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Evaluacion de dos diluyentes para la criopreservacion de
semen de caballos de la raza criollo colombiano*

Giovanni Restrepo Betancur**, Alexandra Usuga Suarez***, Juan David Montoya Paez****,
Alvaro David Celis*****, Andrés Antonio Henao******

Resumen

Introduccion. La composicion de los diluyentes
para la criopreservacion del semen equino es de-
terminante en la criotolerancia y la capacidad fe-
cundante post-descongelacion de las células esper-
maticas. Objetivo. Evaluar dos diluyentes para la
congelaciéon de semen de caballos de la raza criollo
colombiano. Materiales y métodos. El semen de
cuatro caballos de la raza criollo colombiano fue
criopreservado mediante un protocolo de congela-
cién rapida con los diluyentes Equipro®y Gent®. La
evaluacion de la movilidad del semen posdescon-
gelacion se realizd6 mediante un sistema de analisis
computarizado de clase (SCA®), con el cual se ana-
lizaron la movilidad total (MT), la movilidad progresi-
va (MP), la velocidad curvilinea (VCL), la velocidad
lineal (VSL) y la velocidad media (VAP). La vitalidad
espermatica (VE) y la morfologia normal (MN) se
evaluaron mediante tincién con eosina-nigrosina; la
integridad de la membrana plasmatica se determi-
né mediante la prueba hipo-osmotica (HOS). Para
la evaluacion estadistica se ajustaron modelos li-
neales generalizados (GLM) y las medias entre los
tratamientos se compararon por la prueba de Tukey.
Las asociaciones entre las variables estudiadas se
evaluaron mediante un analisis de correlacion de
Pearson. Resultados. Se hall6 diferencia estadis-
tica significativa (P<0.05) para la MT con medias de
50.9 % +19.4 % y 42.2 % * 15.1 %, para Equipro®
y Gent®, respectivamente. A excepcion de la VSL no
se encontré diferencia entre los demas parametros
evaluados. Se encontré una alta correlacion entre
los parametros de movilidad, vitalidad e integridad
de membrana. Conclusion. El diluyente Equipro®

produce tasas de movilidad total posdescongelacion
superiores al diluyente Gent®en el semen de caba-
llos de la raza criollo colombiano.

Palabras clave: congelacion, diluyentes, semen
equino.

Evaluation of two extenders for semen
cryopreservation of Colombian creole horses

Abstract

Introduction. The composition of the extenders
for cryopreservation of stallion semen is crucial in
cryotolerance and post-thaw fertilizing capacity of
sperm cells. Objective. Evaluate two extenders for
freezing the semen of Colombian creole stallions.
Materials and methods. Semen of four Colombian
creole stallions was cryopreserved by fast freezing
protocol with Equipro® and Gent® extenders. Eva-
luation of sperm post-thaw motility was performed
by a Sperm Class Analyzer system (SCA®) to exa-
mine total motility (TM), progressive motility (PM),
velocity curvilinear (VCL), velocity straight line (VSL)
and velocity average path (VAP). The sperm vitality
(SV) and normal morphology (NM) were assessed
by eosin-nigrosin staining; the plasmatic membra-
ne integrity was determined by the hypo-osmotic
swelling test (HOS). For statistical evaluation were
adjusted generalized linear models (GLM) and the
treatments averages were compared by the Tukey
test. Associations between variables were assessed
by Pearson correlation analysis. Results. Statistical
difference (P< 0.05) was found for TM with avera-
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ges of 50.9% * 19.4% and 42.2% + 15.1% for Equi-
pro® and Gent®, respectively. Except for VSL no
difference was found between the other evaluated
parameters. There was a high association between
motility parameters, vitality and membrane integrity.
Conclusions. Equipro® extender produces superior
post-thaw total motility rates than Gent® extender in
sperm of Colombian creole stallions.

Key words: freezing, diluents, equine sperm.

