 1 43 4 1 -0.45 0.45
3 1 42 4 1 -1.45 1.45
4 1 44 4 1 0.55 0.55
1 2 45 4 1 2.97 2.97
2 2 45 4 1 2.97 2.97
3 2 46 4 1 3.97 3.97
4 2 40 4 1 -2.03 2.03
1 3 39 4 1 -1.6 1.6
2 3 36 4 1 -4.6 4.6
3 3 38 4 1 -2.6 2.6
4 3 35 4 1 -5.6 5.6
1 4 39 4 1 -0.17 0.17
2 4 37 4 1 -2.17 2.17
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Rep Conc % Viab des % Caballo Crioprotector RDUO Morf sem des % RABS Morf sem des %
3 4 35 4 1 -4.17 4.17
4 4 33 4 1 -6.17 6.17
1 1 40 1 2 -1.72 1.72
2 1 44 1 2 2.28 2.28
3 1 45 1 2 3.28 3.28
4 1 40 1 2 -1.72 1.72
1 2 45 1 2 4.71 471
2 2 43 1 2 271 271
3 2 41 1 2 0.71 0.71
4 2 39 1 2 -1.29 1.29
1 3 37 1 2 -1.86 1.86
2 3 39 1 2 0.14 0.14
3 3 41 1 2 2.14 214
4 3 43 1 2 4.14 4.14
1 4 37 1 2 -0.44 0.44
2 4 34 1 2 -3.44 3.44
3 4 39 1 2 1.56 1.56
4 4 40 1 2 2.56 2.56
1 1 37 1 2 -4.72 4.72
2 2 40 2 2 -0.29 0.29
3 3 40 2 2 1.14 1.14
4 4 41 2 2 3.56 3.56
1 1 41 2 2 -0.72 0.72
2 2 43 2 2 2.71 2.71
3 3 43 2 2 4.14 4.14
4 4 40 2 2 2.56 2.56
1 1 42 2 2 0.28 0.28
2 2 44 2 2 3.71 3.71
3 3 41 2 2 2.14 2.14
4 4 40 2 2 2.56 2.56
1 1 37 2 2 -4.72 4.72
2 2 33 2 2 -7.29 7.29
3 3 36 2 2 -2.86 2.86
4 4 37 2 2 -0.44 0.44
1 1 43 2 2 1.28 1.28
2 2 42 3 2 171 171
3 3 44 3 2 5.14 5.14
4 4 40 3 2 2.56 2.56
1 1 45 3 2 3.28 3.28
2 2 44 3 2 3.71 3.71
3 3 43 3 2 4.14 4.14
4 4 41 3 2 3.56 3.56
1 1 37 3 2 -4.72 4.72
2 2 39 3 2 -1.29 1.29
3 3 38 3 2 -0.86 0.86
4 4 38 3 2 0.56 0.56
1 1 33 3 2 -8.72 8.72
2 2 35 3 2 -5.29 5.29
3 3 36 3 2 -2.86 2.86
4 4 33 3 2 -4.44 4.44
1 1 43 3 2 1.28 1.28
2 2 41 4 2 0.71 0.71
3 3 40 4 2 1.14 1.14
4 4 42 4 2 4.56 4.56
1 1 46 4 2 4.28 4.28
2 2 43 4 2 271 271
3 3 45 4 2 6.14 6.14
4 4 41 4 2 3.56 3.56
1 1 38 4 2 -3.72 3.72
2 2 36 4 2 -4.29 4.29
3 3 37 4 2 -1.86 1.86
4 4 34 4 2 -3.44 3.44
1 1 36 4 2 -5.72 5.72
2 2 33 4 2 -7.29 7.29
3 3 35 4 2 -3.86 3.86
4 4 30 4 2 -7.44 7.44
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Repetic Concentraci Moti sem Caba Crioprote RDUO Moti sem RE Moti sem RABS Moti sem

