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1. Resumen  

 

En el presente estudio se determinó la motilidad y viabilidad del semen 

criopreservado. Se utilizaron tres garañones adultos de la raza cuarto de milla 

obteniendo un eyaculado por garañón. Se utilizó como diluyente para 

centrifugar/transportar el Ez- Mixin® en proporción 1:1 diluyente-semen y para 

congelar el Triladyl® con yema de huevo al 20 % (diluyente originalmente utilizado en 

la criopreservación de semen bovino) y el Ez-Freezin Le® (diluyente especialmente 

para la criopreservación del semen equino) con dos protocolos de centrifugación 1) 

900 rpm X 5 minutos y 2) 1800 rpm X 5 minutos; Se centrifugaron 2 muestras con 

cada uno de los protocolos. Una vez eliminada la porción gelosa el semen fue 

resuspendido en Triladyl® y Ez-Freezin Le® en proporción 1:1. Se envaso en pajillas 

de 0.5 ml; el semen fue refrigerado una hora para posteriormente congelarlo en 

nitrógeno líquido. El Triladyl® con el protocolo de 900 rpm durante 5 minutos 

mostraron mejores resultados postdescongelación en comparación con el Ez- 

Freezin Le® por lo que puede ser un diluyente económicamente viable capaz de 

criopreservar el semen equino.  
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2. Introducción 

 

La aceptación del uso del semen criopreservado para la inseminación artificial por las 

diferentes asociaciones de criadores de équidos en diversos países del mundo ha 

adquirido gran importancia en la última década, debido a los beneficios que ofrece 

esta biotecnología. Entre estos se destacan la conservación del material genético de 

los ejemplares sobresalientes, la distribución a nivel mundial y así mismo controlar 

las enfermedades venéreas (Loomis, 2001). 

La criopreservación del semen equino busca reducir o detener el metabolismo del 

espermatozoide y prolongar su vida fértil. Existen dos métodos de conservación: 1) 

En estado líquido, en refrigeración (0º a 15ºC), y 2) criopreservado (-196ºC) 

(Salamon y Maxwell, 2000). 

La utilización de semen en estado líquido (5 °C) es de aproximadamente 96 horas 

(Wilde et al., 1990), un periodo muy corto que limita el uso de sementales de alto 

valor genético de manera más amplia. En cambio, el uso de semen congelado ha 

tenido gran impacto en la industria equina y dentro de sus ventajas se mencionan las 

siguientes: es más económico transportar el semen en termos criogénicos, que 

trasladar las yeguas para ser cubiertas y además se conserva el material genético 

por tiempo indefinido (Samper et al., 2001). 

La utilización de los diluyentes para la criopreservación del semen equino es de gran 

importancia ya que estos aportan los nutrientes necesarios para la sobrevivencia del 

espermatozoide y así mismo tener la capacidad de fecundidad. Sin embargo, en la 

actualidad la disposición de diluyentes económicamente viables para el semen 

equino aún está limitada. Tal es el caso del Triladyl®, no obstante de ser un diluyente 

específico para bovinos, sí se empleara para la criopreservación de semen equino 

presentaría ventajas económicas ya que es posible congelar hasta 41.66 eyaculados  
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con un promedio de 30 ml por cada eyaculado; considerando el costo del Triladyl® 

de $755.35 (Minitube de México, S. de R.L. de C.V) por lo tanto el costo de 

conservación por cada eyaculado sería de $18.13 pesos mientras que el Ez-Freezin 

LE®, el cual es un diluyente específico para la criopreservación de semen equino, sí 

se considera un sobre de 15 ml, al diluirse con el semen en proporción 1:1, sólo es 

posible conservar un solo eyaculado con un costo de $545.20 (Urev S.A de C.V). 

 

El presente trabajo tiene como objetivo validar un protocolo de congelación y 

descongelación de semen equino empleando el diluyente comercial Triladyl®  este 

diluyente en un estudio previo fue utilizado con resultados aceptables en la 

criopreservación de semen equino.  
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3. Antecedentes 

 

 

Por muchas décadas, el desarrollo y utilización de la inseminación artificial  en los 

équidos, principalmente con semen congelado, estuvo limitado por imposiciones de 

muchas asociaciones de criadores que no permitían su utilización (Samper, 2007). 

Recientemente, las legislaciones de las asociaciones de criadores de équidos en 

diversos países del mundo se han ido flexibilizando, permitiendo el registro de 

productos oriundos de esta biotecnología, originando un gran impacto en la industria 

ecuestre, especialmente en EEUU (Loomis, 2006), Europa (Aurich y Aurich, 2006) y 

Brasil (Papa et al., 2005). Por ejemplo, la Asociación Americana del Caballo Cuarto 

de Milla y la Asociación Americana de Paint Horse permitieron la utilización del 

semen congelado a partir del año 2000, y estas dos asociaciones responden por 

cerca de 5.1 millones de caballos registrados.  