Avaliacao de dois diluentes para a
criopreservagao de sémen de cavalos
da raga crioulo colombiano

Resumo

Introdugao. A composi¢cao dos diluentes para a
criopreservagdao do sémen equino € determinante
na criotolerancia e a capacidade fecundante pos-
descongelamento das células espermaticas. Ob-
jetivo. Avaliar dois diluentes para o congelamento
de sémen de cavalos da raga crioulo colombiano.
Materiais e métodos. O sémen de quatro cavalos
da racga crioulo colombiano foi criopreservado me-
diante um protocolo de congelamento rapido com
os diluentes Equipro® e Gent®. A avaliagdo da mo-
bilidade do sémen pds-descongelacdo se realizou

mediante um sistema de analise computadorizada
de classe (SCA®), com o qual se analisaram a mo-
bilidade total (MT), a mobilidade progressiva (MP),
a velocidade curvilinea (VCL), a velocidade linear
(VSL) e a velocidade média (VAP). A vitalidade es-
permatica (VE) e a morfologia normal (MN) avalia-
ram-se mediante coloracdo com eosina-nigrosina;
a integridade da membrana plasmatica se deter-
minou mediante a prova solugo-osmotica (HOS).
Para a avaliagdo estatistica se ajustaram modelos
lineares generalizados (GLM) e as médias entre os
tratamentos se compararam pela prova de Tukey.
As associagdes entre as variaveis estudadas se
avaliaram mediante uma analise de correlagcao de
Pearson. Resultados. Achou-se diferenga estatisti-
ca significativa (P<0.05) para a MT com médias de
50.9 % £ 19.4 % e 42.2 % + 15.1 %, para Equipro®
e Gent®, respectivamente. A excegado da VSL nao
se encontrou diferenga entre os demais parametros
avaliados. Encontrou-se uma alta correlagéo entre
os parametros de mobilidade, vitalidade e integrida-
de de membrana. Conclusao. O diluente Equipro®
produz taxas de mobilidade total pés-descongelacéo
superiores ao diluente Gent® no sémen de cavalos
da raga crioulo colombiano.

Palavras importantes: congelamento, diluentes,
sémen equino.

Introduccion

La criopreservaciéon de semen es uno de los
procedimientos mas importantes en el desa-
rrollo de biotecnologias para la reproduccién
asistida, como la inseminacién artificial y la
transferencia de embriones (Bailey, Bilodeau,
& Cormier, 2000). Esta tecnologia permite una
maxima distribucion y una adecuada disponi-
bilidad de material germinal de ejemplares de
interés mediante su conservacion a largo plazo
(Loomis & Grahman, 2008), lo cual favorece
el mejoramiento genético para rasgos de va-
lor comercial en la especie, a través de la se-
leccion y de los cruzamientos dirigidos. Para
la especie equina es aun limitado el uso de
semen criopreservado, debido a una conside-
rable reduccién posdescongelacion de su ca-
pacidad fecundante respecto al semen fresco
(Ball, 2008). Adicionalmente, existe una gran
variabilidad en los resultados obtenidos entre
muchos ejemplares y razas equinas (Stornelli,
Tittarelli, Savignone & Stornelli, 2005).

Se han explorado numerosas alternativas para
mejorar la fertilidad del semen equino criopre-
servado. Se han evaluado crioprotectores al-
ternativos como el glicerol, el etilenglicol u otras
moléculas que por su bajo peso molecular pe-
netran con mayor facilidad las membranas vy,
por lo tanto, poseen menor toxicidad osmoética,
como la metilformamida (MF) y la dimetilforma-
mida (DMF) (Neira, Ramirez, Garcia & More-
no, 2007; Squires, Keith & Grahman, 2004).
Asimismo, se ha estudiado la suplementacion
de los diluyentes con sustancias proteicas que
actuan como crioprotectores extracelulares,
tales como la yema de huevo, la albumina sé-
rica bovina, el suero equino, el suero bovino,
la proteina de soya, el alcohol polivinilico y la
leche descremada ultra-pasteurizada (Palacios
& Quintero, 1996; Boeta & Quintero, 2000).
El aprovechamiento de los efectos benéficos
combinados de diferentes sustancias Uutiles
para la proteccion de las células espermaticas
ha enfocado muchos esfuerzos en la busque-
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da de nuevas formulaciones de diluyentes que
mejoren la conservacion del semen equino,
incluyendo otros ingredientes quimicos para
ajustar el pH y la osmolaridad, asi como la uti-
lizacién de antibiéticos con el fin de inhibir el
crecimiento bacteriano y de diversas sustan-
cias antioxidantes (Salazar et al., 2011; Ball,
Medina, Gravance & Baumber, 2001; Baumber
& Ball, 2005).