ion on % des % llo ctor des % des % des %
1 1 45 1 1 3.16 0.89 3.16
2 1 46 1 1 4.16 1.17 4.16
3 1 48 1 1 6.16 1.74 6.16
4 1 46 1 1 4.16 1.17 4.16
1 2 48 1 1 6.31 1.78 6.31
2 2 47 1 1 531 15 531
3 2 43 1 1 131 0.37 131
4 2 41 1 1 -0.69 -0.19 0.69
1 3 46 1 1 5.97 1.68 5.97
2 3 41 1 1 0.97 0.27 0.97
3 3 44 1 1 3.97 112 3.97
4 3 45 1 1 4.97 14 4.97
1 4 40 1 1 241 0.68 241
2 4 36 1 1 -1.59 -0.45 1.59
3 4 41 1 1 3.41 0.96 3.41
4 4 42 1 1 441 1.24 441
1 1 40 2 1 -1.84 -0.52 1.84
2 1 42 2 1 0.16 0.04 0.16
3 1 42 2 1 0.16 0.04 0.16
4 1 43 2 1 1.16 0.33 1.16
1 2 44 2 1 231 0.65 231
2 2 46 2 1 4.31 1.22 431
3 2 43 2 1 1.31 0.37 1.31
4 2 43 2 1 1.31 0.37 1.31
1 3 45 2 1 4.97 14 4.97
2 3 45 2 1 4.97 14 4.97
3 3 45 2 1 4.97 14 4.97
4 3 43 2 1 2.97 0.84 2,97
1 4 39 2 1 1.41 0.4 1.41
2 4 36 2 1 -1.59 -0.45 1.59
3 4 40 2 1 241 0.68 241
4 4 38 2 1 0.41 0.11 0.41
1 1 45 3 1 3.16 0.89 3.16
2 1 44 3 1 2.16 0.61 2.16
3 1 47 3 1 5.16 1.45 5.16
4 1 41 3 1 -0.84 -0.24 0.84
1 2 46 3 1 431 1.22 431
2 2 48 3 1 6.31 1.78 6.31
3 2 42 3 1 0.31 0.09 0.31
4 2 44 3 1 2.31 0.65 2.31
1 3 43 3 1 2.97 0.84 2.97
2 3 40 3 1 -0.03 -0.01 0.03
3 3 38 3 1 -2.03 -0.57 2.03
4 3 40 3 1 -0.03 -0.01 0.03
1 4 37 3 1 -0.59 -0.17 0.59

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




AETR UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE ' CATOLICA

TESIS UCSM -« DE SANTA MARIA

Repetic Concentraci Moti sem Caba Crioprote RDUO Moti sem RE Moti sem RABS Moti sem

ion on % des % llo ctor des % des % des %
2 4 35 3 1 -2.59 -0.73 2.59
3 4 39 3 1 141 0.4 1.41
4 4 38 3 1 0.41 0.11 0.41
1 1 43 4 1 1.16 0.33 1.16
2 1 42 4 1 0.16 0.04 0.16
3 1 43 4 1 1.16 0.33 1.16
4 1 44 4 1 2.16 0.61 2.16
1 2 45 4 1 3.31 0.93 3.31
2 2 46 4 1 4.31 1.22 4.31
3 2 47 4 1 5.31 15 531
4 2 40 4 1 -1.69 -0.48 1.69
1 3 39 4 1 -1.03 -0.29 1.03
2 3 38 4 1 -2.03 -0.57 2.03
3 3 39 4 1 -1.03 -0.29 1.03
4 3 36 4 1 -4.03 -1.14 4.03
1 4 40 4 1 241 0.68 241
2 4 37 4 1 -0.59 -0.17 0.59
3 4 36 4 1 -1.59 -0.45 1.59
4 4 35 4 1 -2.59 -0.73 2.59
1 1 43 1 2 1.16 0.33 1.16
2 1 44 i 2 2.16 0.61 2.16
3 1 45 1 2 3.16 0.89 3.16
4 1 44 1 2 2.16 0.61 2.16
1 2 44 1 2 2.31 0.65 2.31
2 2 43 1 2 1.31 0.37 1.31
3 2 40 1 2 -1.69 -0.48 1.69
4 2 38 1 2 -3.69 -1.04 3.69
1 3 40 1 2 -0.03 -0.01 0.03
2 3 39 i 2 -1.03 -0.29 1.03
3 3 41 1 2 0.97 0.27 0.97
4 3 42 1 2 1.97 0.56 1.97
1 4 38 1 2 0.41 0.11 0.41
2 4 34 1 2 -3.59 -1.01 3.59
3 4 39 1 2 1.41 0.4 1.41
4 4 38 1 2 0.41 0.11 0.41
1 1 38 1 2 -3.84 -1.08 3.84
2 2 40 2 2 -1.69 -0.48 1.69
3 3 39 2 2 -1.03 -0.29 1.03
4 4 40 2 2 241 0.68 241
1 1 40 2 2 -1.84 -0.52 1.84
2 2 41 2 2 -0.69 -0.19 0.69
3 3 39 2 2 -1.03 -0.29 1.03
4 4 40 2 2 241 0.68 241
1 1 41 2 2 -0.84 -0.24 0.84
2 2 42 2 2 0.31 0.09 0.31
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Repetic Concentraci Moti sem Caba Crioprote RDUO Moti sem RE Moti sem RABS Moti sem

