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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar efecto de la época del afio sobre el
volumen, concentracion y motilidad espermética de caballos Cuarto de Milla en
el norte de México. El presente estudio se llevo a cabo en el norte de México. Se
utilizaron 5 sementales a los que se determind la calidad seminal (volumen,
motilidad, concentracion) en base a registros del afio 2020 al 2022. El promedio
general en cuanto a la concentracion (114x1076/ml), volumen (39.3+2.2),
motilidad (78+1.1) no difirid6 (P>0.05) entre las épocas (invierno, primavera,
verano) del afio. Los resultados del presente estudio demuestran que la época
del afio no afecta la calidad espermética. En conclusion, la época del afio no tuvo
un efecto sobre el volumen, concentracion y motilidad espermatica en caballos
Cuarto de Milla.

Palabras claves: Concentracion Esperméatica, Volumen del Eyaculado,

motilidad, Epoca, Sementales.

vii



| INTRODUCCION
La poblacion de equinos en México es alrededor de 6,257,978 cabezas, la

crianza de estos animales tiene diferente fin zootécnico, como la reproduccion,
deporte, charreria, trabajo, etc. Lo anterior, va de acuerdo con el tamafio, peso,
y complexion fisica lo cual determina el trabajo que desempefian estos animales
(Vazquez et al., 2017). En la cria ecuestre, el semental representa el mayor valor
econdmico y responsabilidad en el mejoramiento genético del criadero, por el
hecho de ser el Unico exigido para cubrir un gran nimero de yeguas. De esta
forma, la eficiencia reproductiva del criadero depende de la fertilidad del garafién
ya sea a través de monta natural o por la inseminacion artificial (IA) con semen

fresco, refrigerado o congelado (Andrade et al., 2011).

La evaluacién en sementales y machos jévenes candidatos a la cria para la
difusién de razas a nivel local y regional en crianza natural y/o con el uso de
reproduccion asistida (Vazquez et al., 2017), con las caracteristicas genotipicas
deseadas, lo cual permitira el nacimiento de un potro con fenotipo y habilidades
deportivas y caracter escogidos por el criador (Vélez, 2016).

La evaluacion del potencial de fertilidad del macho se basa en el analisis de las
caracteristicas espermaticas bésicas (concentracion, motilidad y morfologia).
Asi, el estudio de la morfologia espermatica es un elemento fundamental en el
analisis seminal, sin embargo, esta ha sido sesgado por las diversas técnicas
gue son utilizadas en la evaluacién seminal (Gacem et al., 2021). Lo anterior, es
fundamental en la determinacion de la capacidad fecundante del semen para
lograr optimizar los resultados de las tecnologias de reproduccion asistida que
se aplican en los programas de crianza en la especie equina (Betancur y
Cadavid, 2013).

Por otra parte, para determinar la capacidad reproductiva del semental, es
primordial conocer la anatomia y fisiologia del aparato reproductor del macho
principalmente los testiculos, epididimos, conductos deferentes, ampollas
deferentes, uretra, glandulas accesorias (prostata, glandulas vesiculares y

glandulas bulbouretrales), pene y prepucio, los cuales presentan diferencias



anatomicas (Figura 1) entre las especies (Galina y Valencia, 2008). Por lo
anterior, en la actualidad se han desarrollado diversos métodos para llevar a
cabo el andlisis de la calidad seminal, a través de nuevos métodos y técnicas.
Por ejemplo, el sistema de analisis de semen asistido por computador (CASA)
permite que la evaluacion espermatica ya sea de manera objetiva y precisa,
incluyendo la determinacion de nuevas variables en la motilidad espermética
(Betancur y Cadavid, 2013).



1.1HIPOTESIS
La época del afio no afecta el volumen, concentracion y motilidad esperméatica

del de sementales Cuarto de Milla en el norte de México

1.20BJETIVO
Determinar el efecto de la época del afio sobre el volumen, concentracién y

motilidad espermatica de caballos Cuarto de Milla en el norte de México.



Il REVISION DE LITERATURA

2.1 Anatomia del macho
En el macho el examen reproductivo no solo debe de evaluar las caracteristicas

del semen, sino también el estado fisico general del garafién y la habilidad y
condicion para llevar a cabo la monta (Porta et al., 2009). EI conocer como
funciona cada uno de los érganos del sistema reproductor del macho nos lleva a
optimizar al garafién y por ende tener éxito en el ambito reproductivo (Giraldo et
al.,2006; Betancur y Cadavid., 2013).

vesicula ureter
Recto seminal

lig. suspenseorid
cuerpo del pené

Testiculo
Saco escrotfal

Cuerpo esponjoso

Figura 1 Tracto reproductivo del macho equino vista de diseccién sagital
(Luna, 2019).



