REVISTA INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS ISSN L 2644-3856
ARTICULO CIENTIFICO 2888 Junio - Noviembre 2025, Vol.7(2): pp.70-79

EFECTO DE DOS PROTOCOLOS DE CRIOPRESERVACION DE SEMEN SOBRE LOS
RESULTADOS DE INSEMINACION ARTIFICIAL EQUINA

EFFECT OF TWO SEMEN CRYOPRESERVATION PROTOCOLS ON EQUINE
ARTIFICIAL INSEMINATION OUTCOMES)

Carlos Fuentes. Universidad de Panama, Facultad de Ciencias Agropecuarias. Panama.
carlosf0784@gmail.com https.//orcid.org/0009-0009-1983-501X

Félix Contreras. Universidad de Panama, Facultad de Ciencias Agropecuarias. Panama.
fcontreras 199627 @gmail.com hitps://orcid.org/0009-0002-9866-3533

Pacifico Bonilla. Universidad de Panama, Facultad de Ciencias Agropecuarias. Panama.
pacifico.bonilla@up.ac.pa https://orcid.org/0009-0006-2123-9282

*4lex Solis-Corrales. Universidad de Panama, Facultad de Ciencias Agropecuarias. Panama.
alex.solis@up.ac.pa https://orcid.org/0000-0002-1764-2654

*4utor de Correspondencia: alex.solis@up.ac.pa

Recibido: 12/03/2025 Aceptado: 30/04/2025
DOI https://doi.org/10.48204/j.ia.v7n2.a7493

RESUMEN. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de dos protocolos de criopreservacion de semen sobre
los resultados de inseminacion artificial equina. En el Tratamiento uno (T1) se realizé una centrifugacion de 600
g durante 11 minutos, en cambio el Tratamiento dos (T2) se emple6 una fuerza de 750 g durante ocho minutos.
Se utilizaron 13 yeguas de la raza Cuarto de Milla, en edades entre cuatro a ocho afios. La condicion corporal de
las mismas era aproximadamente entre seis y siete (en escala de uno a nueve). Se realizaron 13 inseminaciones
con semen criopreservado (T1: siete inseminaciones y T2: seis inseminaciones con semen de 750 g por ocho
minutos). Los datos fueron ordenados en una tabla de contingencia. Para el analisis estadistico se llevo a cabo la
prueba de Chi Cuadrado, utilizando el programa IBM SPSS Statisctics version: 29.0.0.0 (241), donde se
encontraron diferencias significativas (P<0.05) para las tasas de prefiez cuando se empled el semen
criopreservado en el T1 sobre el T2 (T1: 71.40% y T2: 16.70%). Se concluye que el semen criopreservado en el
T1 ofrecid las mejores tasas de prefiez utilizando una inseminacion artificial a tiempo fijo.

PALABRAS CLAVE: Congelacion de semen, inseminacion intracornual, semen equino, sincronizacion del celo,
tasas de prefiez.

ABSTRACT. The objective of this study was to evaluate the effect of two semen cryopreservation protocols on
equine artificial insemination results. Treatment one (T1) used a centrifugation of 600 g for 11 minutes, while
treatment two (T2) used a force of 750 g for eight minutes. Thirteen Quarter Horse mares, aged between four
and eight years, were used. The body condition of the mares was approximately six to seven (on a scale of one
to nine). Thirteen inseminations were performed with cryopreserved semen (T1: seven inseminations and T2:
six inseminations with 750 g semen for eight minutes). The data were arranged in a contingency table. For the
statistical analysis, the ChiSquare test was performed, using the IBM SPSS Statisctics version: 29.0.0.0 (241),
where significant differences (P<0.05) were found for pregnancy rates when cryopreserved semen was used in
T1 over T2 (T1: 71.40% and T2:

16.70%). It is concluded that T1 cryopreserved semen gave the best pregnancy rates using fixed-time artificial
insemination.

KEYWORDS: Equine semen, estrus synchronization, intracornual insemination, pregnancy rates, semen freezing.