Algunos diluyentes comerciales se destacan
por su amplio uso para la criopreservacion
del semen equino, asi como por las multiples
investigaciones realizadas para determinar
su efectividad, como es el caso de los deno-
minados INRA 82 e INRA 96, formulados con
componentes como sales de Hanks, glucosa,
lactosa, rafinosa, fosfocaseina, citrato soédi-
co, citrato potasico y leche desnatada, y su-
plementados comunmente para congelacion
con yema de huevo y glicerol (Janett, Sacher,
Hassiq & Thun, 2012; Fayrer-Hosken, Abreu-
Barbosa, Heusner & Jones, 2008). También
han sido desarrollados y estudiados para la
criopreservacion de semen equino, el diluyen-
te Caceres, compuesto por solucién de Hank
suplementada con HEPES, glucosa, lactosa,
BSA y fosfocaseinato de leche, yema de hue-
vo, dimetilformamida y glicerol, y el diluyente
Botucrio®, compuesto por agua ultrapura, ami-
nodacidos, carbohidratos, glicerol, amidas, gen-
tamicina, penicilina y yema de huevo (Morillo
et al., 2011; Morillo, Pessanha, Lopez, Rocha
& Pefa, 2012). Otras alternativas son el Gent®,
un diluyente compuesto de soluciones tampoén,
leche, yema de huevo y glicerol; y el Equipro®,
constituido por caseinatos, proteinas de sue-
ro, glucosa, sacarosa y sulfato de gentamicina
(Janett et al., 2012). La diversidad de formula-
ciones existentes en los diluyentes para semen
equino, sumada al hecho de que no se tienen
mayores antecedentes de evaluacion de los
mismos en la criopreservacion de semen de
caballos de la raza criollo colombiano, condu-
ce a que sea importante determinar su efecto
sobre diferentes parametros posdescongela-
cién, como indicadores de la calidad del semen
destinado a la inseminacion artificial. El objeti-
vo de este estudio fue evaluar el efecto de los
diluyentes Gent® y Equipro® sobre la calidad
posdescongelacion del semen de caballos de
la raza criollo colombiano.

Materiales y métodos

Recoleccion y evaluacion del semen
fresco

El estudio se desarrollé con cuatro ejemplares
equinos de la raza criollo colombiano, ubicados
en el municipio de Girardota (Antioquia). Los
animales estuvieron sometidos a condiciones
iguales de alimentacion, ambiente y manejo re-
productivo, contaron con una edad entre los 3
y los 8 afios, y una condicion corporal entre 6 y
7 (escala 1 a 9). Se obtuvieron dos eyaculados
por cada animal, con un periodo de descanso
reproductivo de una semana. La recoleccion
del semen se realiz6 por el método de vagina
artificial, utilizando una vagina modelo Missou-
ri (Minitube) lubricada con gel no espermicida.
Una yegua fue empleada para la colecta y la
fraccion de gel del eyaculado fue removida por
filtracion. Utilizando un microscopio de contras-
te de fase Eclipse E200 (Nikon Inc.), se deter-
mind la movilidad espermatica promediando
los porcentajes de movilidad progresiva de cin-
co diferentes campos de observacion (400X).
La concentracion espermatica fue establecida
a partir de una gota de semen fresco, mediante
un fotémetro Spermacue® (Minitube). La mor-
fologia, vitalidad e integridad de la membrana
plasmatica del semen fresco fueron evaluadas
mediante las mismas metodologias descritas
mas adelante para el semen posdescongela-
cion. El semen recién recolectado fue diluido
en proporcion 1:1 en diluyente Equipro® (Mini-
tube) a 37 °C y luego fue transportado en con-
diciones de refrigeraciéon en un Equitainer® (Mi-
nitube), durante un término maximo de 2 horas.