2.2 Organos reproductores internos

2.2.1 Testiculos
El testiculo es la gbnada y el sitio donde se producen los espermatozoides y

ademas poseen una intensa actividad endocrina (Boeta et al., 2018), de las
hormonas masculinas como la testosterona. Los testiculos tienen una forma
ovoide, el tamafo del testiculo puede variar de acuerdo a la edad y raza del
semental. Este va desde 80 a 140 mm. de longitud, y de 50 a 80 mm. de ancho,
y pueden pesar 225 g. Las bolsas que envuelven al testiculo son la tinica
albuginea, enseguida se encuentra la tanica vaginal, recubren al testiculo y al
cordon espermatico. EI musculo cremaster se inserta en el borde dorsal del
testiculo (Galina y Valencia, 2008; Porta et al., 2009).

Los tdbulos seminiferos se unen y convergen en el borde de la unién del
testiculo, aqui es donde varios conductos atraviesan la albuginea y penetran en
la cabeza del epididimo. La arteria espermatica, es una rama de la aorta
posterior, lleva sangre al testiculo y sale en forma de vena espermatica. El
testiculo esta inervado por el nervio espermatico, cuyo origen es parasimpatico
(Hafez, 2000).

Ductus deferens

Body of epididymis Head of epididymis
Tail of epididymis

Straight tubules | == Efferent ductules

Rete testis

Figura 2. El sistema tubular del testiculo (Tomado de Blanc et al., 2003)



2.2.2 Epididimo

El epididimo esta dividido en tres partes: cabeza, cuerpo y cola Los tubulos
seminiferos (alrededor de 13-15) se retnen al atravesar la tinica albuginea en
un conducto Unico para formar la cabeza. El cuerpo esta adherido a la parte
dorsal del testiculo. La cola se localiza en la extremidad inferior del testiculo que
continta en el conducto deferente, el cual se incorpora al cordén espermatico
junto con los vasos sanguineos Y linfaticos del testiculo, para llevar el semen
hacia la uretra (figura 2) (Porta et al., 2009). La funcion del epididimo es la de
almacenar, madurar y transportar los espermatozoides hacia los conductos
deferentes (Porta et al., 2009).

2.2.3 Conducto deferente

Es una continuacién de la cola del epididimo donde los espermatozoides se
transportan desde la cola del epididimo hasta la uretra a través del conducto
deferente, es un conducto pequefio que se encuentra rodeado de una capa
muscular (Blanc et al., 2003). La luz de este conducto es de 4-5mm es constante,
aunque la pared se engruesa para formar la ampolla unos 18mm antes de la
entrada a la uretra, esto se debe a la presencia de numerosas glandulas en la
vesicula. La unién de la uretra es conjunta con los conductos excretores de las

vesiculas seminales (Hafez, 2000).

2.2.4 Glandulas sexuales accesorias

Las glandulas sexuales accesorias son: 2 glandulas vesiculares, préstata y 2
glandulas bulbo uretrales. Las glandulas vesiculares son sacos alargados y
huecos, miden de 15 a 20 cm. de largo y 5 cm. de diametro. La préstata es una
glandula simple, nodular, con dos I6bulos estrechos, conectada por un istmo
delgado.

Las glandulas bulbo uretrales se encuentran en cada lado de la uretra pélvica

cerca del arco isquiatico (Blanc et al., 2003).



FLRP \

Ampulla

Seminal
vesicle

Prostate gland

— Bulbourethral gland

|

Figura 3 Esquema de la relacion de las glandulas accesorias con respecto
al hueso de la pelvis ( Blanc et al., 2003).

2.2.5 Uretra

La uretra es un tubo que se extiende de la vejiga hacia la tltima porcién del pene
la porcion pélvica de la uretra esta cubierta por un musculo delgado llamado
musculo uretral, que se contrae vigorosamente durante la eyaculacion. La uretra
termina en una extension libre llamada proceso uretral. La uretra dentro del pene
se encuentra rodeada por el cuerpo esponjoso, que es un area cavernosa de
tejido eréctil. La uretra sirve como canal excretorio de la orina y el semen (Boeta
et al., 2018).

2.3 Organos reproductores externos

2.3.1Escroto

El escroto es una bolsa de piel conformado por dos sacos divididos por un rafe
central. Esta conformado por cuatro capas, la capa exterior es la piel que es mas
delgada que el resto del cuerpo. Debajo de la piel se encuentra la tinica dartos,
esta formada por musculo liso y tejido conectivo. La tercera capa o fascia escrotal
esta formada por tejido conectivo laxo, esta capa proporciona una gran movilidad
al testiculo dentro del escroto. La capa mas interna es la tanica vaginal, es un
saco membranoso que se extiende desde la cavidad abdominal y pasa a través
del anillo inguinal hasta el final del escroto. Parte de esta membrana cubre parte
del testiculo y el epididimo, también es parte del corddén espermatico. El escroto

se encarga de revestir y proteger a los testiculos, epididimo, corddn espermético



y musculo cremaster; también juega un papel vital en la termorregulacion
gonadal (Jaramillo, 2007).