ion on % des % llo ctor des % des % des %
3 3 41 2 2 0.97 0.27 0.97
4 4 42 2 2 441 1.24 441
1 1 35 2 2 -6.84 -1.93 6.84
2 2 34 2 2 -7.69 -2.17 7.69
3 3 38 2 2 -2.03 -0.57 2.03
4 4 33 2 2 -4.59 -1.3 4.59
1 1 41 2 2 -0.84 -0.24 0.84
2 2 41 3 2 -0.69 -0.19 0.69
3 3 42 3 2 1.97 0.56 1.97
4 4 38 3 2 0.41 0.11 0.41
1 1 42 3 2 0.16 0.04 0.16
2 2 44 3 2 231 0.65 231
3 3 39 3 2 -1.03 -0.29 1.03
4 4 43 3 2 5.41 1.52 541
1 1 37 3 2 -4.84 -1.37 4.84
2 2 36 3 2 -5.69 -1.6 5.69
3 3 35 3 2 -5.03 -1.42 5.03
4 4 37 3 2 -0.59 -0.17 0.59
1 1 34 3 2 -7.84 -2.21 7.84
2 2 31 3 2 -10.69 -3.01 10.69
3 3 36 3 2 -4.03 -1.14 4.03
4 4 36 3 2 -1.59 -0.45 1.59
1 1 40 3 2 -1.84 -0.52 1.84
2 2 39 4 2 -2.69 -0.76 2.69
3 3 39 4 2 -1.03 -0.29 1.03
4 4 38 4 2 0.41 0.11 0.41
1 1 41 4 2 -0.84 -0.24 0.84
2 2 41 4 2 -0.69 -0.19 0.69
3 3 40 4 2 -0.03 -0.01 0.03
4 4 34 4 2 -3.59 -1.01 3.59
1 1 36 4 2 -5.84 -1.65 5.84
2 2 34 4 2 -7.69 -2.17 7.69
3 3 33 4 2 -7.03 -1.98 7.03
4 4 32 4 2 -5.59 -1.58 5.59
1 1 37 4 2 -4.84 -1.37 4.84
2 2 33 4 2 -8.69 -2.45 8.69
3 3 31 4 2 -9.03 -2.55 9.03
4 4 32 4 2 -5.59 -1.58 5.59
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Anexo 7.
Analisis de varianza de los dilutores GLY y DMF para la motilidad, morfologia 'y

viabilidad espermética

Analisis de la vrarianza

Variable I} BE* ER®* Lj CV
Morf sem des % 128 0.05 0.05 5.24

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

F.V. =1 gl CH F p-valor Coef
Modelo 152.38 4 35.09 2.8 0.0278
Concenracion % 50.54 3 16.95 1.26 0.29:24
Crioprotector 101,53 1 101.53 7.53 0.0070 -1.78
Error 159,09 123 13.49
Total 1511.47 127

Prueba de bondad de ajuste (Kolmogorov)

Variable Lijuste media varianza n Estadistico D p—wvalor

RDUD Morf sem des % Normal (0,1) 0.00 13.068 125 0.25 «<0.0001
I

Analisis de la varianza

Variashle I E* ERE* A3 CW
RAES Morf sem des 3 123 0.05 0.02 9Z.43

Cuadro de Analisis de la Warianza (5C tipo III)

F.W. aC gl cH F p-walor Coef
Modelo 40,07 4 10.02 1.69 0,.1570
Concenracion % 39.96 3 13.32 2.24 0.0865
Crioprotector 0.11 1 0.11 0,02 0.89:29 0.06
Error T29.96 123 5.93
Total 770,02 127
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Analisis de la vrarianza

Variabhle I R* ER®* a3 CW
Morf sew des % 128 0.08 0.05 5.24

Cuadro de Analisis de la Warianza (5C tipo III)

F.v. aC gl cM F p—walor Coef
Modelo 152.38 4 3I5.09 2.82Z 0.0275
Concenracion % S50.54 3 16.85 1.26 0.2924
Crioprotector 101.53 1 101.53 7.53 0.0070 -1.78
Error 16592.09 123 13.49
Total 1511.47 127

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=2.36273
Erroprr: 153.45886 glr 123

Concenracion % Media=s n E.E.

