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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de cuatro métodos de separa-
ción seminal sobre la calidad y la capacidad fertilizante in vitro de espermatozoides
equinos criopreservados. Se utilizaron pajillas de semen equino criopreservado para la
separación espermática a través de los métodos Androcoll, CushionFluid, EquiPure y
Percoll. Mediante un sistema analizador de clase (SCA®) se evaluó la motilidad total,
motilidad progresiva, velocidad curvilínea, velocidad lineal y velocidad media, y por
microscopía de fluorescencia se determinaron los acrosomas intactos y la vitalidad
espermática. La evaluación de la capacidad fertilizante in vitro se realizó mediante la
fertilización in vitro de oocitos bovinos con espermatozoides obtenidos en cada método
de separación. El clivaje se determinó después de tres días de cultivo in vitro. Los
resultados se analizaron mediante modelos lineales generalizados (GLM) y las medias
para los diferentes métodos se compararon usando la prueba de Tukey. El CushionFluid
fue superior para la mayoría de parámetros de movilidad espermática, así como para
acrosomas intactos (p<0.05). Se encontraron medias superiores de vitalidad espermática
para EquiPure y Percoll (p<0.05), pero no se encontró diferencia entre las medias de
clivaje entre tratamientos. Se concluye que el semen equino criopreservado y selecciona-
do por el método CushionFluid presenta mejores parámetros de calidad espermática
respecto a los otros tres métodos; sin embargo, no se evidencia diferencia entre ellos
para la capacidad fertilizante in vitro de los espermatozoides.

Palabras clave: calidad seminal, centrifugación, criopreservación, fertilización in vitro

brought to you by COREView metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

provided by Revistas de investigacion UNMSM

https://core.ac.uk/display/304893135?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1


Rev Inv Vet Perú 2015; 26(3): 451-461452

E. Varela et al.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of four separation methods on
seminal quality and in vitro fertilizing capacity of equine cryopreserved spermatozoa.
Straws of equine cryopreserved semen were used for sperm separation through the
Androcoll, CushionFluid, EquiPure and Percoll methods. A Sperm Class Analyzer (SCA®)
system was used to determine total motility, progressive motility, curvilinear velocity,
linear velocity and average path velocity. Also, intact acrosome and sperm vitality were
evaluated by fluorescence microscopy. In vitro fertilizing capacity was assessed by in
vitro fertilization of bovine oocytes with spermatozoa obtained by each separation method.
Cleavage rates were determined after three days of in vitro culture. The results were
analyzed using generalized linear models (GLM) and means of the four methods were
compared using the Tukey test. The CushionFluid was superior for most parameters of
sperm motility as well as for intact acrosome (p<0.05). Higher means of sperm vitality
were obtained with EquiPure and Percoll (p<0.05), but no difference were found on cleavage
rates between treatments. It was concluded that cryopreserved stallion semen selected
by the CushionFluid method had better sperm quality compared to the other three methods;
however no difference was evident between them for in vitro fertilizing capacity of
spermatozoa.

Key words: semen quality, centrifugation, cryopreservation, in vitro fertilization

INTRODUCCIÓN

Implementar la biotecnología en los sis-
temas de producción permite mejorar el ren-
dimiento y la salud animal (Uffo, 2011). Esto
cobra importancia para la especie equina,
especialmente en los casos de crianza de
caballos con fines deportivos y de recreación,
dado que tienen una gran trascendencia eco-
nómica, razón por la cual los investigadores
buscan y evalúan nuevas y mejores tecnolo-
gías para esta especie (Gordon, 2008).

El semen equino puede ser utilizado en
procesos de reproducción asistida con fines
de mejoramiento genético (Bailey et al.,
2000), pero la baja calidad del semen
criopreservado limita su utilización (Ball,
2008). Entre las técnicas utilizadas para au-
mentar la calidad seminal, se encuentran la
separación del plasma seminal (Aurich, 2008),
los métodos ‘swim-up’ o ‘swim-down’; la fil-
tración con lana de vidrio o con Sephadex
(Neild, 2013) y la centrifugación con
gradientes de densidad (DGC) o de una capa

(SLC), las cuales aumentan la supervivencia
espermática (Morrell et al., 2008).