El sistema circulatorio del escroto esta constituido por ramas de la arteria y vena
pudenda externa. La linfa es dirigida hacia el nédulo linfatico inguinal superficial.
La inervacion se deriva de las ramas ventrales de los nervios lumbares segundo

y tercero (Galina y Valencia, 2008).

2.3.2 Pene

El pene del caballo mide alrededor de 50 cm. de largo y de 3 a 6 cm. de diametro.
Durante la ereccion el pene dobla su tamafio, tiene forma cilindrica y ligeramente
comprimido lateralmente. Este se divide en tres porciones: la raiz que se
encuentra adherida al hueso de la pelvis; el cuerpo es la porcion principal del
pene; y el glande que es su parte terminal (Hafez, 2000).

La raiz del pene esta adherida firmemente al arco isquiatico gracias a dos fuertes
ligamentos crurales; el pene del caballo es del tipo musculo cavernoso, debido a
gue el tejido eréctil estd compuesto predominantemente de espacios cavernoso
en lugar de travéculas de tejido fibroso (como en el caso del pene fibroelastico
del toro) (Hafez, 2000; Galina y Valencia, 2008).

El pene esta compuesto de tres cuerpos cavernosos: el cuerpo cavernoso del
pene, el cuerpo esponjoso, y el cuerpo esponjoso del glande. El cuerpo
cavernoso del pene se extiende a todo lo largo del cuerpo del pene y esta
cubierto por la gruesa tunica albuginea. La ereccion precopulatoria del caballo,
se debe principalmente a la acumulacion de sangre, provocada por la dilatacion
de las arterias, vasos y nervios asociados al pene que irrigan los cuerpos
cavernosos, causada por la excitacién sexual (Jaramillo, 2007; Brinsko et al.,
2011)



Internal lamina
Preputial ring

Attachment of internal
lamina of prepuce

Corona glandis

Glans
penis

External lamina Scrotum

Free portion of Preputial orifice

Urethral the penile body

process
Collum glandis

Figura 4 Estructuras del pene y el prepucio del semental (Brinsko; et al.,
2011)

2.3.1Prepucio

El prepucio cubre y protege el pene no erecto a diferencia de otras especies el
prepucio del caballo se dobla alrededor del pene no erecto formando dos sacos
distintivos; un prepucio externo y otro interno. El prepucio externo consiste de
una lamina interna y externa que convergen para originar el orificio prepucial.
Unicamente la lamina externa del prepucio externo esta expuesta cuando el pene
no esta extendido, el prepucio externo del caballo es igual al de las otras
especies domésticas; sin embargo, su lamina interna no se adhiere directamente
al pene del caballo, si no que continla como el prepucio interno, que esta
compuesto también por una lamina interna y otra externa, que forman el anillo
prepucial. El prepucio interno separa la cavidad prepucial en dos

compartimientos separados (Brinsko et al., 2011).

2.4 Espermatogénesis

Es el proceso cronolégicamente organizado que involucra la multiplicacion y
diferenciacion de las células germinales (espermatogonias) localizadas en el
epitelio seminifero del testiculo, que resulta en la formacion de células
especializadas llamadas “espermatozoides” que constituyen el gameto del
macho (Galina y Valencia, 2008; Boeta et al., 2018).

Los espermatozoides son células extremadamente especializadas vy
experimentan cambios genéticos, moleculares y fisioldgicos que no se observan
en otras ceélulas, es una célula haploide altamente diferenciada, que tiene por
funcién transportar el genoma del macho y fusionarse con el gameto de la

hembra (el ovocito), para dar lugar a un nuevo individuo diploide y propagar asi
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la especie. Desde el punto de vista evolutivo, los espermatozoides constituyen
un modelo celular de interés excepcional, ya que se encuentran entre las células
mas divergentes de los seres vivos, presentando tamafos y formas muy variadas
(Rodriguez, 2018 Sanchez, 2019).

En todos los mamiferos la espermatogénesis depende del eje hipotalamo-
hipdfisis- testiculo, en donde se involucran la accidén de las gonadotropinas, el
mecanismo de feedback de los esteroides, las proteinas y la modulacion
paracrina y autocrina de muchas sustancias y factores de crecimiento. Por otro
lado la secrecidon de la hormona liberadora de gonadotropina, de las hormonas
de la pituitaria anterior, LH, FSH y las hormonas testiculares como los
androgenos y la inhibina. La testosterona es muy importante ya que mantiene y
restaura el proceso de espermatogénesis en los testiculos de animales adultos,
mientras que la LH estimula la sintesis androgénica en las células de Leydig de
los testiculos estos andrégenos regulan localmente la produccion espermética y
realizan una retroaccién negativa hacia el hipotalamo para controlar la liberacion
de GnRH y asi la expansion de la espermatogénesis en la pubertad (Blanc et al.,
2003; Galina y Valencia, 2008)(Blanc et al. 2003).