 

Es así que el mercado de semen congelado de los équidos se ha venido valorizando 

a nivel mundial de manera importante. En México en los últimos años, la práctica de 

la Inseminación Artificial (I.A) con semen congelado, ha ganado popularidad entre los 

propietarios de caballos, esto les ha permitido mejorar la calidad genética de los 

animales, utilizando semen de garañones con un alto valor genético. Aunado a esto, 

prácticamente todas las Asociaciones, (a excepción de la Asociación Colombiana de 

Criadores de Caballos), permiten registrar a los potros nacidos por medio de la I.A. 

con semen refrigerado ó congelado (Quijano, 2013). 
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3.1. Conservación del semen equino 

 

 

Las primeras investigaciones realizadas sobre la conservación del semen fueron 

descritas por Spallanzani en 1780 al inseminar una perra con semen fresco con 

buenos resultados; la perra parió cinco cachorros. En la reproducción equina  la 

utilización del semen criopreservado se inició por Baker y Cardier (1957) logrando  la 

primera gestación con semen criopreservado en una yegua. 

 

Un diluyente es una solución acuosa que contiene los nutrientes necesarios para 

mantener la supervivencia de los espermatozoides (Gadea, 2003). La yema de 

huevo y el glicerol son los componentes adicionados para la protección de los 

espermatozoides frente al descenso de temperatura.  

 

Los substratos metabolizables como glucosa constituyen la fuente de energía para 

las células espermáticas (Brinsko y Varner, 1992). El metabolismo de los 

espermatozoides produce sustancias toxicas como el acido láctico, que reduce la 

motilidad. Los diluyentes deben contener sustancias con alta capacidad tampón para 

neutralizar las toxinas producidas por el metabolismo del espermatozoide (Katila, 

1997). 

 

Los antibióticos son adicionados en forma rutinaria a los diluyentes para retardar o 

eliminar el crecimiento de bacterias que invariablemente contaminan el semen como 

consecuencia de la recolección. Los antibióticos más empleados son la penicilina G-

potásica o sódica cristalina, la gentamicina o amicacina, la estreptomicina o penicilina 

G-potásica o sódica cristalina. 
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Los métodos de criopreservación del semen buscan reducir o detener el metabolismo 

del espermatozoide y así prolongar su vida fértil. Existen dos métodos de 

conservación: 1) En estado líquido en refrigeración (0º a 15ºC), y 2) criopreservado (-

196ºC) (Salamon y Maxwell, 2000). 

 

 

3.1.1. Conservación del semen en refrigeración 

 

Sí el semen va a ser diluido antes de su utilización, debe hacerse lo antes posible 

(Ginther, 1992). Se han desarrollado varios diluyentes basados normalmente en la 

utilización de leche, gelatina ó yema de huevo con antibióticos (Squires et al., 1981; 

Varner, 1991; Jasko et al., 1992; Ijaz y Ducharme, 1995; Lawson y Morel, 1996). 

Todos estos diluyentes proporcionan unas tasas de fertilización aceptables con el 

semen refrigerado.  

 

 El semen diluido puede guardarse hasta 2-3 días si se diluye en una proporción de 

2:1, semen: diluyente y se enfría despacio hasta 4-8 °C en un periodo de 4 horas y 

se mantienen a esta temperatura hasta su utilización (Hughes et al., 1970; Allen et 

al., 1976). Dicho tratamiento permite un transporte limitado y el almacenamiento en 

un frigorífico ó un Equitainer (contenedor para el transporte del semen), siempre que 

la temperatura se mantenga a 4 °C. 

 

Así mismo existen algunos diluyentes comerciales los cuales han sido evaluados en 

diferentes trabajos; dentro de los más utilizados esta el EZ-Mixin y el Kenney.  

 

Orozco et al. (2011) evaluó, el EZ-Mixin el cual esta formulado a base de glucosa y 

leche descremada en polvo (Cuadro 1), para refrigerar semen de caballo peruano de 

paso encontrando una movilidad del 32.71 % a las 24 horas. 
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Cuadro 1. Componentes químicos del EZ Mixin “BF” (Province et al., 1984). 

Componente Cantidad 

Leche descremada en polvo (g) 2.4 

Glucosa monohidrato (g) 4.9 

Agua destilada (ml) 100 

Osmolaridad (mOsmol/kg) 375 

pH 6.99 

 

Otro diluyente para refrigerar semen es el Kenney que está compuesto por leche 

descremada en polvo, glucosa bicarbonato de sodio, antibióticos y agua desionizada 

(Cuadro 2). Se realizó un estudio en Colombia en donde se diluyó el semen de 

burros para inseminar yeguas obteniendo el 54.5 % de fertilidad  (Boeta y Zarco, 

2000). 