Se dispone de varios métodos para la
mejora de la calidad seminal en el equino
(Sieme et al., 2003; Mancil et al., 2010;
Morrell, 2011) y lograr una mayor eficiencia
en la selección espermática posterior a la
criopreservación (Hoogewijs et al., 2011). El
objetivo del presente estudio fue evaluar el
efecto de los métodos de separación seminal
Androcoll, CushionFluid, EquiPure y Percoll
sobre la calidad y la capacidad fertilizante in
vitro de espermatozoides equinos criopre-
servados.

MATERIALES Y MÉTODOS

El estudio se realizó entre agosto y no-
viembre de 2014, en el Laboratorio de
Biotecnología Animal del Politécnico Colom-
biano Jaime Isaza Cadavid (Bello, Antioquia,
Colombia). Se utilizaron pajillas de un mismo
lote de semen congelado de un caballo de la
raza Criollo Colombiano.
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Colección y Procesamiento del Semen

Se colectó el semen de un equino
(Equus caballus) de la raza Criollo Colom-
biano, de 7 años de edad, con fertilidad com-
probada con crías nacidas vivas y con una
condición corporal de 6 (escala 1-9) (Warren,
2009). La colección se realizó empleando una
vagina modelo Missouri (Minitube,
Tiefenbach, Alemania), lubricada con gel no
espermicida y sobre una yegua con la finali-
dad de aumentar la estimulación sexual. La
fracción en gel del eyaculado fue removida
por filtración. El eyaculado colectado fue
evaluado en condiciones de campo, presen-
tando un volumen de 76 mL, una concentra-
ción de 230 x 106 espermatozoides/mL, eva-
luada por espectrofotometría (Spermacue®,
Minitube, Tienbach, Alemania) y una movili-
dad espermática de 80%, evaluada por
microscopia. Posteriormente, el semen fue
diluido en proporción 1:1 en diluyente
EquiPro® (Minitube, Tiefenbach, Alemania),
precalentado a 37 ºC. Luego el semen fue
transportado hacia el laboratorio en condi-
ciones de refrigeración a 5 ºC en un disposi-
tivo de transporte Equitainer® (Hamilton
Researh Inc.) (Pagl et al., 2006; Vlasiu et
al., 2008).

La criopreservación del semen se rea-
lizó mediante un protocolo modificado de con-
gelación (Medeiros et al., 2002: Bustamante
et al., 2009). El semen fue centrifugado a
1200 g por 15 min y el sobrenadante fue des-
cartado. El precipitado fue suspendido en
diluyente EquiPro® suplementado con 4% de
yema de huevo y 5% de N,N-dimetil-
formamida (Sigma-Aldrich), en cantidad su-
ficiente para una concentración final de 100
x 106 espermatozoides por mL. Posterior-
mente, el semen fue mantenido en refrigera-
ción a 5 °C por 30 min y empacado en pajillas
de 0.5 mL en un sistema de empaque y sella-
do por ultrasonido MRS1 Dual (IMV,
Minnesota, EEUU). Las pajillas fueron so-
metidas horizontalmente a vapores de nitró-
geno líquido (LN2) por 15 min y finalmente
almacenadas en un tanque para LN2.

Separación de Espermatozoides

Se realizaron cinco procesos de sepa-
ración y evaluación seminal. Para cada pro-
ceso se descongelaron un total de ocho pajillas
(4 mL de semen) en agua a 37 ºC durante 1
min. Posteriormente, se emplearon cuatro
métodos de separación de espermatozoides,
utilizando 1 mL de semen para cada uno.

Los métodos de separación seminal em-
pleados se realizaron siguiendo las recomen-
daciones de uso de cada fabricante y fueron
los siguientes:

- CushionFluid. Se depositó 1 mL de se-
men descongelado en un tubo de centrí-
fuga. Se añadió 1 mL de CushionFluidTM

(Minitube, Tienbach, Alemania) en el
fondo del tubo, se centrifugó a 1000 g
durante 15 min. Posteriormente, se eli-
minó el sobrenadante y los esperma-
tozoides fueron resuspendidos en medio
Fert-Talp.