La espermatogonia juega un papel fundamental en la regulacion de la
espermatogénesis, sin embargo, sus detalles siguen siendo relativamente
oscuros en especies no roedores. El testiculo equino contiene aproximadamente
un 100% mas de espermatogonias en el verano que en el invierno y parece ser
un buen modelo para identificar los componentes flexibles de Ila
espermatogénesis que causan cambios estacionales en la produccion diaria de
esperma en el semental, las diferencias estacionales son mayores en el nimero

de espermatogonias que en la produccion de esperma (Brinsko et al., 2011).

2.5 Fases de la espermatogénesis

La espermatogénesis se puede dividir en espermatocitogénesis,
espermatidogénesis (meiosis), espermiogénesis y Espermiacion (Vera, 2018),
en el caballo, esta secuencia dura aproximadamente de 55 a 57 dias (Boeta et
al., 2018).
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2.5.1 La fase proliferativa

Espermatocitogénesis es un ciclo de proliferacion de las espermatogonias por
medio de la mitosis para producir espermatocitos primarios y al mismo tiempo
generar nuevamente un numero propio y continuar con la linea de células
germinales, con una duracion de 19.5 dias en los caballos (garafiones) (Galina
y Valencia, 2008).

2.5.2 La fase meiotica

Espermatidogénesis es la segunda fase donde comienza la division meiética,
mediante la cual el espermatocito primario diploide va a originar dos
espermatocitos secundarios donde ocurren los cambios de material genético de
los pares de cromosomas las fases de esta division son iguales a los que ocurren
en la meiosis de la hembra. Durante este periodo no solo se realiza la reduccién
en el numero de cromosomas somaticas sino también los cromosomas sexuales.
Se separan de manera que un espermatocito secundario recibe el cromosoma X
y el otro el cromosoma Y. En la segunda division meiética de cada espermatocito
secundario se produce dos esperméatidas originando las espermatides haploides,
gue son células de mayor tamafio y mas diferenciadas teniendo una duracién de
19.4 dias (Boeta et al., 2018).

2.5.3 La fase de diferenciacién o fase espermatogénica

Espermiogénesis es la porcibn de la espermatogénesis que implica la
maduracion y transformacion estructuralmente de las espermétidas redondas en
espermatozoides que poseen una cabeza aplanada con el nicleo condensado y
una vesicula con enzimas especializadas y la cola que es necesaria para la
motilidad. Estos cambios ocurren cuando las espermatidas estan en contacto
con las células de Sertoli, esta fase no involucra divisiones celulares y tiene una
duracion de 18.6 dias (Hafez, 2000; Galina y Valencia, 2008).

2.5.4 Espermiacion

En esta ultima fase se rompen las uniones de la espermatida madura y las
células de Sertoli quedando liberada al lumen de los tubulos seminiferos, donde
finalmente ocurre la maduracién y adquieren la habilidad de fertilizacion, proceso
que dura de 9 a 14 dias. Es entonces que los espermatozoides presentes en el

eyaculado se han producido de los eventos ocurridos en 2 meses anteriores que
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influyeron en transporte y maduracion de los espermatozoides a través del
epididimo (Luna, 2019; Sanchez, 2019).
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Figura 5 Fases de la espermatogénesis: espermacitogénesis,
espermatidogénesis, espermiogénesis, espermiacion (Luna, 2019).

2.6 Pubertad y estacionalidad reproductiva

La pubertad marca el inicio de la vida reproductiva del animal, cuando es capaz
de liberar gametos viables en el macho durante la primera eyaculacién con
espermatozoides viables lo que permite integrar al individuo a su ciclo productivo,
la edad en que los caballos alcanzan la pubertad varia de los 12 a los 24 meses
dependiendo de raza unas son mas precoces que otras(Boeta et al., 2018),
estado nutricional y la estacibn de nacimiento pueden influenciar éste
proceso(Jaramillo, 2007). La estacionalidad es una caracteristica de adaptacion
gue han desarrollado algunas especies para hacer mas eficiente la reproduccion

y la supervivencia de las crias (Blanc et al., 2003; Boeta et al., 2018).

2.7 Estacionalidad Reproductiva
Las yeguas presentan particularidades en la fisiologia reproductiva, la principal
es que es poliestrica estacional de fotoperiodo largo, presenta ciclos de duracion

variable del ciclo estral en las yeguas es de aproximadamente 21 + 3 dias, se
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describe comunmente como una combinacion de una fase folicular, o celo donde
la yegua es receptiva al semental y comprende de 5-7 dias, este es muy variable
ya que al final de la etapa reproductiva la duracion es de 7 a 12 dias y alrededor
del solsticio de verano es mas corto durando de 3 a 4 dias, y una fase litea o
diestro donde no existe aceptacion y este finaliza con la regresion del cuerpo
luteo debido a la liberacidon de prostaglandinas (PGF2a) en el endometrio, con
una duracion de 14-15 dias (Boeta et al., 2018).