70


https://orcid.org/0009-0009-1983-501X
https://orcid.org/0009-0002-9866-3533
https://orcid.org/0009-0006-2123-9282
mailto:alex.solis@up.ac.pa
https://orcid.org/0000-0002-1764-2654
mailto:alex.solis@up.ac.pa
https://doi.org/10.48204/j.ia.v7n2.a7493

REVISTA INVESTIGACIONES AGROPECUARIAS ISSN L 2644-3856
ARTICULO CIENTIFICO KA Junio - Noviembre 2025, Vol.7(2): pp.70-79

INTRODUCCION

La inseminacion artificial (IA) con semen congelado implica la introduccién oportuna de una
cantidad adecuada de espermatozoides en el utero de la yegua (Samper et al., 2007). La IA es una
base para otras biotecnologias que van desde la transferencia de embriones hasta la clonacion.
Durante décadas, la investigacion sobre la IA se ha centrado en el ganado Bovino, pero durante
los ultimos 35 afios, esta biotecnologia ha ganado cada vez mas popularidad en la cria de caballos.

Durante la ultima década, se han logrado importantes logros en el procesamiento, congelacion y
la inseminacion con semen equino congelado. Este progreso se ha asociado con el uso de nuevas
técnicas de IA, como la inseminacion intracornual, nuevos diluyentes disponibles que dan como
resultado una mejor criosupervivencia de los espermatozoides y técnicas de seleccion de esperma
para aumentar la calidad del semen congelado (Alvarenga et al., 2016).

Al parecer, los dos factores de mayor relevancia hacen referencia al semen empleado en el
momento de la [A, asi como el sitio de inseminacién (Metcalf, 2007), pues a pesar de que la
fertilidad de la yegua y su manejo reproductivo son factores claves en el establecimiento de
gestaciones, es importante suministrar semen de buena calidad para la IA (Vidament et al., 1997;
Samper, 2008).

Al igual que en la monta natural, la longevidad de los espermatozoides dentro del tracto
reproductivo de la yegua y el periodo de viabilidad del 6vulo, determinaran el momento 6ptimo
de la inseminacion (Olguin y Esquivel, 2011).

Debido a estos factores es importante tener en cuenta la influencia de un buen proceso de
criopreservacion, para asi preservar la capacidad fecundante del semen equino (RestrepoBetancurt
etal., 2012). Es por esto que se han desarrollado diferentes agentes criopreservantes que mantienen
la viabilidad de las células espermaticas después del proceso de congelacion y descongelacion, y
que han demostrado buenas tasas de prefez.

Ademas, el manejo reproductivo de la yegua para IA con semen congelado puede ser costoso, y
predecir el momento exacto de la ovulacion es un desafio (Immonen y Cuervo-Arango, 2018), por
lo cual se considera conveniente inducir la ovulacién cuando la yegua presenta un foliculo mayor
o igual a 35 mm, y realizar la IA 24 a 48 horas después (Alonso et al., 2016).

Dicha técnica es la mas recomendada cuando se insemina con semen congelado, ya que la
criopreservacion precapacita a los espermatozoides y reduce su capacidad de fertilizacion a un
lapso aproximado de seis horas post 1A, por lo tanto, es necesario inseminar sobre la ovulacion
(Alonso et al., 2016).

Las tasas de prefiez en yeguas inseminadas con semen congelado varian, pero en promedio se
encuentran alrededor del 50 % (Sanchez et al., 2009). Sin embargo, Loomis (2001), sefial6 que se
pueden obtener tasas de prefiez con semen congelado similares a las obtenidas con semen enfriado,
pues, en un estudio realizado por este autor las yeguas inseminadas con semen enfriado (74.7% de
prefiez) fueron similares a las de semen congelado (75.6% de prefiez).
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Diversos investigadores reportan que la centrifugacion, genera dafios mecéanicos sobre los
espermatozoides equinos, los cuales dependen de la duracién y fuerza con que sea ejecutada
(Ramires-Neto et al., 2013). En un estudio realizado por Alvarenga et al. (2017), determinaron que
la menor pérdida de células espermaéticas, por dafios asociados a la centrifugacion, se presentd a
600 g durante 10 minutos en lugar de 1000 g durante 20 minutos.