- Androcoll.  Se colocaron 2 mL de
Androcoll-E® (Minitube, Tienbach, Ale-
mania) en el fondo de un tubo de centrí-
fuga y se agregó 1 mL de semen des-
congelado. Se centrifugó a 300 g duran-
te 20 min. Se eliminó el sobrenadante y
el pellet fue resuspendido en Fert-Talp.

- EquiPure.  Se depositó 1 mL de
EquiPureTM (Nidacom, Mölndal, Suecia)
en un tubo cónico de centrífuga y se
agregó 1 mL de semen descongelado.
Se centrifugó a 300 g durante 20 min.
Se retiró el sobrenadante y el pellet fue
resuspendido en Fert-Talp.

- Percoll. Para el método del gradiente de
Percoll® (Percoll®, Sigma, EEUU) dis-
continuo, el Percoll 45% se preparó se-
gún García y Martínez (2013), pero en
este caso se emplearon 250 µL de
Percoll 90% y 250 µL de Sperm-TALP,
que fueron mezclados suavemente. El
gradiente se elaboró colocando 500 µL
de Percoll 90% y sobre este, 500 µL de
Percoll 45%. Se llevó a la incubadora
(38.8 °C) para evitar choques  térmicos
y se depositó 500 µL de semen descon-
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gelado sobre las dos capas de Percoll.
Se centrifugó a 300 g durante 20 minu-
tos. El Percoll fue eliminado.

Evaluación de la Calidad seminal

Se evaluó la calidad seminal del semen
descongelado al final de cada proceso para
cada uno de los métodos de separación en
estudio. Se determinó la motilidad total (MT),
motilidad progresiva (MP), velocidad
curvilínea (VCL), velocidad lineal (VSL) y
velocidad media (VAP), mediante el sistema
Sperm Class Analyzer (SCA®) (Microptic,
Barcelona, España), según Hidalgo et al.
(2005). La vitalidad espermática (VE) se
evaluó de acuerdo a lo descrito por Gamboa
et al. (2010), usando el kit Live/Dead sperm
viability (Molecular Probes, EEUU) y la in-
tegridad acrosómica (IA), como reportaron
Liu et al.  (2002), mediante el uso del
fluorocromo FITC-PNA.

Evaluación de la Capacidad Fertilizante
in vitro

Recuperación de oocitos

Se colectaron ovarios bovinos en la plan-
ta de beneficio de la Central Ganadera de
Antioquia (Medellín, Colombia), se deposita-
ron en solución salina (0.9% NaCl) a 30 °C y
se transportaron en termos (30 min) al labo-
ratorio. Allí se colocaron en baño María a
30 °C, se aspiraron los folículos de 2 a 8 mm
con una jeringa de 5 mL y una aguja 18g. El
líquido folicular se decantó por 15 min a 30 °C
en un tubo cónico de 50 mL y el pellet se
empleó para seleccionar los oocitos de bue-
na calidad, según la descripción de Gardón
(1999) y Vásquez et al. (2009); siendo clasi-
ficados en tres categorías (Shioya et al.,
1988).

Maduración in vitro de oocitos (MIV)

Los oocitos se lavaron en medio B199,
compuesto de TCM 199 y bicarbonato de

sodio (25 mM), suplementado con 0.2 mM
de piruvato de sodio, 10 µg/mL de sulfato de
gentamicina y 10% de suero fetal bovino, y
enriquecido con 0.5 µg/mL de FSH, 5.0 µg/mL
de LH y 1 µg/mL de estradiol. Fueron trans-
feridos a cajas de Petri, que contenían gotas
de 70 µL de medio B199 pH de 7.4. Se colo-
caron 15 oocitos/gota, se agregaron 3.5 mL
de aceite mineral y se incubaron por 24 h a
38.5 °C, 95% humedad relativa y 5% de CO2.

