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SUMMARY 
 

DNA fragmentation is a cause of infertility in stallions with apparent normal 

spermiograms. Factors behind DNA fragmentation are not always fully 

understood. Besides, seminal flora may have an effect on sperm quality, as well 

as predisposition to reproductive diseases. The objective of this thesis is to 

analyze the effect of seasonality on chromatin integrity, and to study seminal 

microbiota and factors affecting its variability in stallions. In Chapter 1.1 the 

effect of season (spring and summer) over some sperm quality parameters and 

fertility is studied. Progressive motility and DNA fragmentation have better 

values in spring. Also, fertility diminishes at the end of reproductive season. In 

Chapter 1.2 the objective was to fine-tune DNA fragmentation progress in 

refrigerated semen doses to different mathematical models in the four seasons of 

the year. Second order polynomial model better described DNA fragmentation 

in all seasons. Then, the evolution of DNA fragmentation was compared among 

seasons. In summer and winter, DNA fragmentation rate was slower than in 

spring in autumn. Chapter 2 is divided into Chapter 2.1 (Sections 2.1.1 and 2.1.2) 

and Chapter 2.2. In Section 2.1.1, the seminal microbiota of healthy stallions was 

characterized using next-generation sequencing. Inter-subject variability was 

observed. However, there was still four common phyla in all samples: 

Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria and Proteobacteria. Besides, some 

bacterial families were common and abundant (>5%) in all stallions: 

Porphyormonadaceae, Corynebacteriaceae, Peptoniphilaceae and 

Prevotellaceae. In Section 2.1.2 the seminal microbiota assessment was 

performed in fertile stallions. Fertility was evaluated according to five sperm 

quality parameters: concentration, total number of spermatozoa, total motility, 

progressive motility and DNA fragmentation. No relevant inter-subject 

differences was observed. No correlation was either observed between families 

and sperm parameters. Chapter 2.2 is a case-study of a seminal flora shift in a 

contagious equine metritis carrier. It was observed that Corynebacteriaceae was 



 

 
 

the dominant family in semen when the animal hosted Taylorella equigenitalis. 

However, Porphyomonadaceae and Bacteroidetes phylum were more abundant 

when the stallion was free of the agent. In conclusion, according to the results of 

this thesis, seasonality affects sperm DNA fragmentation in the stallion in cooled-

stored semen. It has been shown that the fragmentation rate changes over 

seasons. Besides, the seminal microbiota in fertile stallions was mainly composed 

by Porphyormonadaceae, Corynebacteriaceae, Peptoniphilaceae and 

Prevotellaceae families. No correlation was observed between families and 

sperm parameters. However, flora composition was affected by the presence of 

Taylorella equigenitalis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

RESUMEN 
 

La fragmentación del ADN espermático es una causa de infertilidad en 

sementales con espermiogramas normales. Dicha fragmentación está sujeta a 

diversos factores, no del todo dilucidados. Por otra parte, la microbiota del semen 

puede tener efecto sobre la calidad del semen o la predisposición a 

enfermedades. Por tanto, el objetivo de esta tesis es analizar la influencia del 

factor estacionalidad en la fragmentación espermática; y también estudiar la 

composición de la microbiota seminal, y su variabilidad entre individuos. En el 

Capítulo 1.1 se estudia el efecto de la época del año sobre varios parámetros de 

calidad seminal y la fertilidad. Se observa que la motilidad progresiva y la 

fragmentación espermática presentan mejores valores al inicio de la época 

reproductiva que al final. También se observa una disminución de la fertilidad al 

final de la temporada. En el Capítulo 1.2 se busca ajustar la evolución de la 

fragmentación espermática en dosis de semen refrigeradas tomadas durante las 

cuatro estaciones del año a tres modelos matemáticos diferentes. En todas las 

estaciones, el modelo que mejor define la evolución de la fragmentación en el 

tiempo es una función polinómica de segundo grado. Una vez elegido este 

modelo como el mejor, se compara el comportamiento de la evolución entre las 

estaciones, resultando que durante el verano e invierno la fragmentación 

evoluciona más rápidamente, en comparación con la primavera y otoño. El 

Capítulo 2.1 se subdivide en dos apartados. En el 2.1.1 se caracteriza la 

composición de la microbiota seminal de caballos fértiles empleando técnicas de 

secuenciación masiva. El resultado muestra una cierta variabilidad entre 

individuos, distinguir cuatro fila dominantes: Firmicutes, Bacteroidetes, 

Actinobacteria y Proteobacteria. De entre todos ellos, algunas familias 

bacterianas muestran ser comunes en todos los individuos y encontrarse en 

proporciones altas (>5%). Estas familias son Porphyromonadaceae, 

Corynebacteriaceae, Peptoniphilaceae y Prevotellaceae. En el 2.1.2 se analizan la 

composición de la microbiota seminal en caballos y cinco parámetros de calidad 

seminal: concentración, número total de espermatozoides, motilidad total, 



 

 
 

motilidad progresiva y fragmentación espermática. No se observan diferencias 

significativas entre animales, ni correlación entre la abundancia de las familias 

bacterianas con los parámetros de calidad seminal. En el Capítulo 2.2 se presenta 

el caso de un cambio en la composición de la microbiota seminal en un semental 

al revertir su condición de portador del agente causante de la metritis equina 

contagiosa. Concretamente, la familia Corynebacteriaceae era dominante en el 

momento en que el semental era portador de Taylorella equigenitalis; mientras que 

Porphyromonadaceae, y en general el filo Bacteroidetes, era el más abundante 

cuando el agente desapareció. En conclusión, de acuerdo con los resultados de 

esta tesis, la estacionalidad tiene efecto en la integridad del ADN del 

espermatozoide equino en dosis de semen refrigeradas, modificando también la 

velocidad a la que se degrada. Por otra parte, se ha observado que en la 

microbiota seminal dominan las familias Porphyromonadaceae, 

Corynebacteriaceae, Peptoniphilaceae y Prevotellaceae. No se ha observado 

influencia de la composición de la microbiota con los parámetros de calidad 

seminal; sin embargo, sí se ha observado en el caso de un portador de Taylorella 

equigenitalis.