Esto fue corroborado por Love et al. (2012), donde centrifugaron semen a 1000 g durante 20
minutos, y observaron una reduccion en la movilidad y en la velocidad de los espermatozoides. Al
respecto Mari et al. (2015), sefialaron que una alta fuerza de centrifugacion, es perjudicial para la
integridad de los espermatozoides.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se llevo a cabo en los distritos de David (Corregimiento de Chiriqui) y San
Lorenzo, ambos ubicados en la provincia de Chiriqui. El distrito de David se encuentra en las
coordenadas 8°22°00 N y 82°18°00°> W, con una elevacion promedio de 27 m s.n.m. y una
temperatura media anual de 32 °C. San Lorenzo esté localizado en las coordenadas 8§°18°00”’ Ny
82°06°00°” W, con una altitud de 32 m s.n.m. y temperaturas medias anual de 33 °C.

Para este estudio se emplearon 13 yeguas de la raza Cuarto de Milla, con edades entre cuatro y
ocho afos. La condicion corporal de estas yeguas en promedio fue de aproximadamente entre seis
y siete (en escala de 1-9) (Harvey et al., 2022).

Las yeguas fueron evaluadas reproductivamente mediante ultrasonografia transrectal, para lo cual
se empled un ecografo marca SIUI®, modelo CTS-800 de transductor lineal de 7.5 MHz, para
descartar patologias del sistema reproductor y diagnosticar actividad ciclica normal se tomé como
referencia la presencia de un cuerpo liteo normal.

El tratamiento para realizar la inseminacion a tiempo fijo consistid en sincronizar el celo de las
yeguas y posteriormente a inducir la ovulacion de las mismas. Para la sincronizacion de celo se
utilizo un analogo de la hormona prostaglandina F» alfa (PGF»a) (Ciclase DI®) y para inducir la
ovulacion se utiliz6 gonadotropina coridnica humana (hCG), (Veterin Corion®). El protocolo
utilizado se describe a continuacion: El dia cero se aplicaron dos centimetros ctubicos de PGF2a
por via intramuscular (IM). A partir del dia tres, se inici6 la deteccion de celo exponiendo la yegua
a un semental. Una vez que se manifestados los signos caracteristicos del estro, se procedié a
monitorear el tamano del foliculo preovulatorio mediante ultrasonografia. En el dia cinco o seis,
si el foliculo presenté un tamafio igual o superior a 35 mm, se aplicaron 1500 unidades
internacionales (UI) de hCG con el proposito de inducir la ovulacion.

Las yeguas fueron inseminadas de 12 a 24 horas después (19.69+7.43) de la aplicacion de la hCG,
se utilizd6 semen criopreservado procedente de dos caballos Cuarto de Milla. El protocolo
empleado consisti6 en la dilucion inicialmente (1:1) con extensor. Posteriormente el semen diluido
se centrifugo empleando dos fuerzas centrifugas que correspondidé a dos tratamientos
experimentales (T1: semen centrifugado a 600 g por 11 minutos y T2: semen centrifugado a 750
g por ocho minutos). Para su congelacion, los espermatozoides se resuspendieron en diluyente
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Botucrio®, a una concentracion de 350x10° espermatozoides/ml progresivamente motiles para
ambos tratamientos. Seguido se envasd en pajuelas de 0.5 ml y se enfriéo a 5 °C por 30 minutos,
posteriormente se realizo la congelacion del semen, las pajuelas se colocaron a 2.5 cm por encima
de nitrogeno liquido durante 20 min y luego se sumergieron en ¢él. La descongelacion del semen
se realizo a una temperatura de 37 °C por 30 segundos. Seguidamente se vertid en un tubo conico
de 2 ml, y por ultimo fue eyectado con una jeringuilla de 3 ml.

Para realizar la A intracornual se empled una pipeta de 65 centimetros de largo marca Minitube®
indicada para IA, donde primeramente se inserté una mano en la vagina para localizar el cuello
uterino con el dedo indice, luego se pasoé la pipeta a través de la vagina hasta el cuello uterino, se
retird la mano de la vagina y se introdujo por el recto previamente evacuado para guiar la pipeta
hacia el cuerno ipsilateral al foliculo preovulatorio, una vez logrado esto, se procedio a adaptar la
jeringuilla con el semen a emplear y depositar el mismo. El diagnostico de gestacion se realizo a
los 16 dias postinseminacion.