Fertilización in vitro (FIV)

La FIV de los oocitos bovinos se reali-
zó con los espermatozoides equinos seleccio-
nados por los métodos previamente descri-
tos. Para cada método se realizaron entre 2
y 4 repeticiones (según la disponibilidad de
oocitos por proceso), donde cada gota con
15 oocitos, sometida a FIV, se tomó como
una repetición.

Se preparó el medio Fert-TALP, suple-
mentado con 10 µL/mL de solución antibiótica,
2 U/mL de heparina, 2 mM penicilamina, 1
mM hipotaurina, 250 mM epinefrina, 1 mM
piruvato y 6 mg/mL albúmina sérica bovina
(BSA). En cajas de Petri se colocaron gotas
de 50 µL, donde primeramente se había agre-
gado 35 µL de medio de fertilización, 3.5 mL
de aceite mineral y 35 µL de medio. Previo a
la coincubación de oocitos con
espermatozoides, se evaluó el estadio de
maduración de los ovocitos por medio de la
visualización de la expansión de las células
del cumulus (Restrepo et al., 2009).

Se tomó 5 µL de cada muestra de se-
men y se diluyó en agua para la evaluación
de la concentración. Se ajustó el volumen
requerido para obtener una concentración de
un millón de espermatozoides/gota con la fór-
mula C1V1=C2V2 (Cervantes y Loredo,
2009). Se coincubaron los oocitos y los
espermatozoides por 24 h. Para cada proce-
so se hicieron grupos control de oocitos sin
espermatozoides para estimar partenogéne-
sis.
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Cultivo de cigotos

Se utilizó el medio de desarrollo CR-1aa
compuesto por 114.6 mM NaCl, 3.08 mM KCl,
26.18 mM NaHCO3, 2.52 mM lactato de sodio,
0.55 mM L-lactato, 0.4 mM piruvato de sodio,
1.5 mg mL-1 L glutamina, 3 mg mL-1 BSA-
FAF, 1% solución de antibiótico antimicótico,
10 µL mL-1 MEM esencial y 20 µL mL-1 BME
aminoácidos no esenciales. Se eliminaron las
células del cumulus de los oocitos por pipeteo,
los presuntos cigotos se lavaron tres veces y
se trasladaron a medio de cultivo (día 1),
empleando gotas de 100 µL cubiertas de 3.5
mL de aceite. Luego se colocaron nuevamen-
te en la incubadora, en las mismas condicio-
nes, hasta el día 3, cuando se realizó la eva-
luación del clivaje, el cual fue ajustado al res-
tar el porcentaje de partenogénesis.

Análisis Estadístico

Se empleó un diseño completamente al
azar. Los resultados se analizaron mediante
modelos lineales generalizados (GLM) para
cada variable dependiente. Las medias entre
los métodos se compararon usando la prueba
de Tukey (HSD). El modelo general emplea-
do fue: Yijkl = µ + Pi + Mj + Rk + eijkl, donde
Yijkl es la variable dependiente: MT, MP, VCL,

VSL, VAP, AI, VE o capacidad fertilizante
in vitro (CF); µ es la media común para la
característica; Pi es el efecto fijo del proceso
(1-5); Mj es el efecto fijo del método (1-4);
Rk es el efecto fijo de la repetición (1-4) y
eijkl es el error residual. La MT fue incluida
como covariable en el modelo para la MP y
viceversa. En el modelo de CF se incluyeron
los efectos fijos de las interacciones entre el
método y el proceso (M x P) y entre el pro-
ceso y la repetición (P x R).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Los resultados de calidad del semen
criopreservado se presentan en el Cuadro 1.
Los valores encontrados fueron superiores a
un estudio previo donde se reporta MT 61.8
± 13.9, MP 25.5 ± 15.4, VCL 55.2 ± 19.9,
VSL 36.5 ± 18.3, VAP 44.6 ± 21.5 (Restrepo
et al., 2013).