Generalmente, los cambios en las caracteristicas seminales del caballo y su
comportamiento sexual, causado por la estacién, coinciden con la estacion
reproductiva de la yegua. Los principales factores que determinan la produccion
espermética son la época del afio, la talla testicular y la frecuencia de
eyaculacion (Brinsko et al., 2011) sefalaron variaciones en las caracteristicas
seminales del caballo, por los efectos estacionales con variaciones en el nUmero
de espermatogonias, espermatocitos y produccion diaria de semen (Andrade et
al., 2011).

Como resultado en el hemisferio norte, las concentraciones de hormonas
sexuales en plasma periférico muestran un patron estacional definido con un
aumento que comienza en febrero, maximo en abril y mayo y valores bajos

nuevamente en el periodo de octubre a noviembre (Luna, 2019).

2.7.1 Estacionalidad en el Macho

El macho es menos afectado que la hembra por los cambios propios de cada
época del afio, ya que su funcién reproductiva no necesariamente se interrumpe
durante la época de anestro o de descanso sexual, aunque la produccion de las
hormonas reproductivas, el tamafio y el tono testicular, la libido, las
caracteristicas cualitativas y cuantitativas del eyaculado y la fertilidad de los
espermatozoides pueden verse disminuidas. El nivel de afectacion depende del
grado de estacionalidad de la raza y de la latitud. Hay que separar, por ultimo,
los efectos del fotoperiodo, de los nutricionales que también varian con la época
del afio (Boeta et al., 2018).

Los garafiones experimentan cambios fisioldgicos durante la temporada no

reproductiva que incluyen disminucion en el tamafio testicular y disminucién de
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la concentracion de la testosterona en suero (Rodriguez, 2018) y se ha

determinado que influye en la calidad seminal (Rua et al., 2016).

2.8 Evaluacion del Semen

Es importante sefialar que, existe un alto grado de variabilidad en la calidad del
semen entre los machos e incluso entre los eyaculados de un mismo animal
(Cabrera et al., 2014), la evaluaciéon del semen equino debe comenzar
inmediatamente después de la colecta (Jaramillo, 2007) y los indicadores de la
fertilidad del semental son las tasas de gestacion y natalidad, pero ambos son
retrospectivos y estan influenciados por factores independientes de la fertilidad
del caballo como son la fertilidad de la hembra y el manejo reproductivo (Cepeda,
2014).

La determinacion de las caracteristicas cualitativas y cuantitativas del semen de
aquellos animales que se utilizan o que se van a emplear en la reproduccion, es
uno de los aspectos fundamentales al evaluar la capacidad reproductiva de los
machos (Castro y Chacén, 2016). La evaluacion macroscoépica del semen
comprende la apreciacion del volumen, el color, el aspecto, el olor y el pH;
mientras que la evaluacién microscopica incluye la determinacion de la
concentracion, la motilidad y la morfologia esperméticas. Debe efectuarse en
condiciones adecuadas de temperatura, entre 37 y 38 °C, el material que se
utilice debe encontrase limpio y seco, y estar a la misma temperatura a la que se

mantiene el semen (Boeta et al., 2018).

El espermatozoide de los mamiferos consta de 5 regiones; cabeza, cuello, pieza
intermedia, pieza principal y pieza terminal. Tienen un ndcleo condensado, una
membrana plasmatica sensible a cambios térmicos y osmoéticos y las
mitocondrias (Barroso, 2006). La cabeza del espermatozoide esta formada por
un nudcleo, el acrosoma, estructuras del citoesqueleto y una pequefia cantidad
de citoplasma. El cuello es la union de la cabeza o pieza intermedia, esta
formado por capitulum, mitocondrias, centriolo proximal, columnas laminadas
gue ayudan a la flexibilidad y movimiento. El flagelo ayuda al movimiento y esta
formado por: pieza intermedia, pieza principal y pieza terminal, todos estos estan
formados por el axonema que es la estructura que hace el movimiento. El

axonema esta formado por micro tubulos (Vélez, 2016; Rodriguez 2018), la
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integridad de la membrana plasmatica puede ser considerada como un indicador
indirecto de la vitalidad de los espermatozoides (Lozano et al., 2011(Betancur y
Cadavid 2013).

2.8.1 Evaluacion macroscopica del semen

2.8.1.1 Volumen

Una vez separada la porcién espermatica del gel obtenido que también es
variable, de no presentarse a estar en un volumen bastante elevado. (Hafez,
2000; Cepeda 2014) se procedera a la evaluacion macroscopica, la cual provee
una informacioén estimada de la concentracion y calidad del semen, el volumen;
por si solo no es un factor determinante en la fertilidad, es usado en el calculo
del numero total de espermatozoides en el eyaculado. A pesar de que el volumen
puede variar de acuerdo a la estacion reproductiva asi como por el uso como

reproductor la media, es de 45 £30 ml (Fernando et al., 2011).