2 7O.72 32 0.65 A
3 PO.53 32 0.65 &
1 PO.22 32 0.65 A
4 69,09 32 0.65 A

Madias con wne letrd comind »o 508 sSigunificativamente diferentes (p = 0.05)

Analisis de la varianza

Variable N R* R®* Aj CW
Viab sem des 5 123 0.28 0.26 7.91

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

F.V. =1 gl CcH F p-wvalor Coef
Modelo s500. 16 4 125.04 12.23 <0.0001
Concenracion % 403.20 3 134.63 13.17 <0.0001
Crioprotector S96.26 1 96.26 9.42 0.0026 -1.73
Error 1257.46 123 10,22
Total 1757.62 127

Test:Tukey AlfTa=0.05 DM5=2.05700
Error: 10.2233% gl: 123

Concenracion % Medias n E.E.

2 4z.16 32 0.57 4

1 41.75 32 0,57 4

3 40.25 32 0,57 4

4 37.63 32 0,57 E

Madias con wune ledrd comiil Bo 5082 sSiguificedivamente diferemtes (p > 0.05)
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VIABILIDAD DMF y GLI

Analisis de la varianza

Varishle N Rz R® Lj CV
Viabh sem des % 128 0.258 0.26 7.91

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. S gl cM F p-walor Coef
Modelo LEoo. 16 4 125,04 12.23 «<0.0001
Coneenracion % 403.90 3 134.63 13.17 <0.0001
Crioprotector O96.26 1 96.26 9.42 0.002Zc -1.73
Error 1257.46 123 10,22
Total 1757.62 127

Prueha de bondad de ajuste {Kolmogorowvr)

Variabhle Lijuste media warian=za n Estadistico DI p-walor
RDUD Viabh sem des 5 Normal(0,1) 0.0o0 10.51 125 0.32 <0.0001
I

Analisis de la varianza

WVariasble M E* E®* Aj ©CW
BAES Wiabh sem des % 123 0.053 0.01 a6.24

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

F.V. =1 gl [l F p-wvalor Coef
Modelo 15.76 4 4.69 1.45 0.2132
Concenracion % Z .89 3 0.96 0.30 0.82:2Z5
Crioprotector 15.86 1 15.86 S5.00 O0.0272 0.70
Error 390,42 123 3.17
Total 409,17 127

No se rechaza la Ho, se cumple homogenidad de varianza, no se rechaza la igualdad de

varianza

Analisis de la varianza

Varisble I E* E* AL CW
Moti sem des % 128 0.38 0.36 7.52

Cuadro de Analisis de la VWarianza (5C tipo III)

F.V. S gl CcH F p—valor Coef
Modelo TE63.03 4 190.76 19.21 «<0.0001
Concenracion % 0 374.52 3 124.84 12.57 <0.0001
Crioprotector 388.51 1 3838.51 39.13 «<0.0001 -3.458
Error 1221.27 123 9.93
Total 1984 .30 127
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Prueba de bhondad de ajuste {(EKolmogorowv)

Variable Liuste media varianza n Estadistico D p—wvalor
RDUD Moti sem des % Normal (0,1) 0.o0 12 .65 125 0.530 <0.0001

Analisis de la varianza

Varishle 1) R* ERE* A3 CW
PAES Moti sem des 3 128 0.04 0.01 50.74

Cuadro de Analisis de la Warianza (5C tipo IIX)

F.W. SC gl cM F p-walor Coef
Modelo 26.47 4 6.62 1.33 0.2609
Concenracion % 21.87 3 07.29 1.47 0.2259
Crioprotector 4,59 1 4.59 0.93 0.3376 0.38
Error 609,81 123 4,96
Total 636,27 127

Analisis de la varianza

Variashle i) R* R® Aj W
Moti sem des % 128 0.33 0.36 V.82

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

F.V. 1 gl CH F p-wvalor Coef
Modelo TE3.03 4 190.76 19.21 <0.0001
Concenracion % 374.52 3 124.84 12.57 <0.0001
Crioprotector 3858.51 1 385.51 39.13 <0.0001 -3.45
Error 12281.27 123 9,93
Total 1954.30 127

Test:Tukey Alfa=0.05 DM5=2.02719
Error: 2.59291 gl 123

Concenracion % Medias n E.E.