 

Cuadro 2. Diluyente de Kenney o diluyente NFDSM2 glucosa (Kenney et al., 1975). 

Componente                                                                  cantidad 

Leche descremada desecada no grasa (g) 2.4 

Glucosa (g) 4.9 

Sulfato de gentamicina (mg) 100 

8.4 % NaHCO3 (ml) 2 

Agua desionizada (ml) 92  

 

 

 

3.1.2. Crioconservación del semen equino 
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La criopreservación del semen equino en nitrógeno líquido tiene como objetivo 

fundamental prolongar la viabilidad de los gametos masculinos de forma indefinida, 

ya que a temperatura ambiente o de refrigeración los espermatozoides se degeneran 

con cierta rapidez debidos principalmente al agotamiento de las reservas 

energéticas.  

 

La inseminación artificial con semen congelado en equinos es una biotecnología 

reproductiva que se empezó a practicar a partir del año 2000 ya que diversas 

asociaciones no permitían su uso; gracias a esta biotecnología se ha ido mejorando 

la genética equina. Sin embargo, su éxito depende en gran medida de que el semen 

utilizado pueda mantener su poder fecundante  post-descongelación. Para conseguir 

dicho objetivo, en todo protocolo de congelación seminal han de controlarse 

rigurosamente los sucesivos pasos que constituyen el proceso de criopreservación 

(Hammerstedt et al., 1990). 

 

Cualquier protocolo de congelación seminal incluye cinco pasos principales:  

 Dilución y adición del crioprotector.  

 Enfriamiento y envasado.  

 Congelación  

 Almacenamiento  

 Descongelación 

 

El almacenamiento prolongado del semen solo se puede conseguir con la 

criopreservación, pero esta técnica en el caso del semen de los équidos no se han 

refinado tanto como en el caso del ganado vacuno (Morel, 2005).  

 

Se han ensayado numerosos diluyentes, basados en los compuestos indicados en 

los Cuadro 3 y 4. La mayoría son parecidos a los utilizados para la inseminación con 



Universidad Michoacana de San Nicolás de Hidalgo 

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia 

Marcelo González Renteral Página 18 

 

semen refrigerado, pero con la adición de un crioprotector, como el glicerol o en su 

caso la yema de huevo.  

El Ez-Freezin “LE” es un diluyente específico para ser usado en la criopreservación 

del semen equino; es una fórmula que contiene EDTA lactosa y el antibiótico 

ticarcilina. En la evaluación de este diluyente se ha encontrado el 26% de movilidad 

post-descongelación y una viabilidad del 74% (Ávila, 2009). 

Cuadro 3. Composición química del E-Z Freezin “LE” ® (Salamon et al., 2000) 

Componente Cantidad 

Yema de huevo (g) 2.5 

Lactosa (g)  6.6 

Glucosa (g) 0.7 

Citrato de sodio (g) 0.16 

Bicarbonato de sodio (g) 0.015 

EDTA disódico (g) 0.15 

Glicerol (ml) 3.5 

Ticarcilina disódica (g) 0.15 

EDTA: ácido etilendiamina tetraacético.  

 

 

 

 

 

Otro diluyente utilizado es el INRA 96® (Cuadro 4), este es un diluyente comercial 

que contiene glucosa, lactosa, rafinosa, citrato de sodio, citrato de potasio, hepes, 
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dimetilformamida, yema de huevo, gentamicina y penicilina; diseñado especialmente 

para la congelación de semen equino. En un trabajo realizado por Pineda et al. 

(2007) encontró  el 57.48% de movilidad postdescongelación.   

 

Cuadro 4. Composición química del INRA 96® (Pineda el at., 2007) 

Componente Cantidad 

Glucosa (g) 25 

Lactosa (g) 1.5 

Rafinosa (g) 1.5 

Citrato Na (g) 0.25 

Citrato K (g) 0.41 

Hepes (g) 4,7 

Dimetil formamida (%) 4 

Yema de huevo (%) 2 

Gentamicina (μg/ml) 10 

Penicilina (UI/ml) 10 

 

 

El Tryladil® es un diluyente comercial que contiene agua bidestilada, glicerol, TRIS 

(hidroximetil aminometano), ácido cítrico, fructosa, tilosina, gentamicina, 

espectinomicina y lincomicina; el cual se mezcla con yema de huevo en una 

proporción de 1:1. Este diluyente fue desarrollado originalmente para la conservación 

del semen bovino (Minitube, 2012). 