Criopreservacion del semen

Solo se procesaron los eyaculados con un mi-
nimo de 70 % de movilidad progresiva y 100
millones de espermatozoides por mL. La crio-
preservacion del semen se realiz6 mediante
un protocolo de congelacién rapida modifica-
do a partir del descrito por Bustamante et al.,
(2009). Para ello, cada eyaculado fue dividido
en dos alicuotas de igual volumen para los tra-
tamientos, 1: Equipro® y 2: Gent®, las cuales
se centrifugaron a 1200 x g por 15 minutos.
Posteriormente cada precipitado fue resuspen-
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dido en 2mL del diluyente de congelacién, co-
rrespondiente a cada uno de los tratamientos:
1. Equipro®, constituido por diluyente Equipro®
(Minitube) suplementado con 5 % de dimetil-
formamida (DMF) y 4 % de yema de huevo,
y 2: Gent®, diluyente Gent® (Minitube). Pos-
teriormente el semen fue resuspendido en el
diluyente segun el tratamiento en cantidad
suficiente para una concentracién final de 100
millones de espermatozoides/mL. El semen di-
luido se mantuvo en refrigeracion a 5 °C por 15
minutos, y se empaco en pajillas de 0.5mL. Las
pajillas fueron nuevamente refrigeradas a 5 °C
por 10 minutos, y se sometieron a vapores de
nitrégeno liquido en posicién horizontal a una
distancia de 4 cm de la superficie del mismo,
durante 10 minutos. Finalmente se sumergie-
ron en un tanque de almacenamiento de nitré-
geno liquido a -196 °C.

Evaluacion posdescongelacion del
semen

Después de una semana se realizé la descon-
gelacion de las pajillas por 60 segundos en
un bafo Maria a 37 °C. Mediante un proce-
dimiento modificado al reportado por Hidalgo,
Rodriguez, Dorado, Sanz & Soler (2005), se
evaluaron los parametros movilidad total (MT),
movilidad progresiva (MP), velocidad rectilinea
(VSL), velocidad curvilinea (VCL) y velocidad
media (VAP). Se empled un microscopio de
contraste de fase Eclipse E200 (Nikon Inc.)
con una camara digital Scout SCA780 (Basler)
adaptada a un computador dotado del software
Sperm Class Analizer (SCA®) Motility and Con-
centration (Microptic S.L.).

La morfologia normal (MN) y la vitalidad es-
permatica (VE) se establecieron mediante la
técnica modificada de eosina-nigrosina (Brito,
Greene, Kelleman, Knobbe & Turner, 2011).
Sobre un portaobjetos temperado a 37 °C, se
depositd una gota de semen, y a su lado, una
gota de colorante eosina-nigrosina (Sigma-Al-
drich 861006 y N4763) a 37 °C; ambas gotas
se mezclaron durante 30 a 60 segundos, y se
realiz6 un extendido y la fijacién del mismo con

calor sobre una platina térmica. Se observé la
morfologia individual de 200 espermatozoides
al microscopio (1000X) y se clasificaron los
espermatozoides como morfolégicamente nor-
males o anormales (Graham & Mocé, 2005).
De igual manera, se clasificaron como vivos
aquellos espermatozoides que no incorporaron
el colorante y como muertos, aquellos que in-
corporaron el colorante.