1 41.84 32 0.56 4

2 41.69 32 0.56 L

3 40.03 32 0.56 4

4 37.59 32 0.56 E

Medias con wie letra comii Mo 508 Sigmificativamente diferentes (p > 0.0858)
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Anexo 8.
Comparacion de medias y DE de los dilutores DMFy GLY alas 4

concentraciones

Reaumen DNF 13 DNF2% DMFi3 DNF4s DNF1: DNFZ31 DMF3s1 DNP4sl DHFI:1 DNF2s2 DNF3s DNF4s2 DNF1si DMFiz3 DNF3s3 DHF4:)
Yedia 46,25 44,75 44,00 33,75 4175 44,00 44.50 38,25 44,25 45.00 39.25 37.25 43.00 44.50 38.00 37.00
DL 126 330 2.16 2.63 126 141 L0071 .50 i 0.9 L7 0.8 3111 14l 2.lf
v L7738 490 660 301 321 2.3 446 585 5T 4.4 4 100 698 1.7 5.8

Medidas resumen

Resumen 1%4 2% 3% 43¢ 1% 285 385 485 136 2% 3%6 43¢ 187 287 3% 487
Media €8.75 72.25 69,00 67,75 68.50 71,50 €7.00 65,25 75.25 735,50 74,50 73.25 72,00 70.75 73,00 70.50
D.E. 2,63 2,22 3,83 2.63 2,08 1,29 2.94 3.59 2.63 2.65 3,11 3.50 1.41 0.9 1.83 0.58
) 3,83 3,07 5.55 3,88 3.04 1.81 4,39 5,51 3.49 3,50 4,17 4.78 1.9 1.35 2,50 0.82

Reqween DUFLS DNFZy DNFY% DNF4% DHF131 DNF2:l DHF3s1 DNF431 DNF1sd DNF2si DNF3%E DNF4%2 DNF1%3 DNFZ%3 DMF3%3 DNF4%3
Yediz 44,75 44.25 43.00 33.25 41,00 43.50 43.50 38.00 43.50 45,23 39.00 36.00 43.00 44.00 37.00 36.00
DE 206 275 L6 250 141 LT L% L4t .08 L7 L4l 163 0.2 2.7 LB 2.5
v 61 6.0 500 637 340 3.8 2.9 1M 47 A7 A6 4% 180 61 49 LI

Reaunen GLY13 GLYZ%E GLY3% GLT4% GLY131 GLUZ31 GLUI31 GLY4%1 GLY152 GLYZEZ GLYA3%HZ GLYT45d GLY1%3 GLYE%3 GLT3%3 GLT4%3
Wedia 44.00 41.25 40,50 37.23 39.25 40,00 41.30 33.00 40.30 42.00 36.23 34.25 38.00 38.00 33.75 33.25
D.E. 0.2 2.8 1.29 .22 0.96 0.82 058 4.6 1,73 2,16 0.96 2.36 0.82 3.37 LTl 2.63
v 1.86 6.68 3.19 3,95 2.4 .04 139 617 428 514 Z.p4 680 208 B.ed h08 A1

Resuwnen GLY1y GLYZ% GLV3% GLY4% GLY1%1 GLY231 GLY3SY GLY4%1 GLVISZ GLYZ%2 GLYI%2 GLY432 GLYISD GLYZSY GLV33 GLT443
ledia 67,30 70.25 67.25 65,00 66,75 71,00 5,75 63.00 72,75 73.7% TE.50 L2 70,50 63,73 1.0 69,00
DL 108 411 2% .50 0.8 2% 337 436 47 3aO0 1M 139 L6 0.8 0L
v 4,61 136 6,10 453 370 L1349 54 3% 3T 414 406 1.8 180 L.1h 1.1