 

 

 

Sin embargo, el Triladyl® se ha usado para criopreservar semen de diferentes 

especies domesticas obteniendo los siguientes resultados: En bovinos una movilidad 
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del 30.86 % (Carballo, 2005); En perros el 50% de motilidad (Szasz et al., 2000); En 

ovinos 40% y 60-85 % de movilidad y viabilidad, respectivamente (Sánchez et al., 

2006) y en equinos 40 % de movilidad y 75 % de viabilidad (Ávila, 2009). 

 

 

Cuadro 5. Composición química del Triladyl ® (Minitube, 2012). 

Componente  Cantidad 

Agua bidestilada (ml) 60 

Glicerol (g) 3.63 

TRIS (hidroximetil aminometano) (g)  1.99 

Acido cítrico (g) 0.50 

Fructosa  100,000 

Tilosina (mg)  5 

Gentamicina (mg) 25 

Espectinomicina (mg) 30 

Lincomicina (mg) 15 
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3.1.3. Crioprotectores 

Para optimizar la supervivencia celular, se añaden crioprotectores al medio de 

criopreservación. Son solutos orgánicos que protegen la membrana celular, núcleo y 

orgánulos citoplasmáticos durante el almacenamiento de larga duración en nitrógeno 

líquido. Son esenciales para mantener la viabilidad de la mayoría de las células 

criopreservadas (Mazur, 1984). 

 

Existen dos grupos de Crioprotectores: los intracelulares o permeables, y los 

extracelulares o no permeables. Los intracelulares son sustancias de bajo peso 

molecular que penetran fácilmente la célula, reemplazando el agua intracelular por 

medio de la introducción de radicales hidroxilo. Estos reemplazan osmóticamente el 

agua intracelular antes y durante el congelamiento y disminuyen el punto de 

congelación del agua (Medeiros et al., 2002), lo que combinado con una lenta tasa 

de enfriamiento disminuye la formación de cristales de hielo. Son esencialmente 

alcoholes (glicerol, etilenglicol, 1-2 propanediol, propilenglicol) (Neira et al., 2007). 

 

Los  crioprotectores extracelulares son los que ejercen su acción protegiendo el 

exterior de la membrana celular que es frecuentemente lesionada por el efecto de las 

altas concentraciones iónicas; además algunas de estas moléculas tienen un efecto 

reparador de membrana, gracias a los lípidos que contienen (Whittingham, 1971). 

Pueden ser de bajo peso molecular como sacarosa, glucosa, manitol, trealosa y 

rafinosa, las cuales aumentan la presión osmótica extracelular produciendo la 

deshidratación de la célula (Macgann, 1978); o de alto peso molecular como el 

polivinil - pirrolidona, el Dextran, el suero de albumina bovina, algunos aminoácidos 

como la L-glutamina, histidina y glicina-betaína (Neira et al., 2007). 
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El crioprotector más ampliamente utilizado en la congelación del semen equino es el 

glicerol, este actúa a nivel intra y extracelular; en el medio interno mantiene la 

integridad de las proteínas previniendo la desnaturalización de las membranas pero 

también disminuyendo la fluidez y en el medio externo aumenta la osmolaridad 

favoreciendo así la deshidratación celular, aumenta el porcentaje de agua sin 

congelar a bajas temperaturas, disminuye la concentración de sales en el medio 

externo y aumenta el tamaño de los canales de agua descongelada (Serres y 

Álvarez., 2006). 

 

Krause y Grove (1967) evaluaron diluyentes a base de glucosa, lactosa y rafinosa 

con yema de huevo y glicerol en semen de burros y caballos, obteniendo motilidades 

después del descongelamiento de 50 a 70%, con resultados de fertilidad muy 

variables. 

 

Los primeros datos sobre fertilidad de semen equino descongelado con algunos de 

estos crioprotectores, como el etilenglicol, indican una fertilidad en yeguas de entre el 

60% y el 80%. En un estudio realizado por Palacios y Zarco (1992) reportaron el 

29.39 % de la motilidad post-descongelación del semen equino diluido en yema de 

huevo.  