El volumen total de la eyaculacion del caballo es en promedio de 60 a 70 ml con
un rango de entre 30 y 300 ml. El pH del semen equino es ligeramente basico,
con un rango de 7.2 a 7.7, y se determina usando un potenciémetro
preferentemente en la primera hora después de obtenido el semen. (Miré et al.,
2011; Cepeda, 2014).

Son varios los factores que pueden afectar el volumen de semen obtenido en un
semental como el individuo, la raza, la edad, la frecuencia de recogida, el nivel

de estimulacién o la época del afio(Brinsko et al., 2011)

El volumen obtenido se evalla tras la recoleccion utilizando el mismo recipiente
utilizado en la recogida (que consta de un filtro que permita eliminar la fraccion
gel y la mayor parte de la suciedad) o bien tras filtrarlo y transferirlo a un
recipiente escalado y atemperado (Cepeda, 2014); el semen fresco equino tiene
una apariencia opaca gris blanquecina y la deteccién de cambios en el color que
puedan ser asociadas a la presencia de detritos, sangre u orina, que pueden
afectar severamente la calidad del semen e indicar un desorden en el tracto

reproductivo o urinario (Jaramillo, 2007).
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2.8.2 Evaluacién microscoépica del semen

2.8.2.1 Motilidad

En la actualidad, el método mas comun para determinar la motilidad de los
espermatozoides de los sementales es la estimacion visual, usando el
microscopio (Pérez et al., 2017). La evaluaciéon de la motilidad de los
espermatozoides se considera un determinante importante en el semen del
semental (Acufia, 2011; Sanchez, 2019) debido a su papel esencial para el
transporte del material genético hasta el sitio de la fertilizacion (Sanchez, 2019).

Existen dos tipos de movimiento espermatico, un movimiento activo, propio de
los espermatozoides eyaculados y cuya finalidad es avanzar en el tracto
reproductor de la hembra (Rodriguez, 2018), el patron de motilidad progresiva
en el caballo no es tan rectilineo como en otras especies y el porcentaje normal
de motilidad progresiva es de 75 %, con un rango de 60 a 95 %. (Ortega, 2011;
Sanchez, 2019).

La movilidad espermética es evaluada usando un microscopio Optico de
contraste de fase y un ambiente térmico, la muestra se evalta en funcién del
porcentaje de células en movimiento. Sin embargo, hay varios tipos de
movimiento de los espermatozoides (vibratorio, circular, oscilatorio, progresivo
lento y répido), cuyas clasificaciones pueden ser empleadas para las diferentes
especies (Betancur y Cadavid, 2013), el sistema CASA es, a partir de entonces,
capaz de determinar una serie de variables, incluyendo el numero de
espermatozoides en movimiento, velocidad curvilinea (VCL), velocidad lineal
(VSL), coeficiente lineal (LIN), coeficiente de rectitud (STR), frecuencia de
desplazamiento de la cabeza (BCF), etc. Las variables cinematicas obtenidas de
CASA, que no pueden ser determinadas por el ojo humano, son utiles para fines
de investigacion, permitiendo, por ejemplo, identificar subpoblaciones de
espermatozoides que coexisten en un eyaculado de semental (Morrell, 1997;
Tejerina et al., 2009; Restrepo et al., 2013).
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2.8.2.2 Concentracion

La concentracion espermética es la cantidad de espermatozoides en un volumen
establecido, generalmente es de un mililitro. Para determinar la concentracion se
puede usar el hematocitometro, también llamado camara de Neubauer o de
Spencer, el espectrofotometro, el fotocolorimetro, o bien un contador
fotoeléctrico de células el densimetro equino® (Animal Reproduction Systems) o
el Spermecue® (Minitube), los cuales consisten en sistemas portatiles y rpidos,
qgue tienen como limitante su alto costo, y el hecho de ser precisos solamente

con semen fresco (Porta et al., 2009; Betancur y Cadavid, 2013).

Los valores de concentracién espermatica media fluctian entre los 150-300
millones/ml con un rango de variacion muy amplio (50--800 millones/ml) (Hafez,
2000; Rua et al., 2016), dado que ademas de proveer informacion sobre la
capacidad fecundante, también es necesario para definir las tasas de dilucion, o
la cantidad de dosis para la inseminacion artificial (Stornelli et al., 2017; Boeta et
al., 2018; Gacem et al., 2021).
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2.3 Métodos de Obtencién de Semen

2.3.1 Vagina artificial

Es el método de eleccion para la obtencién de semen en los machos rumiantes
y en el garafion. Consiste en la utilizacion de un tubo rigido que contiene una
valvula, y en cuyo interior se introduce una manga de latex, que se pliega en
ambos extremos. La recamara que se forma entre la pared del latex y la pared
del tubo se llena con agua caliente a una temperatura de entre 42 y 45 °C, lo que
constituye un estimulo para la eyaculacion. La obtencidén de semen se realiza al

montar al macho sobre una hembra o un maniqui.