Resumen GLY1Y GLYZ% GLY3% GLY4% GLY1%1 GLYE41 GLY3$1 GLY451 GLYISZ GLVZ%d GLYI%2 GLY4%2 GLY1%3 GLYESS GLYIHD GLYH3I
Media 42.25 42,00 40.00 37.50 39.30 4175 41,75 3575 42.25 43.25 38.00 34.25 41,50 43.75 36.45 33.50
I.E. 4,63 1.58 .58 .65 173 1.0 L1 1.9 1L 1M 0.8 1,300 L2822 1ML .65
v 6.2 6.15 6,45 7.06 4,38 3.5 4,09 530 404 385 &1 438 3.1 07T 471 7.0
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Anexo 9.
Comparacion de medias y DE de los dilutores DMFy GLY alas 4

concentraciones para motilidad, morfologia y viabilidad

Variable n Media D.E. Varin-1) E.E. CV¥ Min Max Mediana Q1 03 Lsimetria Kurtoais
DHF1% 16 43.81 2.23 4,96 0,56 5.05 40,00 45.00  43.50 42.00 45.00 0.23 -0.75
GLY1% 16 40,62 2,30 5.30 0,58 »o.66 38.00 42,00 40,00 39.00 42,00 o.oe -0.37
DHFZ3 16 44,56 2.45 6,00 0,61 5,49 40,00 43,00 44,50 43,00 46.00 -0.26 -0.89
GLYE% 17 42,24 7.31 53.44 1,77 17,31 34.00 69,00 41,00 40,00 43.00 J.34 9.05
DHF3% 16 41.69 3.18 10,10 0,79 7.62 36.00 46,00 42,00 39,00 45.00 -0.22 -1.33
GLY3% 16 35.00 3.43 11,73 0,86 9,01 32,00 42,00 35.00 35.00 41.00 -0.32 -1.29
DHF 43 16 35.06 2.17 4,73 0,54 5,71 35.00 42,00 38,00 36,00 40,00 0.18 -1.12
GLT4% 16 34,94 2.58 6.73 0,65 7.42 31.00 39,00  34.50 33.00 37.00 -3.1E-04 -1.21
Varishle n Media D.E. Var(n-1) E.E. CV Min HMéx Mediana Q1 Q3 laimetria Kurtosis
DHF151 16 71.26 3.42 11,73 0.86 4.79 652,00 78,00 71,30 69.00 73.00 -0.07 -0.13
GLY1s1 16 659,35 3.28 10,78 0.82 4.73 63.00 76,00 70,00 67.00 71.00 -0.21 -0.058
DMFz%1 16 72.50 2.53 6.40 0,63 3.49 70.00 79,00  72.00 70.00 73.00 1.24 0.73
GLYzZ%1 16 71.19 2.17 4,70 0.54 3.04 &3.00 77.00 71,00 70.00 71.00 1.52 1.80
DHF3%1 16 70.85 4.11 16,92 1.03 5.80 64,00 78,00 71,30 68.00 73.00 -0.30 -0.66
GLT3:1 16 659,13 3.84 14,78 0,596 5.56 62,00 76,00 70,00 66,00 71.00 -0.37 -0.50
DMF4%1 16 659.19 4.00 16.03 1.00 5.79 &0.00 77,00 70,00 66.00 71.00 -0.26 0.49
GLY4%1 16 67.31 4.29 16.36 1.07 6,37 58.00 74,00 68.00 65.00 70.00 -0.48 -0.27

Variahle n Media D.E. Var(n-1) E.E. CV¥ Min Max Mediana Q1 03 Asimetria Kurtosis
DMF1%2 16 43.06 Z.05 4,20 0,51 4.76 39.00 47,00 43.00 42.00 44.00 0.1z -0.34
GLY1%2 16 41.38 2.06 4,25 0,52 4,98 37.00 45,00  41.00 40.00 43,00 -0.08 -0.38
DMF232 16 44.25 2.14 4,60 0.5¢ 4,85 40,00 47,00  45.00 43.00 46,00 -0.51 -0.90
GLY2%2 16 42.69 2.02 4,10 0,51 4.74 39.00 46,00 43.00 41.00 44.00 -0.12 -0.97
DMF3%2 16 40,63 3.20 10,25 0,80 7.85 35,00 45,00 40,50 38,00 43,00 -0.15 -1.19
GLY3%2 16 39.00 Z.68 7.20 0.67 6,85 34.00 44,00  35.50 37.00 41.00 0.21 -0.60
DMF4%2 16 37.31 Z2.36 5.56 0,59 6.32 33.00 42,00  37.50 36.00 39.00 0.0z -0.53
GLY¥4%2 16 35.25 2.54 6.47 0,64 7.21 30,00 40,00 35,50 33.00 37.00 -0.07 -0.25
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