 

3.1.4. Centrifugación  

 

El método más utilizado para la separación del plasma seminal de la fase rica en 

espermatozoides es la centrifugación. La misma permite además de la separación 

del plasma, aumentar la concentración espermática y también ofrece un mayor 

control de la dilución utilizada en el semen enfriado ó congelado. Sin embargo, la 

centrifugación produce ciertos daños en la célula espermática (Brass, 2001). 
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Como tal, el efecto negativo de la centrifugación sobre el plasma seminal se puede 

reducir. Considerando que una pequeña porción del plasma seminal mejora la  

movilidad de los espermatozoides después de la refrigeración y al almacenamiento, 

se emplea la centrifugación del semen diluido, posteriormente éste es resuspendido 

en un extensor con el propósito de reducir aún más la cantidad de plasma seminal en 

muestras almacenadas (Hoogewijs et al., 2010). Se han descrito diferentes 

protocolos para llevar a cabo este proceso, en donde el protocolo de centrifugación 

más comúnmente empleado es de 600 rpm durante 10 minutos (Weiss et al., 2004); 

sin embargo la literatura mencionan protocolos desde las 600 rpm durante 10 

minutos hasta las 2400 rpm con una disminución del tiempo de 5 minutos.  

 

 

4. Marco de estudio  

4.1 Justificación  

 

 

Debido a la reciente aceptación de la congelación de semen equino por diferentes 

asociaciones ecuestres a nivel mundial, esta biotecnología ha tenido gran impacto en 

la industria equina ya que permite conservar el material genético por tiempo 

indeterminado reduciendo los costos de transporte, estrés, transmisión de 

enfermedades venéreas y accidentes que la hembra pueda producir al macho 

durante la monta. De acuerdo a las tasas aceptables de movilidad obtenidas con el 

Triladyl® en diferentes especies, este diluyente pudiera ser una alternativa 

económicamente viable y eficaz en la congelación de semen equino. 
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4.2 Planteamiento del problema 

 

El uso de la inseminación artificial con semen congelado en equinos no ha tenido los 

avances logrados como en otras especies como es el caso de los bovinos y cerdos 

por lo que es necesario validar un protocolo de congelación y descongelación usando 

diluyentes económicamente viables; tal es el caso del Triladyl®, no obstante es 

específico para su empleo en bovinos, se ha reportado trabajos en donde se ha 

empleado con resultados aceptables en la congelación de semen equino. Así mismo, 

es importante identificar un protocolo de centrifugación que permita la eliminación del 

plasma seminal sin que se produzca un efecto dañino sobre el espermatozoide 

equino. 

 

4.3. Objetivo general 

 

 Validar un protocolo de congelación y descongelación de semen equino 

usando un diluyente comercial. 

 

4.3.1 Objetivos específicos  

 

 Comparar el uso del Triladyl para ser aplicado como diluyente en equinos con 

un diluyente comercial específico para equinos. 

 Identificar el mejor protocolo de centrifugación que permita obtener parámetros 

aceptables de viabilidad y motilidad de semen equino. 
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4.4. Hipótesis 

 

El uso correcto de un protocolo de congelación de semen equino usando un 

diluyente comercial permitirá obtener parámetros aceptables de viabilidad y motilidad 

al momento de la descongelación. Por otro lado, al identificar un protocolo apropiado 

de de centrifugación es posible obtener mejores resultados post-descongelación del 

semen equino.  

 

 

5. Material y métodos 

5.1 Ubicación 

 

El presente trabajo se realizó en la Unidad de Servicios Integrales en Reproducción 

Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UMSNH, ubicada en 

el km 9.5 de la carretera Morelia-Zinapécuaro y la granja de equinos se localiza en el 

Municipio de Lagunillas, Michoacán.   

 

5.1.1. Características de los garañones 

 

Se obtuvieron 3 muestras de semen fresco de tres garañones de la raza cuarto de 

milla, adulto con experiencia reproductiva, con un calendario regular de 

desparasitación y vacunación y alojado en caballeriza individual. 
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5.2. Colecta y evaluación del semen fresco 

5.2.1 Colecta de semen 

 

 

La colecta se realizó con una vagina artificial modelo Hannover (Figura 1) la cual está 

compuesta por un tubo rígido, camisa interna de látex  y un tubo colector del semen. 

Para la preparación se le agregaron 3 litros de agua, la temperatura interna de la 

vagina debe estar entre 45 – 50 °C (Blanchard et al., 2003), se lubricó y se aseguró 

que tuviera la presión necesaria para la estimulación del garañón. Para la recolección 

se utilizó una yegua en estro para estimular al garañón. 

 

 

Figura 1.vagina artificial tipo Hannover 

 

5.2.2 Evaluación macro y microscópica del semen  

 

 

En la evaluación macroscópica se determinó el volumen, color, consistencia y olor. 

En la microscópica se evaluó, la movilidad masal, movilidad progresiva, viabilidad,  
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mortalidad, concentración espermática y anormalidades morfológicas (Hafez y Hafez, 

2000). 

 

 

Movilidad masal: Inmediatamente una vez que se obtuvo el eyaculado se procedió 

a evaluar la movilidad masal con un microscopio compuesto con el objetivo de 10X, 

colocando una gota de semen en un portaobjeto para así mismo evaluarlo 

obteniendo un promedio de 4. 