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

INTRODUCCIÓN 

 

 

 

 

  



 

 
 

  



 

 

INTRODUCCIÓN  

 

El análisis de la calidad espermática es una práctica que no ha dejado de crecer 

en las últimas décadas. Históricamente, la calidad de las dosis seminales se 

basaba principalmente en la valoración visual del movimiento espermático, a 

través de la cual se pretendía “predecir la fertilidad” de las mismas. Sin embargo, 

aunque la calidad espermática así calculada y la fertilidad están asociadas, desde 

un punto de vista práctico y estadístico, su relación no es lineal. Por esta razón, 

se ha seguido investigando en otros parámetros de calidad del eyaculado que 

puedan ayudar a predecir de manera más fiable la fertilidad potencial de las 

dosis. En este sentido, el análisis de la estacionalidad y del estudio dinámico de 

la fragmentación del ADN espermático, junto con la caracterización de la 

microbiota seminal equina, pueden ayudar a comprender mejor la relación 

existente entre calidad seminal y fertilidad. 

Fragmentación del ADN espermático 

El desarrollo embrionario normal es dependiente de la integridad del material 

genético de los gametos masculino y femenino. En este sentido, los 

espermatozoides son los vehículos que facilitan el transporte del genoma al 

ovocito (McKinnon, 2011). Es por ello que el núcleo del espermatozoide ha 

adoptado una arquitectura única, en la cual el ADN se encuentra altamente 

compactado con la ayuda de unas pequeñas proteínas, de carga positiva, 

llamadas protaminas. Sin embargo, a pesar de que existen mecanismos de 



 

 
 

protección del ADN espermático, es posible encontrar roturas seriadas en la 

cadena de nucleótidos, lo que da lugar a la “fragmentación del ADN” (SDF).  

La molécula de ADN de los espermatozoides puede contener roturas de cadena 

doble y simple. Un exceso de dichos daños tiene efectos deletéreos en la 

reproducción, como la disminución del ratio de concepción, o el aumento del 

número de abortos espontáneos, tanto en la especie humana como en animales 

(Cortés-Gutiérrez et al., 2014; Gillan et al., 2005; Love & Kenney, 1998; Robinson 

et al., 2012; Sánchez-Calabuig et al., 2015). Por ello, en la actualidad se considera 

que la fragmentación espermática es un indicador fiable de la calidad 

espermática (Simon et al., 2017) y de fertilidad tanto en el hombre como en 

machos de diferentes especies, caballo incluido (Bungum et al., 2007; Evenson, 

2016; López-Fernández et al., 2007b; Morrell et al., 2008; Oleszczuk et al., 2013). 

El caballo es una especie estacional de fotoperiodo positivo lo que hace que, en 

el hemisferio norte, la etapa reproductiva coincida con la primavera y verano 

(Aurich, 2011; Chemineau et al., 2008; Hoffmann & Landeck, 1999; Janett et al., 

2003; Jasko et al., 1991; Magistrini et al., 1987; Wach-Gygax et al., 2017). Las 

yeguas comienzan a ciclar al inicio de la primavera, siendo de abril a septiembre  

cuando de forma más habitual se aplican las diferentes técnicas de reproducción 

asistida, como la inseminación artificial (IA) con semen fresco o refrigerado 

(Aurich, 2016). Ello hace que la  mayor demanda de recogida, procesado  y envío 

de semen ocurra en esa época (Aurich, 2016; Blottner et al., 2001). A pesar de que 

se considera que los sementales están menos afectados por el fotoperiodo, y que 

mantienen su fertilidad a lo largo del año (Deichsel et al., 2016; Walbornn et al., 



 

 
 

2017), varios estudios han evidenciado una cierta influencia estacional en la 

función testicular y en las características del semen (Clay et al., 1987; Hoffmann 

& Landeck, 1999; Johnson & Thompson, 1983), fragmentación espermática 

incluida (Blottner et al., 2001; Chemineau et al., 2008; Morte et al., 2008; Ortiz 

et al., 2017; Wach-Gygax et al., 2017). Los estudios asocian esta disminución con 

una menor producción de hormonas gonadotropas (FSH y LH) y de hormonas 

testiculares durante la época no reproductiva. 

Como se ha señalado, la fragmentación del ADN también se ve afectada por la 

estacionalidad (Blottner et al., 2001; González-Marín et al., 2012, p.; Love et al., 

2005; Schmid-Lausigk & Aurich, 2014; Wrench et al., 2010). Lamentablemente, la 

mayor parte de los estudios que respaldan esta hipótesis se han realizado en 

semen congelado; existiendo poca información con respecto al efecto de la 

estacionalidad sobre el ADN en  semen refrigerado (Aurich, 2016; Wach-Gygax 

et al., 2017). Entre la información que se dispone en este último supuesto se 

encuentra el trabajo de (Wach-Gygax et al., 2017), en el que se compararon las 

variaciones en la fragmentación espermática entre la estación reproductiva y la 

no reproductiva en semen a partir de las 24 horas de almacenamiento en 

refrigeración, pero no durante las primeras horas de conservación. Estas 

primeras horas de conservación son relevantes desde un punto de vista de 

calidad del eyaculado, ya que se ha demostrado que algunos sementales 

aumentan su nivel de fragmentación tras las primeras horas de refrigeración, 

probablemente debido a daños encriptados en el ADN. Consecuentemente, es de 

interés estudiar la evolución de la fragmentación del ADN espermático entre las 



 

 
 

0 y las 24 horas de refrigeración, y compararla con los resultados de fertilidad 

durante el inicio y final de la época reproductiva (primavera y verano). 