En el Cuadro 2 se presentan los resul-
tados de los modelos ajustados para cada una
de las características de calidad seminal y
capacidad fertilizante in vitro. A excepción
del clivaje, los niveles de variabilidad encon-
trados fueron bajos (CV<20). Se encontró

Cuadro 1. Calidad espermática del semen equino descongelado1 
 

Variable n Media DE CV EE Máximo Mínimo 
MT% 5 73.9 6.2 8.4 2.8 77.8 63.0 
MP% 5 54.7 5.4 9.9 2.4 57.6 45.0 
VCL µm/s 5 93.9 4.6 4.9 2.1 98.7 89.5 
VSL µm/s 5 48.2 2.2 4.5 1.0 50.6 46.5 
VAP µm/s 5 61.4 4.3 7.0 1.9 66.1 58.2 
VE% 5 56.2 9.0 16.0 4.0 67.0 46.0 
AI% 5 88.8 3.7 4.2 1.7 94.0 84.0 

1 n: número de procesos (8 pajillas por proceso), Desviación estándar (DE), Coeficiente de variación 
(CV), Error estándar (EE), Motilidad total (MT), Motilidad progresiva (MP), Velocidad curvilínea (VCL), 
Velocidad lineal (VSL), Velocidad media (VAP), Vitalidad espermática (VE) y Acrosomas intactos (AI)  
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un alto nivel de ajuste de los modelos, refleja-
do en altos coeficientes de determinación
(R2). Los efectos del proceso (P) y el méto-
do de separación (M) explicaron en gran
medida la variabilidad encontrada en los mo-
delos (p<0.05).

Las técnicas de separación o selección
seminal se realizan para aumentar la calidad
del esperma, ya que eliminan aquellos
espermatozoides con alteraciones o muertos,
pues afectan a los demás, reduciendo así su
viabilidad (Johannisson et al., 2009). No obs-

Cuadro 2. Modelos ajustados para las variables de calidad seminal y capacidad fertilizante 
in vitro de semen equino congelado1 

 
Variable n Media DE CV Máximo Mínimo R2 p <0.05 
MT% 20 17.6 6.9 13.5 30.8 9.0 0.90 P, M, MP 
MP% 20 6.1 5.1 19.4 13.3 0.6 0.95 P, M, MT 
VCL µm/s 20 53.0 15.6 11.7 73.8 34.2 0.87 M 
VSL µm/s 20 28.5 17.5 19.8 52.9 11.1 0.91 P, M 
VAP µm/s 20 37.6 18.5 15.1 64.5 18.0 0.92 P, M 
VE% 20 32.5 7.5 10.4 48.0 20.0 0.83 P, M 
AI% 20 57.1 8.3 5.5 78.0 45.0 0.88 P, M 
CLIV% 20 24.0 14.4 44.8 65.5 0.2 0.78 P 
1 Número de repeticiones (n), Coeficiente de determinación (R2), Desviación estándar (DE), 

Coeficiente de variación (CV), Motilidad total (MT), Motilidad progresiva (MP), Velocidad 
curvilínea (VCL), Velocidad lineal (VSL), Velocidad media (VAP), Vitalidad espermática (VE), 
Acrosomas intactos (AI), Clivaje (CLIV), Proceso (P), Método (M)  

Cuadro 3. Comparaciones de cuatro métodos de separación seminal (media ± d.e.) sobre la 
calidad espermática y capacidad fertilizante in vitro de semen equino 

 
Variable CushionFluid Androcoll EquiPure Percoll 
MT% 24.2 ± 2.2a 22.0 ± 6.1a 14.5 ± 4.0b 9.9 ± 1.0c 
MP% 12.9 ± 1.3a 8.3 ± 2.9b 2.3 ± 1.3c 1.0 ± 0.7d 
VCL µm/s 71.0 ± 3.3a 63.1 ± 9.7b 43.0 ± 0.2c 35.8 ± 3.9d 
VSL µm/s 49.8 ± 6.8a 40.1 ± 9.2b 13.3 ± 2.3c 11.7 ± 1.5d 
VAP µm/s 61.6 ± 8.0a 47.6 ± 9.4b 23.6 ± 1.4c 18.7 ± 1.6c 
VE% 25.9 ± 4.1c 34.7 ± 10.2ab 31.3 ± 4.0b 37.5 ± 3.9a 
AI% 68.3 ± 5.4a 53.1 ± 5.7b 54.1 ± 1.7b 54.2 ± 8.0b 
CLIV% 22.0 ± 10.7a 24.0 ± 18.4a 21.7 ± 14.0a 28.3 ± 13.5a 