Existen diferentes modelos de vaginas artificiales disponibles para recolectar
semen de sementales. Los modelos de Missouri y Colorado en los Estados
Unidos, Hannover en Europa, todos estos modelos se basan en el concepto de
una vejiga llena de agua caliente/tibia para proporcionar la presion y la
temperatura adecuadas para estimular la eyaculacion de los sementales
(Dalmau, 2012; Vélez, 2016(Dalmau 2012); Alvarenga et al., 2016).

Cuando se tengan preparados tanto a la hembra como al semental, se saca el
recipiente colector de semen de la incubadora y se termina de ensamblar la
vagina. Se debe revisar que la vagina tenga una temperatura interna de 42 a 45
°C al momento de la coleccion y con la suficiente presion (Dalmau, 2012). Para
la coleccion del semen se requieren por lo menos tres personas: un manejador
de la yegua, otro del semental y un operador de la vagina artificial. Cuando el
garafibn empieza a eyacular el operador de la vagina puede sentir las
pulsaciones en la base del pene, las cuales se asocian con el movimiento
caracteristico de la cola, conocido como “bandereo”. La vagina se retira hasta
gue termine la eyaculacion y el pene del animal haya perdido su ereccién.(Porta
et al., 2009)



19

IIl. MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de estudio

El estudio se realizdé en el Centro de Reproduccion los Potrillos ubicado en el
municipio de Cuauhtémoc se localiza en la de latitud norte 28° 25"; longitud oeste
106° 52"; con una altitud de 2,060 msn. (INAFED, 2015). El clima es considerado
semiseco y templado con una precipitaciéon media anual de 530 mm/afio, y la
temperatura media anual es de 18° C, pero alcanza temperaturas de hasta 30°C
en temporadas calidas (primavera y verano) y 10°C en temporadas frias (otofio
e invierno)(CONAGUA, 2015).

3.1.1 Animales y su manejo

Se utilizaron 5 sementales de la raza Cuarto de Milla con edades entre 7- 11
afios y con buen estado de salud y con un peso vivo de entre 500 -700 kg y una
condicion corporal de 5 (escala del 1 al 9), los sementales se mantienen alojados
en caballerizas de 6 X 12 m donde 50% tienen techo y el resto les sirve para
area de sol, con piso de tierra y cama de arena; la alimentacion que reciben es
a base de alfalfa y concentrado al 14% de PC y agua a libre acceso como lo
establece la Organizacion Mundial de Salud Animal (Sanchez et al., 2015).
Ademas, los sementales se ejercitan diariamente por las mafianas durante 40
minutos en un caminador eléctrico y 3 veces a la semana se sueltan por las

tardes en un corral de 40x50 m en el que permanecen 2 horas.

3.2 Recoleccion de semen
Para la recoleccion de semen se contd con una yegua en celo, la cual se metio
dentro del chut y esta es sujetada por un técnico capacitado para evitar que se

asuste a la hora de la presentacién con el semental.
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Figura 6 Yegua en celo dentro del chut para estimular al semental.
Se utiliz6 una vagina artificial tipo Missouri de liner de latex con valvula,
adaptador de valvula, asa de cuero, acondicionador AV y botella de coleccion

(Dalmau, 2012).

Figura 7 Vagina artificial tipo Missouri.
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Una vez armada la vagina artificial, se llené de agua a 54°C. para obtener una
temperatura interna de 45-48°C. o0 menos. Una vez listos tanto el semental y la
yegua se le coloco al interior de la vagina gel lubricante no espermicida.

El proceso de recoleccién de semen requirié de tres personas, una manejando

a la yegua, otra al semental y el que manipula la vagina artificial.

Primero se present0 al semental frente a la yegua para que éste se estimule,

después continu6 el cortejo, olfateo y mordiscos para luego llevarlo al Dummy.

Figura 8 Semental olfateando a yegua

Una vez erecto el pene se realiza el lavado con agua a temperatura de 35° C
aproximadamente y el secado con servilletas, con el fin de obtener el semen libre
de impurezas, debe lavarse especialmente la fosa uretral, con agua tibia para
eliminar el esmegma y los microorganismos justo antes de la extraccion. Es
importante evitar el uso de soluciones bactericidas que puedan alterar la flora
bacteriana normal del pene (Alvarenga et al., 2016).
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Figura 9 Lavado y secado del pene del semental.