Por otra parte, la fragmentación del ADN puede ser evaluada de manera estática 

o dinámica. La evaluación estática implica medir la SDF en un solo momento, 

mientras que la dinámica implica evaluar la SDF varias veces durante un periodo 

de incubación que imite la temperatura del tracto reproductor de la yegua 

(aproximadamente, 37ºC). Existen cada vez más evidencias que demuestran que 

es preferible la evaluación dinámica (Cortés-Gutiérrez et al., 2008; Johnston et al., 

2016; López-Fernández et al., 2007a; Ortiz et al., 2015), porque permite descubrir 

daños del ADN ocultos que no se pueden evidenciar mediante una único análisis 

(Linfor & Meyers, 2002; López-Fernández et al., 2007a). La evaluación dinámica 

también permite calcular la velocidad de SDF (rSDF), la cual usualmente se ajusta 

a un modelo lineal de regresión (Cortés-Gutiérrez et al., 2008, p.; López-

Fernández et al., 2007a; Urbano et al., 2013). Esta modelización asume que la 

velocidad de fragmentación es constante a lo largo del tiempo; asunción que no 

es siempre correcta según algunos autores (Ferreira et al., 2018; Love et al., 2002; 

Ortiz et al., 2017). Recientemente se ha propuesto el uso del modelo matemático 

polinómico de segundo grado para evaluar la rSDF (Ortiz et al., 2017). Con este 

modelo se asume que el ritmo de fragmentación del ADN no es constante a lo 

largo del tiempo, sino que es más rápido durante las primeras horas (de la Horra 

Navarro, 2018). 

Los principios de la evaluación dinámica de la SDF a 37ºC pueden ser empleados 

para el semen refrigerado. El concepto y modelo usado es similar, solo cambia la 



 

 
 

temperatura de incubación (5ºC en vez de a 37ºC). En la actualidad, no se 

disponen de estudios sobre la dinámica de fragmentación en semen refrigerado, 

ni se ha comprobado si dicha dinámica se ve afectada por la estación del año. 

Microbiota seminal 

No solo la estacionalidad o la refrigeración tienen efecto en los parámetros de 

calidad seminal. En los últimos años, se ha descubierto el importante papel que 

juegan las bacterias en el mantenimiento de la homeostasis del individuo en el 

que residen, tanto en caballos (Barba et al., 2020; Costa & Weese, 2012; Ericsson 

et al., 2016; LaFrentz et al., 2020; Manguin et al., 2020), como en otras especies 

domésticas (Ng et al., 2010; Rando, 2012; Wu et al., 2016; D. Zhang et al., 2016). 

Asimismo, se ha observado que los desequilibrios en la microbiota pueden 

provocar alteraciones en el lugar que habitan, e incluso en órganos distantes (Al 

Jassim & Andrews, 2009; Milinovich et al., 2010; Salem et al., 2019). 

En general, existen pocos trabajos sobre el efecto de la microbiota en el tracto 

reproductor en el hombre (Hou et al., 2013; Liu et al., 2014; Weng et al., 2014) y 

casi ninguno en animales (Al-Kass et al., 2020; Dardmeh et al., 2017; Inatomi & 

Otomaru, 2018; Javurek et al., 2016; Rosenfeld et al., 2018; Serrano et al., 2020; 

Wickware et al., 2020). A pesar de ello, ya se ha podido asociar la presencia de 

ciertas familias bacterianas con diferencias en la calidad seminal (Altmäe et al., 

2019; Hou et al., 2013; Tomaiuolo et al., 2020; Weng et al., 2014; J. Zhang et al., 

2020), e incluso con los valores de fertilidad (Hou et al., 2013; Kiessling et al., 

2008).   



 

 
 

Hay pocos estudios sobre microbiota seminal en el caballo, y los que se 

encuentran se centran sobre todo en bacterias patógenas del aparato reproductor 

(Al-Kass et al., 2019; Samper, 2009) o en el efecto que ciertos género bacterianos 

tienen en las tecnología de la reproducción (Moretti et al., 2009; Ortega-Ferrusola 

et al., 2009; Varela et al., 2018). En cuanto a estudios sobre microbiota seminal 

basal, existe una primera descripción (Al-Kass et al., 2020) en la que se observó 

que los resultados eran variables entre individuos. Es por ello, que se postuló que 

la microbiota podría estar condicionada por factores externos, como el ambiente 

o la región (Al-Kass et al., 2020). Así, ha surgido la necesidad de disponer de más 

información sobre la composición de microbiotas seminales normales, para 

poder conocer mejor los verdaderos factores que determinan su composición. 

Tampoco existen demasiados estudios con respecto al efecto de la microbiota en 

los parámetros de calidad seminal (Altmäe et al., 2019; Dardmeh et al., 2017; Hou 

et al., 2013; Inatomi & Otomaru, 2018; Tomaiuolo et al., 2020; Weng et al., 2014; J. 