Para la evaluacion de la integridad de la mem-
brana plasmatica de los espermatozoides se
utilizé la prueba hipo-osmética (HOS) de acuer-
do con lo reportado por Neild et al., (1999). Un
volumen de 0.5 mL de semen descongelado y
diluido en 1mL de citrato de sodio al 2.94 % fue
centrifugado a 1500 rpm durante 8 minutos. El
precipitado fue resuspendido en 500 L de citrato
de sodio al 2.94 %. Luego un volumen de 50uL
de esta solucién se adiciond a un tubo con 500uL
de una solucion hipo-osmdética (100mOsmol/L)
compuesta por sacarosa 5.4 % y citrato de so-
dio 2.94 % en agua grado reactivo. Esta mezcla
fue incubada a 37 °C por 30 minutos para luego
evaluarse el hinchamiento espermatico de 200
células en minimo 5 campos diferentes (400X).
Finalmente, se determind la proporcion total de
espermatozoides reaccionados.

Analisis estadistico

Se ajusté un modelo lineal generalizado (GLM)
para cada variable dependiente (MT, MP, VE,
MN, HOS, VCL, VSL, o VAP). Todas las va-
riables respuesta, a excepcion de la variable
dependiente, fueron incluidas en cada modelo
como covariables. A continuacion se describe
el modelo general empleado:

=u+E+T+R+C +e

ijklmnopqr Imnopqr

donde:

ijklmnopaqr,

MT, MP, VE, MN, HOS, VCL, VSL,
VAP, del eyaculado anidado dentro
del equino i, bajo el tratamiento j, en
la repeticion k, bajo las covariables |,
m,n,o,p,q,r.

M Media para la caracteristica.

E: Efecto fijo del eyaculado anidado
dentro del equino ().

ijklmnopqr
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Tj: Efecto fijo del tratamiento ()).
(/=Equipro®, Gent®).
R, Efecto fijo de la repeticion (k).
(k=1...4).
moper E1ECHO fijo de las covariables (/, m, n,
o,p,q,r).

€ mnopar- Error aleatorio.

Las medias por tratamiento se compararon por
la prueba de Tukey (HSD). Para determinar la
asociacion entre las variables evaluadas, se
realizé un analisis de correlacion de Pearson.
Para todas las evaluaciones se utilizé el pro-
grama SAS 9.2.

Resultados

A partir de un total de 8 eyaculados recolecta-
dos y evaluados, se hallé un volumen de se-
men promedio (mL) de 33.5 + 15.4 y una con-
centracion de espermatozoides promedio (10°/
mL) de 263.6 + 151.6. Se evaluaron posdes-
congelacion 48 pajillas. Los resultados de los
modelos ajustados para los diferentes parame-
tros espermaticos evaluados se presentan en
la tabla 1. Las principales anormalidades ob-
servadas fueron gota citoplasmatica proximal
y distal, microcabeza, pieza media reflejada y
doble cabeza.

Tabla 1. Resultados de los modelos ajustados para los parametros espermaticos

Variable Media Coe_fici.e’nte de R? ) Efe_cto§
Variacion (%) Significativos

Movilidad total (%) 49.40 13.73 0.92 E, T, MP, VSL
Movilidad progresiva (%) | 23.63 19.66 0.91 MT
Vitalidad (%) 53.83 11.92 0.91 E
Morfologia normal (%) 84.43 3.56 0.82 E
HOS (%) 41.37 22.75 0.88 VCL,VAP
VSL (um/s) 38.56 1.87 0.97 VCL, VAP
VCL (um/s) 66.66 2.33 0.95 | E, T, MP, VSL, VAP
VAP (um/s) 50.63 1.17 0.98 E, T, VSL, VCL

R2 Coeficiente de determinacién del modelo ajustado. Efectos: eyaculado anidado dentro del equino (E), tratamiento (T),
repeticion (R), movilidad total (MT), movilidad progresiva (MP), morfologia normal (MN), vitalidad espermatica (VE), veloci-
dad rectilinea (VSL), velocidad curvilinea (VCL), velocidad media (VAP).