En la Tabla 1 se presenta los valores de motilidad progresiva, vigor espermatico y tasa de
sobrevivencia del semen empleado para realizar el proceso de IA. De acuerdo con Sharafi et al.
(2022), 1a motilidad progresiva corresponde a la capacidad de los espermatozoides para moverse
de manera activa y rectilinea en un medio liquido. El vigor espermatico se refiere a la rapidez y
energia con que se mueven los espermatozoides en un medio liquido. La tasa de sobrevivencia
hace referencia al porcentaje de espermatozoides que permanecen vivos luego de la
descongelacion del semen previamente criopreservado.

Tabla 1
Valores del semen postdescongelacion para la IA.
Protocolo de Motilidad Vigor espermatico Tasa de
centrifugacion progresiva (%) Escala (1-5) sobrevivencia (%)
Media y desviacion Media y desviacion
estandar estandar
600 g por 11 70.83+10.21 2.83+0.4 46.67 + 8.16
minutos
750 g por 8 minutos 71.67 +£10.21 2.83+04 56.67 + 8.16

Analisis estadisticos

Para el analisis estadistico se utilizé una prueba de Chi-cuadrado (X?), se utiliz6 el programa IBM
SSPS Statistics Version: 29.0.0.0 (241). Para determinar si existieron diferencias significativas
entre los resultados de prefiez en las yeguas al utilizar semen criopreservado mediante dos
protocolos.

), (fo—fi)’
X —Z—ﬁ
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X2= Chi-Cuadrado
Fo= Frecuencias observadas

Ft= frecuencias tedricas o esperadas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los mayores porcentajes de prefiez en este trabajo se encontraron en el T1, en el cual se utilizé un
semen criopreservado con una fuerza centrifuga de 600 g por 11 minutos mientras que en el T2
que se baso en el empleo de un semen criopreservado empleando una fuerza centrifuga de 750 g

por ocho minutos aportd menos porcentajes.

Figura 1
Tasas de prefiez obtenidas por protocolos.

® Prefiez Positiva ® Prefiez Negativa

83.3%

% 90.0% 71.4%

2 80.0%

g 70.0%

S 600%

Ny 500%

T 400%

a s  300%

oz 200%

2 10.0%

z 0.0% _ _
Q T1: 600g/1 1min T2: 750g/8min
2 SEMEN EMPLEADO

Tabla 2
Contingencia de semen empleado por porcentaje de preiiez.
Porcentaje de Prefiez Total
Prenadas No
Prenadas
Semen Empleado T1: 600g/11min Recuento 5 2 7
Recuento esperado 32 3.8 7.0
% dentro de Semen 71.4% 28.6% 100.0%
Empleado
T2: 750g/8min Recuento 1 5 6
Recuento esperado 2.8 32 6.0
% dentro de Semen 16.7% 83.3% 100.0%
Empleado
Total Recuento 6 7 13
Recuento esperado 6.0 7.0 13.0
% dentro de Semen 46.2% 53.8% 100.0%

Empleado
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Al analizar la Tabla 1 mediante la prueba estadistica de Chi-cuadrado nos indica que existe una
diferencia significativa (P<0.05) entre ambos tratamientos sobre los resultados de inseminacion en
las yeguas.

El tratamiento con semen centrifugado a 600 g por 11 minutos T1 arrojo una tasa de prefiez
notablemente superior (71.4%) frente al escaso 16.7% obtenido con el protocolo de 750 g por 8
minutos T2. Las tasas de prefiez en yeguas con semen congelado oscilan entre el 30% a 60% segin
lo publicado por autores como Sénchez et al. (2009), del 25% al 40% Oliveira et al. (2013), o del
10% al 70% Alonso et al. (2016). A su vez los resultados se ven influidos por la calidad del semen,
fertilidad de la yegua, manejo correcto del protocolo de IA que se realice, ademas del volumen y
dosis de semen (Loomis, 2001; Sanchez et al., 2009).