Zhang et al., 2020). A pesar de dicha escasez, ya se ha demostrado que la 

presencia de determinados grupos o perfiles bacterianos se asocian con la calidad 

seminal. De hecho, estos estudios han abierto la puerta a nuevas herramientas 

terapéuticas potenciales en casos de infertilidad: algunos autores han publicado 

la utilidad de la prescripción de  prebióticos para mejorar la calidad seminal 

(Dardmeh et al., 2017; Inatomi & Otomaru, 2018; Maretti & Cavallini, 2017; 

Valcarce et al., 2017). Podría resultar por tanto interesante estudiar si en el caballo 

también existe alguna asociación entre grupos bacterianos y los valores de 

diferentes parámetros de calidad seminal. 



 

 
 

Por último, existen estudios de microbiota seminal en humanos que demuestran 

que ciertas composiciones pueden dificultar la supervivencia de algunos agentes 

causantes de enfermedades venéreas (Altmäe et al., 2019; Korhonen et al., 2017; 

Mändar et al., 2017; Witkin & Linhares, 2015). 

En el caso del caballo, la metritis equina contagiosa (MEC) es una enfermedad 

muy relevante para la industria, dado que su presencia en el ganado reduce la 

fertilidad de las yeguas e impone restricciones al comercio. Su agente etiológico 

es Taylorella equigenitalis. Los sementales son portadores de esta bacteria en la 

parte distal de la uretra, pudiéndose convertir en portadores de larga duración 

(Schluter et al., 1991) si no se tratan con protocolos de desinfección adecuados 

(Crowhurst et al., 1979; Timoney, 1996).  

Los síntomas varían entre sementales y yeguas. En yeguas, la enfermedad se 

manifiesta con cuadros de endometritis, cervicitis y vaginitis de intensidad 

variable, y a veces aparece como una descarga vaginal mucopurulenta. 

Normalmente se asocia a infertilidad temporal. La recuperación suele ocurrir sin 

incidentes, pero la yegua puede permanecer como portadora. En el semental es 

asintomática, pero su presencia puede estabilizarse y dar lugar a un individuo 

portador.  

En los últimos años, esta enfermedad ha recibido una atención renovada debido 

a la detección de portadores en ganaderías en principio libres de enfermedad 

(Timoney, 2011). Esto ha despertado dudas sobre el modo de transmisión de la 

bacteria (Schulman et al., 2013), e incluso sobre la efectividad de los métodos de 

diagnóstico (Matsuda & Moore, 2003). También se cuestiona si se conocen 



 

 
 

enteramente los mecanismos de supervivencia de la bacteria. Durante nuestros 

estudios sobre la microbiota seminal con técnicas de secuenciación masiva, 

hemos observado un cambio en la composición de la microbiota en un semental 

que experimentó una reversión espontánea del estado de portador al de no 

portador de Taylorella equigenitalis. Como parte de esta tesis, se presentarán los 

resultados obtenidos de dicha observación, y se discutirá brevemente su posible 

origen. 
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OBJETIVOS 
 

Los objetivos planteados en la presente Tesis Doctoral son: 

Objetivo 1. Medir la fragmentación del ADN espermático desde las 0 hasta las 

24 horas de conservación en refrigeración y compararla con los resultados de 

fertilidad mediante inseminación artificial al inicio y final de la época 

reproductiva (primavera y verano). 

Este objetivo ha sido abordado en el Capítulo 1.1, en el que se ha evaluado la 

fragmentación del ADN espermático durante las primeras 24 horas de 

refrigeración durante la primavera y el verano y se ha comparado con los 

resultados de fertilidad de las dosis analizadas. 

Francisco Crespo, Carlota Quiñones-Pérez, Isabel Ortiz, María Díaz-Jiménez, César 

Consuegra, Blasa Pereira, Jesús Dorado, Manuel Hidalgo. Seasonal variations in sperm 

DNA fragmentation and pregnancy rates obtained after artificial insemination with 

cooled-stored stallion sperm throughout the breeding season (spring and summer). 

Theriogenology (2020). 

Objetivo 2. Tiene dos partes: (a) establecer un modelo matemático que pueda 

describir de manera fiable la longevidad de la integridad del ADN espermático 

en el caballo tras su almacenamiento en refrigeración. Y (b) emplear este 

modelo para evaluar los efectos de la estacionalidad en la fragmentación del 

ADN espermático equino. 

Este objetivo ha sido tratado en el Capítulo 1.2, donde se estableció el mejor 

modelo matemático para describir la evolución de la fragmentación espermática 

del semen en refrigeración, y se comparó entre las estaciones del año. 

Isabel Ortiz, Carlota Quiñones-Pérez, Manuel Hidalgo, César Consuegra, María Díaz-

Jiménez, Jesús Dorado, José Luis Vega-Pla, Francisco Crespo. Comparison of different 

mathematical models to assess seasonal variations in the longevity of DNA integrity of 

cooled-stored stallion sperm. Andrologia (2020). 52: e13545. 

Objetivo 3. Caracterizar la composición microbiana seminal en caballos sanos 

y fértiles del sur de España mediante secuenciación masiva. Y evaluar la 



 

 
 

relación entre la presencia de las bacterias más abundantes con cinco 

parámetros de calidad seminal: concentración, número total de 

espermatozoides, motilidad total y progresiva y fragmentación de ADN. 

Este objetivo ocupa el Capítulo 2.1, que incluye: 

El Apartado 2.1.1: en el que se describe la composición de la microbiota seminal 

en caballos fértiles procedentes del sur de España usando secuenciación de nueva 

generación. 

Carlota Quiñones-Pérez, Manuel Hidalgo, Isabel Ortiz, Francisco Crespo, José Luis 

Vega-Pla. Characterization of the seminal bacterial microbiome of healthy, fertile stallions 

using next-generation sequencing. Animal Reproduction (2021). 18 (2): e20200052. 

Y el Apartado 2.1.2: en el que se evalúa la relación entre las familias bacterianas 

más abundantes del semen equino con cinco parámetros de calidad seminal: 

concentración, número total de espermatozoides, motilidad total y progresiva y 

fragmentación de ADN. 