 

Movilidad progresiva: Una vez realizada la valoración masal se colocó una gota de 

semen en un portaobjeto y sobre la gota se le colocó un cubre objetos para realizar 

la valoración individual de los espermatozoides obteniendo un promedio de 77 %.  

 

Viabilidad y morfología: se realizó mediante un frotis; se colocó una gota de semen 

en un portaobjetos, posteriormente se agregó una gota de tinción eosina-nigrosina se 

homogenizó la gota de semen fresco con la tinción y finalmente se deslizo con otro 

portaobjeto para realizar el frotis obteniendo un promedio de 85 %.  

 

Concentración espermática: se determinó con una cámara de Neubauer, se realizó 

la dilución de semen; en una parte de semen por 200 partes de agua común con una 

pipeta de toma y finalmente se agregó una gota con el semen diluido, en cada uno 

de los surcos de la cámara de Neubauer.  
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Cuadro 6.  Rangos aceptables para los parámetros normales del semen del semental 

equino (Morel, 2005). 

Parámetro  Rango aceptable 

Volumen de esperma producido  30-250 mL 

Concentración del esperma 30-600 × 106/mL 

Morfología Mínimo 40-50 % fisiológicamente normal 

Motilidad Mínimo 40 % esperma móvil 

progresivamente 

Longevidad a temperatura ambiente  45 % vivos después de las 3 h 

10 % vivos después de las 8 h 

pH 6.9-7.8 

 

 

5.3 Preparación del diluyente, Dilución y Congelación del semen 

 

5.3.1 Preparación de diluyente 

 

 

Para preparar 100 ml de Triladyl®  se agrego lo siguiente:  

 60 ml de agua bidestilada.  

 20 gramos de yema de huevo 

 20 ml de Triladyl®.  

 Se mezcló suavemente y se calentó a 30 °C.  

 Se filtró el medio antes de añadir el semen. 
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El Ez-Freezin “LE”® se descongelo a 22 °C y se diluyó con el semen en proporción 

1:1. 

 

Cuadro 7. Composición química del Triladyl ® (100 ml) y del Ez-Freezin “LE” ® (15 

ml)  (Salamon et al., 2000). 

Triladyl ® Cantidad  Ez-Freezin Cantidad 

Agua bidestilada 60 ml Yema de huevo  2.5 g 

Glicerol 3.63 g Lactosa  6.6 g 

Tris  1.99 g Glucosa 0.7 g 

Ácido cítrico 0.50 g Citrato de sodio 0.16 g 

Fructuosa  100,000 Bicarbonato de sodio 0.015 g 

Tilosina  5 mg EDTA disódico 0.15 g 

Gentamicina 25 mg Glicerol 3.5 ml 

Espectinomicina 30 mg Ticarcilina disódica 0.15 g 

lincomicina 15 mg   

Yema de huevo  20 g   
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5.3.2. Dilución de semen para la centrifugación 

 

Una vez realizada la evaluación macroscópica  y microscópica del semen, éste fue 

diluido en un extensor comercial (E-Z MIXIN® animal reproduction systems) 

especialmente para la centrifugación/transporte del semen en proporción 1:1, se 

utilizaron 4 muestras con dos protocolos de centrifugación; 1) 900 rpm durante 5 min 

y 2) 1800 rpm durante 5 min, con el objetivo de separar la parte rica de 

espermatozoides del eyaculado de la parte gelosa; el plasma seminal ubicado en la 

superficie del tubo fue retirada en su totalidad dejando únicamente la pastilla de 

semen para ser nuevamente resuspendida con el diluyente especial para la 

congelación ya sea en Triladyl®) ó Ez-Freezin®. 

 

5.3.3 Dilución del semen para la congelación  

 

 

Una vez que el semen fue resuspendido en Triladyl® ó en Ez-Freezin® este fue 

inmediatamente empaquetado en pajillas de 0,5 ml y selladas con alcohol polivinílico, 

con una concentración de 100X106, estas pajillas fueron previamente identificadas 

con el nombre del garañón, dichas pajillas se colocaron en grupo de cinco en cada 

gobelet y almacenados a una temperatura de 5°C durante 1 hora (Neira et al.,2007 ), 

periodo en el cual los espermatozoides se estabilizaron para resistir al shock térmico 

durante el proceso de congelación.  
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5.3.4 Congelación del semen 

 

El semen, una vez que pasó una hora como tiempo de equilibrio, fue congelado 

mediante la exposición de las pajillas a vapor de nitrógeno durante aproximadamente 

15 minutos (Medeiros et al., 2002), para posteriormente ser sumergidas en nitrógeno 

líquido a una temperatura de -196ºC durante 2 a 3 minutos, y almacenadas en un 

termo criogénico de 20 Litros. 