A pesar de su relevancia, el efecto de la centrifugacion del semen sobre los resultados
reproductivos en yeguas ha sido escasamente abordado en la literatura cientifica, la cual tiende a
enfocarse principalmente en variables como el método de inseminacion artificial o el momento de
la induccidn de la ovulacion.

Con el tratamiento uno se alcanzaron resultados similares (71.4%) a los reportados por Pillet et al.
(2008), quienes obtuvieron porcentajes de prefiez de 71%, donde se utilizé una fuerza centrifuga
muy parecida a la de este trabajo en el proceso de criopreservacion de semen 600 g por 10 minutos.
Otros autores han reportado tasas de prefiez muy variables al emplear semen centrifugado a una
fuerza de 600 g por 10 min, como es el caso de Cerny et al. (2012) donde encontraron 60% de
prefiez, Oliveira et al. (2013), y Sielhorst et al. (2016), con 40% de prefiez.

Contreras (2022), encontrd que la centrifugacion del semen a 750 g durante 8§ minutos permitid
una mejor preservacion y por ende una mayor viabilidad espermatica postdescongelacion, en
comparacion con la centrifugacion a 600 g por 11 minutos.

Restrepo-Betancourt et al. (2016), afirman que incluso bajos niveles de fuerza de centrifugacion
logran alterar la movilidad espermatica, la integridad del acrosoma y el potencial de la membrana
interna mitocondrial de los espermatozoides equinos. Ademas, menciona que estos dafios se
acentuan al incrementar las fuerzas y tiempos de centrifugacion.

Del mismo modo, se ha demostrado que utilizar altas fuerzas centrifugas al procesar un semen de
baja viabilidad o de un semental considerado subfértil, puede disminuir incluso mas los porcentajes
de prefiez, como es el caso de Sielhorst et al. (2016), donde reportaron tasa de prefiez de solo 10%
utilizando un semen centrifugado a 1500 g por 15 minutos.

Ribeiro ef al. (2015), demostraron que utilizar semen de un semental fértil, centrifugado a 600 g
por 10 minutos en una inseminacion artificial a tiempo fijo, que consistia en dos inseminaciones
una vez inducida la ovulacion (24 horas y 40 horas después de la induccion) se pueden obtener
tasa de prefiez de 80%. En este estudio con una sola inseminacion realizada a las 19.69+7.43 horas
después de la induccion de la ovulacion, se logro una tasa de prefiez muy similar a la encontrada
por estos investigadores al emplear dos inseminaciones.
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Entre los factores que influyen en la eficacia de la inseminacion artificial, la dosis y el sitio de
deposicion del semen resultan determinantes, aunque su relacion directa con los resultados
reproductivos no siempre es sencilla de establecer. Segin Cazales et al. (2020), una dosis de 250
millones de espermatozoides progresivamente moviles (PMS, siglas en ingles) es adecuada para
inseminaciones en el cuerpo uterino, mientras que Fernandez ef al. (2008), emplearon dosis de
hasta 1000 millones de PMS, logrando tasas de prefiez cercanas al 80%.

En este estudio, se emplearon 800 millones de PMS por dosis, obteniéndose tasas de prefiez
comparables a las publicadas por Crowe et al. (2008); Avanzi et al. (2015), quienes utilizaron
cantidades similares, entre 700 y 800 millones de PMS. Cabe destacar que dichos resultados
favorables estan estrechamente vinculados a un manejo riguroso de todo el proceso de IA.

CONCLUSIONES

La fuerza centrifuga empleada en los protocolos de criopreservacion puede afectar la capacidad de
fecundacion de este.

Emplear una fuerza centrifuga de 600 g por 11 minutos en los protocolos de criopreservacion de
semen permite obtener un semen capaz de alcanzar resultados satisfactorios en cuanto a las tasas
de prefiez de las hembras inseminadas.

Una sola inseminacion aplicada entre las 12 y 24 horas de la induccion de la ovulacion brinda tasas
de prefiez satisfactorias con el protocolo descrito en este estudio.
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