Carlota Quiñones-Pérez, Amparo Martínez, Isabel Ortiz, Francisco Crespo, José Luis 

Vega-Pla. The Semen Microbiome and Semen Parameters in Healthy Stallions. Animals 

(2022). 12 (5):534. 

Objetivo 4. Comparar las diferencias en la composición de la microflora 

seminal de un semental en sus estados de portador de Taylorella equigenitalis 

y de no portador. 

Este objetivo aparece en el Capítulo 2.2, en el que se describe el cambio en 

composición de la microbiota seminal en un semental siendo portador de 

Taylorella equigenitalis, y tras su conversión a no portador. 

Carlota Quiñones-Pérez, Amparo Martínez, Francisco Crespo, José Luis Vega-Pla. 

Comparative Semen Microbiota Composition of a Stallion in a Taylorella equigenitalis 

Carrier and Non-Carrier State. Animals (2020). 10:868. 

 



 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

CAPÍTULOS 
 

 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  



 

CAPÍTULO 1 
 

CAPÍTULO 1.1 

 

Seasonal variations in sperm DNA fragmentation and pregnancy 

rates obtained after artificial insemination with cooled-stored stallion 

sperm throughout the breeding season (spring and summer).  

Francisco Crespo, Carlota Quiñones-Pérez, Isabel Ortiz, María Díaz-

Jiménez, César Consuegra, Blasa Pereira, Jesús Dorado, Manuel Hidalgo, 

2020. Theriogenology. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 















CAPÍTULO 1.2 
 

Comparison of different mathematical models to assess seasonal 

variations in the longevity of DNA integrity of cooled-stored stallion 

sperm.  

Isabel Ortiz, Carlota Quiñones-Pérez, Manuel Hidalgo, César 

Consuegra, María Díaz-Jiménez, Jesús Dorado, José Luis Vega-Pla, 

Francisco Crespo, 2020. Andrologia. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

















 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



CAPÍTULO 1.2 

 

Comparison of different mathematical models to assess seasonal 

variations in the longevity of DNA integrity of cooled-stored stallion 

sperm.  

Isabel Ortiz, Carlota Quiñones-Pérez, Manuel Hidalgo, César 

Consuegra, María Díaz-Jiménez, Jesús Dorado, José Luis Vega-Pla, 

Francisco Crespo, 2020. Andrologia. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 























Apartado 2.1.2 
 

The Semen Microbiome and Semen Parameters in Healthy Stallions. 

Animals. 

Carlota Quiñones-Pérez, Amparo Martínez, Isabel Ortiz, Francisco Crespo, 

José Luis Vega-Pla, 2022. Animals. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



����������
�������

Citation: Quiñones-Pérez, C.;

Martínez, A.; Ortiz, I.; Crespo, F.;

Vega-Pla, J.L. The Semen Microbiome

and Semen Parameters in Healthy

Stallions. Animals 2022, 12, 534.

https://doi.org/10.3390/ani12050534

Academic Editors: Jordi

Ribas-Maynou, Albert Salas-Huetos

and Isabel Barranco

Received: 29 December 2021

Accepted: 17 February 2022

Published: 22 February 2022

Publisher’s Note: MDPI stays neutral

with regard to jurisdictional claims in

published maps and institutional affil-

iations.

Copyright: © 2022 by the authors.

Licensee MDPI, Basel, Switzerland.

This article is an open access article

distributed under the terms and

conditions of the Creative Commons

Attribution (CC BY) license (https://

creativecommons.org/licenses/by/

4.0/).

animals

Article

The Semen Microbiome and Semen Parameters in
Healthy Stallions
Carlota Quiñones-Pérez 1,* , Amparo Martínez 2 , Isabel Ortiz 3 , Francisco Crespo 4

and José Luis Vega-Pla 1

1 Laboratorio de Investigación Aplicada, Cría Caballar de las Fuerzas Armadas, Carretera de Madrid Km 395A,
14014 Córdoba, Spain; jvegpla@oc.mde.es

2 Genetics Department, Edificio Gregor Mendel (C5), Campus de Rabanales, University of Córdoba,
14071 Córdoba, Spain; amparomartinezuco@gmail.com

3 Veterinary Reproduction Group, Department of Animal Medicine and Surgery, Campus Rabanales,
University of Córdoba, 14071 Córdoba, Spain; isabel.ortiz.vet@gmail.com

4 Centro Militar de Cría Caballar de Ávila, Cría Caballar de las Fuerzas Armadas, Calle Arsenio Gutiérrez
Palacios, 05005 Ávila, Spain; fcrecas@oc.mde.es

* Correspondence: cquiper@mde.es

Simple Summary: Stallion infertility is a major cause of concern in the horse industry. Despite
zootechnics advances, sub- or infertile animals appear in stud farms without a toxic, genetic, or
nutritional reason. Recent research in human andrology has opened the door for a new, plausible
factor that affects sperm quality: seminal microflora. In recent years, there has been an increasing
amount of evidence regarding the relationship between different seminal flora compositions and
male fertility. However, little has been studied in veterinary science, including horses. Therefore, the
objective of this study was to examine associations with the presence of bacteria families in horse
semen with five sperm quality parameters: concentration, total number of spermatozoa, total and
progressive sperm motility, and DNA fragmentation. Our study detected a correlation between the
presence of the Peptoniphilaceae family and higher total motility and the presence of Clostridiales
Incertae Sedis XI and lower progressive motility. These changes in seminal flora may contribute to
the idiopathically poorer sperm quality in certain animals. Although further mechanisms behind
bacteria–spermatozoa interactions are unknown, these associations are already leading to a new
therapeutic approach to infertility: the use of prebiotics, which has already yielded promising results
in human andrology.