Tabla 2. Resultados de evaluacion de semen fresco y criopreservado (tratamientos)

Tratamiento | N MT mMP VE MN HOS VCL VSL VAP
mesco | o | 9% | 3h | el | S0 | WE | G% | uh [ 4E
cavero | 22| 9| B0 | SRR | e e ||
s || BE | AE | Ry | me [

Letras diferentes denotan diferencia estadistica (P<0.05). Movilidad total (MT), movilidad progresiva (MP), morfologia nor-
mal (MN), vitalidad espermatica (VE), integridad de membrana (HOS), velocidad curvilinea (VCL), velocidad rectilinea

(VSL), velocidad media (VAP).
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Tabla 3. Matriz de correlaciones entre los parametros evaluados

MT MP VE MN HOS VCL VSL VAP
MT 0.81* 0,66* -0,065 0,52* -0,09 -0,24 -0,2
MP 0.81* 0.54* -0.03 0.49* 0.40* 0.26 0.30
VE 0,66* 0.54* -0,008 0,76* 0,05 -0,11 -0,05
MN -0,06 -0.03 -0,008 -0,08 0,1 -0,07 0,003
HOS 0,52* 0.49* 0,76* -0,08 0,14 -0,005 0,05
VCL -0,09 0.40* 0,05 0,1 0,14 0,84* 0,91*
VSL -0,24 0.26 -0,11 -0,07 -0,005 0,84* 0,97*
VAP -0,22 0.30 -0,05 0,003 0,05 0,91* 0,97*

*Correlaciones significativas (P<0.05). Movilidad total (MT), movilidad progresiva (MP), vitalidad espermatica (VE), morfo-
logia normal (MN), integridad de membrana (HOS), velocidad curvilinea (VCL), velocidad rectilinea (VSL), velocidad media

(VAP).

Discusion

Los altos coeficientes de determinacion (R?)
para los modelos ajustados muestran que una
alta proporcién de la variabilidad en los para-
metros espermaticos evaluados esta explicada
por los efectos incluidos (tabla 1). La significan-
cia del efecto del eyaculado anidado dentro del
equino para varios de los modelos utilizados
denota la influencia de este efecto sobre la cali-
dad seminal, mientras los efectos (covariables)
relacionados con la velocidad espermatica
(VSL, VCL y/o VAP) mostraron tener influencia
en la movilidad total y en la integridad de mem-
brana plasmatica (tabla 1).

La reduccién de la calidad del semen posdes-
congelacion respecto al semen fresco ha sido
ampliamente descrita en equinos (Salazar
et al.,, 2011). Los resultados de este estudio
muestran una reduccion significativa de la mo-
vilidad total, la movilidad progresiva, la vitali-
dad y la integridad de la membrana plasmatica
(tabla 2). No se observé efecto significativo de
la criopreservacion sobre la morfologia normal;
sin embargo, autores como Blottner, Warnke,
Tuchscherer, Heinen & Torner (2001) y Vlasiu,
Groza, Morar & Catana (2008) han reporta-
do diversas alteraciones de la morfologia de
espermatozoides equinos criopreservados.
Los promedios encontrados de movilidad de
semen fresco y criopreservado son equipara-
bles a otros reportados por evaluacion con un
sistema CASA (Lozano, Gil, & Alvarez, 2011;

Hoffmann, Oldenhof, Morandini, Rohn, & Sie-
me, 2011).