a,b,c,d Superíndices diferentes dentro de filas indican diferencia estadística (p<0.05) 
1 Motilidad total (MT), Motilidad progresiva (MP), Velocidad curvilínea (VCL), Velocidad lineal (VSL), 

Velocidad media (VAP), Vitalidad espermática (VE), Acrosomas Intactos (AI), y Clivaje (CLIV)  
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tante, esto no se ha evidenciado en los resul-
tados (cuadros 1 y 3). Asimismo, se observó
un efecto perjudicial de la centrifugación so-
bre los parámetros MT, MP, VCL, VSL, VAP,
AI y VE, independientemente del método uti-
lizado. Sin embargo, la selección espermática
usando CushionFluid fue superior para los
parámetros MT, MP, VCL, VSL, VAP y AI.

De acuerdo a lo anterior, se podría infe-
rir que el CushionFluid protege en mayor
medida la integridad celular contra las afec-
ciones causadas por la centrifugación, dado
que aun siendo el tratamiento con mayor fuer-
za de centrifugación aplicada, de acuerdo a
su modo de uso, mostró mejores resultados
(Cuadro 3). Otros resultados confirman las
bondades de este método (Aurich, 2008).

Aunque en esta investigación no se eva-
luó la morfología espermática, Morrell et al.
(2008), encontraron que la proporción de
espermatozoides con defectos de cabeza y
cola se reduce en un 60% usando Androcoll
con SLC. Esto es importante, considerando
que los defectos de cola y cabeza perjudican
la motilidad espermática (Turner et al., 2003;
Malo et al., 2006), lo cual explicaría los re-
sultados de motilidad para Androcoll.

Macías et al. (2009) encontraron que
el Androcoll es útil para mejorar las
subpoblaciones de espermatozoides equinos
con altas velocidades, especialmente, la ve-
locidad curvilínea, aunque no fue evidente en
el presente estudio. No obstante, los resulta-
dos indican que CushionFluid fue el método
que más conservó los valores de VSL y VAP,
respecto al semen descongelado (Cuadro 3).

Los equinos catalogados como «buenos
congeladores» presentan una MP
posdescongelación superior a 35%
(Hoffmann et al., 2011). En estudios realiza-
dos con semen fresco de este tipo de equinos,
el CushionFluid tuvo un rendimiento superior
al Androcoll, mientras sucedió lo contrario en
animales catalogados como «pobres conge-
ladores» (Hoogewijs et al., 2011; Morrell
2011). En el presente estudio, el animal em-

pleado era considerado como «buen conge-
lador» (Cuadro 1), lo cual se refleja, de algu-
na manera, en los resultados obtenidos (Cua-
dro 3).

El EquiPure (DGC) ha sido útil para
aumentar la calidad del semen fresco de
equinos subfértiles antes de su
criopreservación, logrando una mejor calidad
espermática posdescongelación (Mancil et
al., 2010), mas no así en equinos fértiles
(Hoogewijs et al., 2011). Además, EquiPure
(SLC) beneficia la selección de
espermatozoides con cromatina intacta, au-
menta la motilidad, morfología normal, poten-
cial de membrana mitocondrial, viabilidad e
integridad de la membrana plasmática, pero
se obtiene un bajo número de espermatozoides
poscentrifugación (Stoll et al., 2010). Aun-
que en este estudio, la separación seminal se
hizo posdescongelación y con semen de un
«buen congelador», se podría inferir que este
producto no potencializa su efecto benéfico
al utilizar un buen material seminal. En otro
estudio, al utilizar EquiPure y Swim-Up se
obtuvo espermatozoides equinos posdescon-
gelación de mejor calidad con Swim-Up (Ca-
brera et al., 2014). Además, Stoll et al. (2013)
reportan MT de 77.88 ± 2.6 y MP de 67.3 ±
2.8 con EquiPure (SLC) posdescongelación,
cifras que son superiores a las presentadas
en esta investigación para los métodos SLC
(CushionFluid, Androcoll y EquiPure).