Abstract: Despite the advances in reproductive technology, there is still a considerable number
of low sperm quality cases in stallions. Recent studies in humans have detected several seminal
microflora–spermatozoa associations behind some idiopathic infertility cases. However, no studies are
available on horses, and there is limited information on the microflora present in stallion ejaculates.
Accordingly, the objective of this study was to examine associations to the presence of bacteria
families with five sperm quality parameters: concentration, total number of spermatozoa, total and
progressive motility, and DNA fragmentation. Samples were cryopreserved after their extraction.
High-speed homogenization using grinding media was performed for cell disruption. Family
identification was performed via 16S rRNA sequencing. Bacterial families were only considered
if the relative abundance was higher than 1%. Only two families appeared to have a correlation
with two sperm quality parameters. Peptoniphilaceae correlated positively with total sperm motility,
whereas Clostridiales Incertae Sedis XI correlated negatively with progressive motility. No significant
differences were found for the rest of the parameters. In conclusion, the seminal microbiome may
affect spermatozoa activity. Our findings are based on statistical associations; thus, further studies
are needed to understand the internal interactions between seminal flora and cells.

Keywords: microbiome; stallion; sperm quality; motility
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1. Introduction

The success of the equine industry greatly depends on good reproductive outcomes.
These outcomes depend on a variety of factors, such as sperm quality. There are objective
parameters that assess sperm quality, such as concentration, total motility, or progressive
motility [1–3]. Factors affecting these parameters have been subject to large-scale analysis
in horse reproductive science [4].

In recent years, the microbiome has proven to have a great impact on the systems
they dwell on [5–9]. Unfortunately, the male reproductive tract has not received sufficient
attention [10,11]. In the human species, however, some authors have already pointed out
the influence of bacteria on semen quality [12–16]. In fact, these studies have opened the
door to a potential therapeutic tool in infertility cases, and some authors have already
published some positive effects of prebiotics in improving sperm quality [17–20].

Unfortunately, in veterinary science, research focuses on animal experimentation,
such as mice [17] or broilers [18]. Regarding stallions, papers usually focus on pathogenic
bacteria [21] or on their effect on reproductive technologies [22,23]. Besides, these are
usually culture-based studies, which may underestimate the presence of some difficult-to-
culture bacteria [24].

To the best of our knowledge, there are no studies evaluating sperm quality and the
seminal microbiome in this species. Therefore, the objective of this study was to assess
the relationship between the presence of more abundant bacteria and five sperm quality
parameters: concentration, total number of spermatozoa, total and progressive sperm
motility, and DNA fragmentation.

2. Materials and Methods
2.1. Materials
2.1.1. Sample Collection

All the experiments were performed in accordance with the Spanish law for animal
welfare and experimentation (Decision 2012/707/UE and RD 53/2013). Animals belonged
to the Equine Breeding Centre of the Spanish Army of Écija. Animals lived in accor-
dance with the Spanish law for animal welfare (Law 32/07). Semen was opportunistically
collected during daily work to avoid extra collections.

Samples were collected from 12 clinically stallions (7 Andalusians, 4 Arabs, and
1 Anglo-Arab) in Écija (Seville, Spain) during the breeding season (March–June). Stallions
were collected a maximum of 3 times per week, with at least 48 h between collections.
Age ranged from 6 to 23 years old, mean 13.3 ± 5.2 standard deviation (Table 1). Semen
collection was performed using a phantom for stallion support, with a mare in estrus to
stimulate sexual behavior. Semen was collected using a Missouri-type artificial vagina
(Minitüb®, Tiefenbach, Germany) with an in-line filter. In order to prevent contamination,
personnel wore gloves during the whole process of collection, preparation, and evaluation
of ejaculates. An inner disposable sterile plastic liner was used for each animal. It was
internally spread with a sterile, silicon-free commercial lubricant (Vet Gel, Kerbl®, Buchbach,
Germany). At the beginning of the breeding season, the penis and prepuce of the stallion
were gently washed with warm water to remove smegma excess. No routinary penis
preparation prior to collection was performed unless there was smegma accumulation.
Animals were housed in individual boxes with straw bedding, fed under the same dietary
conditions, and had the same exercise regime. Diet included alfalfa hay, commercial
concentrate, and oats.

Each sample was divided into two aliquots to evaluate: (i) Sperm quality: raw semen
was extended with INRA96® (IMV, L’Aigle, France) until reaching 25 × 106 sperm/mL
to assess sperm parameters (Table 1); and (ii) Microbiome: raw semen was frozen im-
mediately after collection following the method described in [25], prior to analysis using
next-generation sequencing as detailed below.
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Table 1. Sperm quality analysis: Numbers represent animals. PRE: Andalusian. Aa: Anglo-Arabian. Ar:
Arabian. C: sperm concentration (millions of cells/mL). NSPZ: total number of sperm (millions). TM:
total sperm motility (%). PM: progressive sperm motility (%). Frag: sperm DNA fragmentation (%).

Breed C NSPZ TM PM Frag

1 Ar 163 6520 80.0 38.0 6.0
2 Aa 79 6715 80.0 40.0 6.7
3 Ar 372 3348 91.0 42.0 4.3
4 PRE 232 9280 70.0 25.0 11.7
5 PRE 227 6810 75.0 25.0 8.3
6 PRE 374 9350 80.0 50.0 3.3
7 PRE 220 12,100 90.0 25.0 5.0
8 PRE 377 3770 77.0 43.0 8.0
9 PRE 392 7840 75.0 25.0 4.0

10 Ar 307 6140 68.0 36.0 7.7
11 PRE 230 8050 85.0 57.0 5.0
12 Ar 339 2712 94.0 38.0 3.0

2.1.2. Control Sample

In order to evaluate the extraction and amplification quality, the pattern sample
ZymoBIOMICS Microbial Community Standard® (Zymo Research, Irvine, CA, USA) was
included during DNA extraction.