El porcentaje de movilidad total posdesconge-
lacién fue superior para el diluyente Equipro®,
respecto al diluyente Gent®, mientras que no
se encontré diferencia en la movilidad progre-
siva (tabla 2). Aunque estos diluyentes se han
utilizando de forma frecuente en procesos de
investigacion, son escasos los antecedentes
de comparacién de los mismos para la crio-
preservacion de semen equino. Jannet et al.
(2012) emplearon estos diluyentes para la re-
frigeracién por 24 horas de semen equino, en-
contrando valores de movilidad total y progresi-
vade 40.9 % £ 2.5y 23 % + 1.9 para Equipro®
yde 56.1 % £ 1.9y 34.9 % £ 1.6 para Gent®.
Los crioprotectores constituyentes de los dilu-
yentes empleados podrian, en parte, explicar
los resultados obtenidos, teniendo en cuenta la
suplementacioén del Equipro® con DMF vy la for-
mulacién original del Gent® con glicerol. Se ha
descrito que la DMF, por su menor peso mole-
cular (72) respecto al glicerol (93), tiene un ma-
yor potencial para penetrar la membrana plas-
matica, lo que podria resultar en un mas rapido
equilibrio entre las regiones extra e intracelular
y, en consecuencia, en un menor dano celular
por el choque osmético (Pérez-Osorio et al.,
2008). Medeiros, Gémez, Carmo, Papa & Alva-
renga (2002) encontraron mayores porcentajes
posdescongelacion de movilidad total y progre-
siva con DMF (52.3 % y 12.6 %) respecto al
glicerol (27.9 % y 8.7 %). Mesa & Henao (2012)
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igualmente observaron superioridad de la DMF
respecto al glicerol para la conservacion de la
movilidad de semen equino criopreservado.
Este ultimo estudio es valioso como referente
para esta investigacion, dado que, de forma
adicional a la inclusién de los mismos criopro-
tectores, también se empled el sistema SCA®
para la evaluacién de la movilidad del semen
de caballos de la raza criollo colombiano.

No se observé efecto posdescongelacion del
diluyente sobre la vitalidad espermatica, la
morfologia normal o la integridad de la mem-
brana plasmatica (tabla 2). De manera que no
seria posible atribuir las diferencias en la movi-
lidad total a alguna alteracion especifica en la
integridad o fisiologia de los espermatozoides.
Seria recomendable entonces evaluar el efec-
to de estos diluyentes sobre otras estructuras
celulares y sobre diferentes procesos metabo-
licos del semen.

Entre los parametros de evaluacion de la ve-
locidad de los espermatozoides, la velocidad
curvilinea (VCL) no evidencié efecto de la
criopreservacion o del diluyente empleado; sin
embargo, la velocidad rectilinea (VSL) y la ve-
locidad media (VAP) mostraron un incremento
significativo para el diluyente Gent®. De acuer-
do con esto, podria considerarse en la com-
posicion de este ultimo diluyente la presencia
de alguna molécula o factor capacitante. Los
promedios encontrados para las velocidades
espermaticas (tabla 2) fueron mayores en to-
dos los casos a las reportadas por Morillo et al.,
(2012) para semen congelado con los diluyen-
tes Caceres1, Gent® e INRA96®, mientras que
fueron inferiores a los reportados por Candeias
et al., (2012) quienes encontraron valores de
VCL (um/s), VAP (um/s) y VSL (um/s) de 121.1
+ 60.6, 63.8 + 29.4 y 50.31 = 22.2, respectiva-
mente.

Se observaron altos niveles de asociacion
entre la movilidad total, la movilidad progresi-
va, la vitalidad espermatica y la integridad de
membrana (tabla 3), lo cual denota el papel de-
terminante de la funcionalidad de la membra-
na plasmatica en la capacidad de movimien-
to de los espermatozoides equinos. De forma
similar, Salazar et al., (2011) encontraron una
correlacion entre la movilidad progresiva y la
integridad de la membrana de r=0.69, mientras

Vidament et al., (1998), hallaron una correla-
cion de r=0.86 entre la movilidad progresiva y
la vitalidad en semen equino criopreservado.

Por otro lado, de acuerdo a los resultados los
parametros de velocidad de los espermatozoi-
des estarian asociados de forma positiva a la
movilidad progresiva y no necesariamente a la
movilidad total (tabla 3), lo que podria explicar
la mayor movilidad total del semen congelado
con el diluyente Equipro®, a pesar de mayores
VCL y VAP para el diluyente Gent®.

Conclusiones

El diluyente Equipro® produce tasas de movi-
lidad total superiores al diluyente Gent®, en el
semen descongelado de caballos de la raza
criollo colombiano. La semejanza en los resul-
tados para otros parametros de calidad seminal
evaluados, asi como las diferencias en algunos
indicadores de velocidad y desplazamiento de
los espermatozoides, podrian ser atribuidos a
efectos inherentes a la composicion de cada
una de las formulaciones diluyentes evaluadas.
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