Urrego et al. (2008) reportan que, en
espermatozoides bovinos, la centrifugación a
700 g por 10, 30 o 45 min con gradiente de
Percoll, afecta al ADN y cuando se realiza
por 45 min reduce, además, la integridad de
la membrana plasmática. Las lesiones en el
ADN, debido a las altas concentraciones de
especies reactivas de oxígeno (ERO), pue-
den producir un aumento en la fragmenta-
ción del ADN y una disminución drástica de
la motilidad (Duru et al., 2000). Teniendo en
cuenta la fuerza y el tiempo empleados en
este estudio para las centrifugaciones con
Percoll y los demás métodos, es posible que
se haya ocasionado daños en el ADN.
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La evaluación de la vitalidad, como in-
dicador de la integridad de la membrana
plasmática, mostró una reducción evidente
entre el semen descongelado y el semen se-
leccionado por los cuatro métodos, siendo el
Percoll el que presentó una menor reducción
para este parámetro.

Según Magistrini et al. (1997), las ERO
están relacionadas con las alteraciones en
vitalidad, lo cual podría explicar las diferen-
cias entre los métodos empleados, a pesar de
presentar resultados contrarios para otras
variables de motilidad, cinética y AI (Cuadro
3). Por otro lado, se ha reportado que, en
bovinos, al emplear una columna de Percoll,
este selecciona espermatozoides con bajos
niveles de AI (Gardón et al., 2001). Los re-
sultados encontrados concuerdan con Sieme
et al. (2003), quienes aseguran que el Percoll
no mejora la calidad espermática en
eyaculados equinos «normales».

No se encontró un efecto benéfico de
los métodos de separación sobre la capaci-
dad fertilizante in vitro del semen (Cuadro
3). Estos resultados concuerdan con otros
donde no se logró incrementar las tasas de
fertilidad luego de procesar el semen con fil-
tración con Sephadex y centrifugación en una
capa con Percoll (Nie et al., 2003), ni con
material refrigerado (Alvarenga y Leao, 2002)
o derivado del epidídimo (Morris et al., 2002).
Además, Gardón et al. (2001) mencionan que
la capacitación de los espermatozoides se
afecta con la preparación espermática.

No obstante estos resultados, Colleoni
et al. (2011) lograron mayores valores de
clivaje y desarrollo hasta blastocistos al usar
espermatozoides de equinos posiblemente
subfértiles seleccionados por Androcoll (SLC)
respecto a los seleccionados por DGC, em-
pleando el procedimiento ICSI. Asimismo,
Campos-Chillón et al. (2007) obtuvieron 42%
de clivaje al fertilizar oocitos bovinos (zona
pelúcida intacta) con espermatozoides
equinos, de los cuales, el 24% desarrolló has-
ta ocho células, aunque en ese caso no se

hizo la evaluación por partenogénesis. En el
presente estudio, las medias para las tasas
de clivaje antes de ser ajustadas por la parte-
nogénesis fueron de 61.1 ± 15.5, 56.3 ± 14.8,
54.0 ± 11.9 y 53.4 ± 13.3 para Percoll,
Androcoll, CushionFluid y EquiPure, respec-
tivamente, siendo el promedio de partenogé-
nesis para este estudio de 30.2% y el por-
centaje de desarrollo promedio hasta ocho
células de 35.4%.

CONCLUSIONES

 El semen equino criopreservado, selec-
cionado por el método CushionFluid, pre-
senta mejores parámetros de calidad
espermática, respecto a los métodos
Androcoll, EquiPure y Percoll.

 No se evidencia diferencia en la capaci-
dad fertilizante in vitro de esperma-
tozoides equinos criopreservados selec-
cionados por estos métodos.
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