 

 

5.3.5. Evaluación de la motilidad progresiva y viabilidad de los 

espermatozoides pos-descongelado 

 

 

La evaluación de la movilidad y de la viabilidad de los espermatozoides de ambos 

diluyentes en el presente estudio se realizó previa descongelación del semen 

almacenado en nitrógeno líquido a -196°C. Las pajillas se descongelaron a intervalos 

de 3 días, se tomaron 3 pajillas de cada tratamientos (Triladyl® y Ez-Freezin®) y se 

sacaron del termo criogénico para posteriormente introducirlas a baño maría a 37 °C 

durante 30 segundos (Arruda, 2000).  La información se analizó utilizando técnicas 

de estadística descriptiva y comparación de medias, para tal efecto se empleo el 

paquete estadístico SPSS®.  
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6. Resultados y discusión  

 

Se analizó la motilidad y la viabilidad pos-descongelación del semen equino  con dos 

diluyentes comerciales (Triladyl® y Ez-Freezin®) con sus respectivos protocolos de 

centrifugación 900 rxm y 1800 rxm durante 5 minutos observando mejores resultados 

pos-descongelación de motilidad progresiva del 41.11 espermatozoides por cada 100 

contados con el triladyl® con el protocolo de centrifugación de 900 rxm durante 5 

minutos y con el Ez-Freezin® se encontró una motilidad del 32.78 de 

espermatozoides por cada 100 contabilizados con el protocolo de 900 rxm durante 5 

minutos. En el cuadro 2 se observan diferencias significativas entre los dos 

diluyentes (P<0.01), en el caso del Triladyl hubo una mayor variabilidad (3.33%) con 

respecto al EZ-Freezin (2.63%). 

 

Cuadro 8. Motilidad post-descongelación en dos diluyentes comerciales Triladyl® y 

Ez-Freezin® con diferentes protocolos de centrifugación. 

Diluyente 
Protocolo de centrifugación 

900 rxm 

Protocolo de centrifugación 

1800 rxm 

Triladyl  
Promedio 

41.11ac 

D.E. 

3.33 

C.V 

8.11 

Promedio 

35.00ad 

D.E 

3.54 

CV 

10.10 

Ez-Freezin 
 

32.78bc 

 

2.64 

 

8.03 

 

29.44bd 

 

3.00 

 

10.20 

ab indica diferencias significativas entre diluyentes (p<0.01) 
cd indica diferencias significativas entre protocolos de centrifugación (p<0.005) 
 

Samper et al. (1998) indica que el parámetro más ampliamente utilizado como 

predictor de fertilidad para la inseminación artificial en los caballos es la motilidad 
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individual de los espermatozoides después de su descongelación, en los informes 

existentes indican una motilidad aceptable del 30-35 % lo cual los resultados 

obtenidos se encuentran dentro del rango.  

 

En un trabajo realizado por Hernández et al. (2012) obtuvieron un promedio de la 

motilidad de de 26.3 %, estos autores lo consideraron como un valor aceptable; dicho 

valor coincide con el rango proporcionado por Schulman et al. (2003) un valor de 29 - 

40 %, el cual lo recomienda para poder ser empleado en programas de inseminación 

artificial.  

 

Cuadro 9. Viabilidad pos-descongelación en dos diluyentes comerciales con 

diferentes protocolos de centrifugación  

Diluyente  Protocolo de centrifugación 

900 rxm 

Protocolo de centrifugación 

1800 rxm 

 

Triladyl 

Promedio 

60.44ac 

D.E 

6.77 

C.V 

11.19 

Promedio 

42.67ad 

D.E 

9.35 

C.V 

21.92 

 

Ez-Freezin 

 

44.44bc 

 

8.86 

 

19.97 

 

39.44bd 

 

8.31 

 

21.06 

ab indica diferencias significativas entre diluyentes (p<0.01) 
cd indica diferencias significativas entre protocolos de centrifugación (p<0.005) 
 

Heise et al. (2011) indica que la viabilidad post-descongelación de espermatozoides 

de garañón es del 60 %. Lo que concuerda con el estudio realizado por Hernández et 

al. (2012) que encontraron un porcentaje de viabilidad del 60.9 % un valor aceptable.  

 

En el presente estudio se observaron mejores resultados utilizando Triladyl® y el 

protocolo de centrifugación de 900 rxm durante 5 minutos con una viabilidad del 
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60.44 espermatozoides por cada 100 espermatozoides contados a diferencia del Ez-

Freezin®  con el mismo protocolo con una viabilidad del 44.44 espermatozoides por 

cada 100 contados, con lo que se puede considerar porcentajes de viabilidad de 

60.44% y 44.44%, para Triladyl y EZ-Freezin, respectivamente.  