2.2. Methods
2.2.1. Sperm Parameters Evaluation

Sperm concentration was measured using a spectrophotometer (Spermacue®, Minitüb,
Tiefenbach, Germany). The total number of spermatozoa was calculated by multiplying
the concentration and volume. Then, semen was diluted until reaching an approximate
concentration of 25 × 106 sperm/mL in milk-based extender (INRA 96®, IMV Technologies,
L’Aigle, France) and placed in a 37 ◦C water bath. The extender contains fractions of milk
micellar proteins, penicillin, gentamicin, and amphotericin B. Extended semen was only
used for sperm parameters evaluation.

Sperm motility was evaluated using computer-assisted sperm analysis (Sperm Class
Analyzer®, SCA, Microptic SL, Barcelona, Spain) using a 37 ◦C heated plate and a phase-
contrast microscope (Optiphot-2, Nikon®, Tokyo, Japan). Chamber slides were pre-heated
at 37 ◦C and up with the extended samples. Total (TM, %) and progressive sperm motility
(PM, %) were evaluated as described by [25]. The minimum number of cells per sample
analyzed was 500.

Sperm DNA fragmentation was assessed with the Sperm Halomax kit® (Halotech
DNA® SL, Madrid, Spain), as described in [26].

2.2.2. DNA Extraction

DNA extraction was performed using a ZymoBIOMICS® DNA Miniprep (Zymo
Research®, CA, USA) commercial kit. Samples had been previously submitted to a com-
bination of mechanic and enzymatic-digestion cell disruption, as described by Bag [27].
Briefly, 100 µL of the raw semen sample was broken down for 1 h with 10 mg/mL lysozyme,
4000 U/mL lysophosphatin, and 25,000 U/mL mutanolysin. Then, samples were mechan-
ically disrupted by high-speed homogenization (5000 rpm for 5 min) in grinding media
(0.1 and 0.5 mm-diameter ceramics beads). Then, DNA was extracted following the manu-
facturer’s instructions.

2.2.3. Next-Generation Sequencing Analysis

Next-generation analysis was performed using Ion semiconductor sequencing follow-
ing the protocol described by Quiñones [28].
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Data analysis was performed in the Ion Reporter server system (https://ionreporter.
thermofisher.com/ir/secure/home.html) (accessed on 15 October 2021). Hypervariable
region V3 was chosen for bacterial identification, as it has been suggested to detect a wider
range of bacterial species [29].

2.2.4. Statistical Analysis

Bray-Curtis dissimilarity was calculated among animals (Table 2) using the
following formula:

BCi,j = 1 −
2×Bi,j

Ai + Bj

BCi,j = Bray-Curtis dissimilarity.
Bi,j = sum of the lesser count of common families in groups A and B.
Ai = total number of bacterial families in group A.
Bj = total number of bacterial families in group B.
Values range from 0 to 1. Values closer to 1.00 mean more dissimilarity between

groups. Statistical analysis was performed using Microsoft Excel® 2013.

Table 2. Bray-Curtis dissimilarity. Values closer to 1.00 mean more dissimilarity between samples.
Numbers represent animals. PRE: Andalusian. Aa: Anglo-Arabian. Ar: Arabian. Values range from
0 to 1. Values closer to 1.00 mean more dissimilarity between groups.

Breed 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1 Ar - - - - - - - - - - - -
2 Aa 0.21 - - - - - - - - - - -
3 Ar 0.02 0.21 - - - - - - - - - -
4 PRE 0.20 0.15 0.22 - - - - - - - - -
5 PRE 0.32 0.18 0.34 0.15 - - - - - - - -
6 PRE 0.23 0.22 0.24 0.18 0.21 - - - - - - -
7 PRE 0.46 0.41 0.48 0.31 0.27 0.26 - - - - - -
8 PRE 0.22 0.26 0.24 0.26 0.44 0.13 0.35 - - - - -
9 PRE 0.45 0.40 0.47 0.27 0.22 0.35 0.25 0.46 - - - -
10 Ar 0.45 0.39 0.47 0.36 0.21 0.24 0.10 0.33 0.20 - - -
11 PRE 0.42 0.42 0.44 0.36 0.31 0.22 0.04 0.31 0.32 0.22 - -
12 Ar 0.39 0.32 0.37 0.28 0.19 0.17 0.13 0.25 0.27 0.16 0.12 -

3. Results

Quality control was performed by submitting the ZymoBIOMICS Microbial Com-
munity Standard® to the same extraction and analysis process as the rest of the samples.
The resulting composition showed minor variations compared to that provided by the
manufacturer (Figure 1).

Then, samples were submitted to a sperm quality analysis. Concentration, num-
ber of spermatozoa, total and progressive sperm motility parameters, and sperm DNA
fragmentation were included. Results are represented in Table 1.

Four common phyla were detected in samples and a total of 74 families. Phyla results
are represented in Figure 2.

Then, Bray-Curtis dissimilarity was calculated between animals. Results are repre-
sented in Table 2.

https://ionreporter.thermofisher.com/ir/secure/home.html
https://ionreporter.thermofisher.com/ir/secure/home.html
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4. Discussion

Our results show that there might be a correlation between some sperm quality
parameters and the seminal flora composition of healthy, fertile stallions, in particular,
Firmicutes phylum. Although there are some individual differences, the more abundant
phyla are common in all animals. Starting with Firmicutes phylum, the literature contains
divergent findings regarding the effect of bacterial families on sperm quality. Some authors
have highlighted the positive correlation between specific Firmicutes families and good
sperm quality. In this regard, Lactobacillus gender has been proven to have a protective effect
on spermatozoa [13,30–32]. The mechanisms of protection are not fully understood, but
they may be related to the antioxidant products exerted by lactobacilli in the extracellular
environment [32]. Additionally, the positive effects of lactobacilli supplementation on
sperm quality parameters have also been described in humans [19,20], mice [17], and
broilers [18]. Stallion semen is not abundant in the Lactobacillus genus [10,11], but there are
related bacterial families.

However, other authors have found some Firmicutes to have a detrimental effect
on sperm parameters. In the literature, we found Anaerococcus, a Clostridiales genus, to
have a detrimental effect on sperm quality [15,33]. The underlying mechanism needs
to be further studied. Another detrimental family is Mycoplasmataceae (specifically, its
Ureaplama genus) [24,34–36], whose pathogenic activity lies in acrosome damage [35]. This
family was not detected in our samples.

A dominant family in fertile stallions is Porphyromonadaceae [11]. According to our
results, this family is highly abundant, as it represents almost the whole Bacteroidetes
phylum. This family seems to be a natural component in fertile males [15,34]; however,
it is not as abundant as it is in horses. Regarding this family, it is necessary to highlight
that it is difficult to find in culture-based references, as it is a laborious process to culture
bacteria. The other highly dominant family in stallion semen is Corynebacteriaceae [10,11],
which has regularly been found in fertile individuals [10,23,37–40]. However, some authors
consider it has an opportunistic character [22,33,41]. It has been associated with a higher
activity of caspases [22], which is usually linked to apoptosis [42]. Its predominance has
also been linked to low motility [43].

Most infertility-related bacteria families belong to the Proteobacteria phylum, partic-
ularly to the Gammaproteobacteria class [13,24,35,44]. Enterobacteriaceae is included in
this group, which has been found to alter spermatozoa motility [22,35] and the proportion
of dead spermatozoa [22]; and Pseudomonadaceae [13,24,35,39,40], which may contain
opportunistic pathogenic species [13,45]. In stallions, the presence of the Enterobacteriaceae
family typically has a fecal origin [46] and worsens various seminal parameters [22,39,40].
Regarding Pseudomonadaceae, this family has been related to lower values of motility and
integrity parameters [23,46,47], while other authors agree to consider it an opportunistic
pathogen [40]. However, this family has been regularly found in the semen of fertile stal-
lions [46,48]. The negative impact of these two families has also been found in boars [45].
In our case, Enterobacteriaceae only appeared in one horse (0.19%) and Pseudomonadaceae
in just two (0.06% and 0.04%).

Bacteria in stallion semen have long been associated with a detrimental impact on
fertility [23] as well as with a lower storage capacity [22]. Our study wanted to show that
there may be certain bacterial families that harmoniously dwell in semen.

Regarding the strengths and limitations of our paper, next-generation sequencing
is a better tool to characterize the seminal flora, as it overcomes laborious-to-culture
bacteria [10,11,28,49]. However, the data process may be more complicated [50]. Finally,
we mostly compared our findings with those of experiments carried out on humans, as
animal references are extremely scarce. Further studies including a larger number of
animals, including subfertile stallions with low sperm quality, are needed in order to find
the possible relationship between the seminal microbiome and sperm quality.
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5. Conclusions

In conclusion, four common bacterial phyla are present in all the stallions evaluated:
Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, and Proteobacteria. Although proportions vary
among individuals, sperm quality values are similar. Further studies are needed to better
understand the interactions between seminal flora and sperm quality.
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CONCLUSIONES 
 

Según los objetivos propuestos y los resultados obtenidos, se puede concluir lo 

siguiente: 

Conclusión 1. Existen diferencias entre la integridad del ADN espermático y la 

fertilidad in vivo del semen refrigerado durante la temporada reproductiva, 

obteniendo una menor fragmentación y mayores tasas de gestación en 

primavera. Ello respalda la recomendación de emplear el semen refrigerado y 

realizar la inseminación artificial durante el inicio de la temporada reproductiva. 

Además, los sementales con mayor porcentaje de fragmentación espermática 

mostraron unos niveles de fertilidad más bajos a lo largo de la temporada 

reproductiva. 

Conclusión 2. El análisis del ADN espermático equino se ajusta mejor a un 

modelo matemático polinómico de segundo grado, siendo la primavera la mejor 

estación para recoger y elaborar dosis de semen refrigeradas en cuanto al 

mantenimiento de la integridad del ADN espermático equino se refiere. 

Conclusión 3. La microbiota seminal equina está formada principalmente por 

bacterias de las familias Porphyromonadaceae, Peptoniphilaceae, 

Corynebacteriaceae y Prevotellaceae, existiendo una alta variabilidad 

interindividual. Estos resultados concuerdan con los hallados en otros estudios, 

pero no con otras especies animales. También se concluye que la variabilidad 

entre individuos no se relaciona con cambios en los valores de calidad 

espermática. 



 

Conclusión 4. La composición de la microbiota seminal del caballo varía entre el 

estado de portador y no portador de Taylorella equigenitalis. Las mayores 

diferencias se encontraron en la familia Corynebacteriaceae, aumentada en el 

caso del estado portador; y las familias Porphyromonadaceae y Bacteroidaceae, 

aumentadas en el estado no portador, Además, se ha observado que es posible 

detectar el estado portador del agente causante de la metritis equina contagiosa 

usando secuenciación de nueva generación.  
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