 

La composición de la membrana plasmática del espermatozoide equino es muy 

sensible a cambios térmicos y químicamente la membrana plasmática está formada 

por una doble capa, compuesta fundamentalmente por lípidos (fosfolípidos y 

colesterol) en estudios realizados por Parks y Lynch en 1992, se comprobó que la 

membrana plasmática del espermatozoide equino contiene menor porcentaje de 

colesterol que la del bovino y el morueco (García, 2010). Por lo tanto esto le confiere 

menor tolerancia a los descensos de temperatura. Se asume una mejor interacción 

entre los componentes químicos de ambos diluyentes; encontrándose una mayor 

cantidad de crioprotectores en el Triladyl® (Cuadro 8) lo cual es beneficioso para la 

membrana plasmática del espermatozoide equino ya que los lípidos presentes en la 

yema de huevo estos se podrían adherir a la membrana plasmática del 

espermatozoide protegiéndolo mejor de esta forma de un shock térmico, explicando 

de esta manera los mejores parámetros de motilidad y viabilidad pos-descongelación 

en relación con el EZ-Freezin. 

En el presente trabajo, el tiempo que trascurrió entre la colecta de semen y el 

congelamiento del semen en promedio fue de 3.15 horas, lo cual pudiera haber sido 

un factor para no obtener mayores valores de viabilidad, dicho tiempo difiere a lo que 

se recomienda por la literatura el cual no debiera pasar más de 20 minutos desde la 

recolección del semen hasta su congelación (Mckinnon, 1988). Es importante señalar 

que estos datos aún no son concluyentes para poder determinar al Triladyl como un 

diluyente para ser usado de manera rutinaria en la congelación de semen equino, es 

importante el poder hacer pruebas de fertilidad para poder hacer conclusiones 

definitivas acerca de su potencial. 
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Cuadro 10. Composición química de ambos diluyentes en proporción a 1 ml 

 

 

 

  

  

Componente 

Diluyente  

Función Triladyl  Ez-Freezin 

            Cantidad   

Glicerol 0.04 0.23 Crioprotector 

yema de huevo 0.20 0.17 Crioprotector 

Fructuosa 1000 -- Fuente de energía  

Lactosa -- 0.44 Fuente de energía  

Glucosa -- 0.05 Fuente de energía  

Acido cítrico 0.01  Buffer 

Citrato de sodio -- 0.01 Buffer 

Bicarbonato de sodio -- 0.00 Buffer 

Tris  0.02  Amortiguador de pH 

EDTA disódico  0.01 Amortiguador de pH 

Tilosina 0.05 -- Inhibidor de crecimiento 

bacteriano 

Gentamicina 0.25 -- Inhibidor de crecimiento 

bacteriano 

Espectinomicina 0.30 -- Inhibidor de crecimiento 

bacteriano 

Lincomicina 0.15 -- Inhibidor de crecimiento 

bacteriano 

Ticarcilina disódica -- 0.01 Inhibidor de crecimiento 

bacteriano 
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El esperma equino se centrifuga rutinariamente antes de la crioconservación para 

concentrarse y reducir al mínimo los efectos adversos del plasma seminal sobre la 

motilidad postdescongelación del semen (Pickett et al., 1975). La totalidad del 

plasma seminal no es un medio adecuado para el proceso de la criopreservación del 

semen equino ya que este tiene efectos que repercuten o dañan al espermatozoide 

postdescongelación (Cochran et al., 1984).  

 

Sin embargo, la eliminación parcial del plasma seminal después de la centrifugación 

y la resuspensión del pellet espermático con un extender fue benéfico para la 

motilidad postdescongelación del semen criopreservado (Jasko et al., 1991). 

 

Por lo tanto, uno de los principales objetivos en el procesamiento de semen fresco 

equino refrigerado o congelado es reducir la cantidad de plasma seminal en el 

eyaculado esto se puede realizar con el proceso de la centrifugación (Len et al., 

2010).  
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7. Conclusiones  

 

 El Triladyl® es un diluyente con propiedades químicas benéficas para la 

criopreservación del semen equino, al observar un promedio de 41.11 de 

espermatozoides con movilidad progresiva de cada 100 postdescongelación y 

un promedio 60.44 espermatozoides viables de cada 100; parámetros que 

están dentro de los rangos aceptables en la criopreservación del semen 

equino.   

 El protocolo de centrifugación a 900 rpm durante 5 minutos observó mejores 

parámetros de movilidad y viabilidad lo cual puede ser empleado como un 

protocolo centrifugación con resultados aceptables. 
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