Se lleva al semental al dummy de monta, donde el manejador llevaba al caballo
en linea recta y una vez que el semental monté al dummy, el operador de la
vagina desvio el pene hacia la vagina artificial, se introducia el pene, dejando la
vagina paralela al dummy de monta, se revisaban las pulsaciones uretrales y se
confirmaba la eyaculacién con la observacion del “bandereo” de la cola
caracteristico (sefal de eyaculacion) y el operador fue cambiando la posicién de

la vagina conforme se retraia el pene del semental (Dalmau, 2012).

Figura 10 Semental montado en el dummy y operario colectando con
vagina artificial tipo Missouri.
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Obtenido el eyaculado se procede a su evaluacidbn macro y microscopicas del

semen (motilidad, morfologia, concentracion) (Castro y Chacon, 2016).
3.3 Evaluacién seminal

3.3. 1 Determinacion de volumenes eyaculatorios libres de gel

El volumen libre de gel se obtuvo filtrando 2 veces el eyaculado y se midio
utilizando cilindros de vidrio graduados con capacidad de 250 ml, obteniendo la
muestra del vaso recolector y vertiendo el contenido por la pared del probeta
graduada en su totalidad y asi poder cuantificar el volumen expresado en

mililitros (Restrepo y Restrepo, 2011; Restrepo et al., 2013; Duque et al., 2017).

Figura 11 Filtrado del eyaculado para la eliminacion de gel e impurezas y
medicion de volumen.

3.3.2 Determinacion de la concentraciéon espermaética

Se evalué mediante un Fotdmetro SDM 1 para andlisis de la concentracion de
semen (Figura 12), se calibré primero con una microcubeta espesifica para la
especie y una vez calibrado, se depositd6 semen con una pipeta en la
microcubeta, que se absorbié por capilaridad, y se colocé en la rejilla del
fotdbmetro. Los valores dados por el fotbmetro SDM 1 aparecen directamente
como numero de particulas contadas por millén en un mililitro de volumen, los
resultados de todas las muestras se anotaron en la bitdcora (Minitube, s/f).
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Figura 12 Fotémetro SDM 1 para andlisis de la concentracion de semen

3.3.3 Determinacion de la motilidad espermatica

Para evaluar la motilidad es importante que todos los instrumentos que tengan
contacto con el semen, deben estar limpios, estériles, a 37 °C se utilizd un
microscopio equipado con éptica de contraste de fase y una placa térmica (38° C) con
un aumento de 100x. (Tejerina et al., 2009) Se depositd una gota de semen en un
portaobjetos previamente calentado en una pletina a 370C, se colocd un
cubreobjetos atemperado y se hizo una valoracion inmediata. La valoracion de
esta motilidad es subjetiva, si bien, da una idea bastante aproximada de la

calidad de la motilidad de la muestra de semen (Porta et al., 2009).

Mediante el uso de microscopia Optica convencional se evalud la motilidad
espermaética total (porcentaje de células moviles) y progresiva (porcentaje de
células moviles con trayectoria rectilinea), a partir de siete campos visuales y un
aumento de 400X (Pérez et al., 2017).

g‘

Figura 13 Evaluacién de la motilidad espermaética, utilizando una
termoplatina para mantener las laminillas temperadas a 37°C.
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IV RESULTADOS
Las caracteristicas seminales de los caballos colectados durante las tres épocas

del afio se muestran en la Tabla 1. No se observaron diferencias (P > 0.05) para
el volumen del eyaculado, concentracion y motilidad. Sin embargo, en la época
de verano se pudo observar una mayor concentracion espermatica
(142X1076/ml vs 101X1076/ml) y porcentaje de motilidad (82 vs 76) para

comparado con la época invierno y primavera respectivamente.

Tabla 1 Efecto de la época del afio sobre el volumen, concentracion y
motilidad espermatica de caballos Cuartos de Milla en el norte de México.

Variables Invierno Primavera Verano
Volumen (mL) 44.7+2.12 40.7+1.82 32.4+2.62
Concentracion (x10%/mL) 89.0+6.22 108.5+5.02 146.0£12.22
Motilidad (%) 76.9+0.72 76.0+1.12 81.4+1.42

L iterales con superindice desiguales entre filas difieren a P<0.05.



26

V. DISCUSION

Las caracteristicas seminales de los caballos colectados durante las tres
épocas del afio (Tabla 1). No se observaron diferencias (P>0.05) para el volumen
del eyaculado, ni en la motilidad espermaticas en el verano (P>0.05) comparado
contra el invierno y primavera. Segun Miro-Arias et al., (2011) para considerar
una calidad aceptable para su congelacion debe tener una motilidad masal
mayor de 45% y una motilidad individual mayor de 60%, un porcentaje de vivos
mayor del 50 % (tincion vital eosina/nigrosina) y una concentracion de
espermatozoides superior a 250 x10°). Los resultados determinaron que la época
del afio no influyo sobre el volumen seminal, concentracion y motilidad
espermatica. Lo anterior, se consideran dentro de los pardmetros normales.
De acuerdo con el mes de recoleccion y ubicacion geografica no se encontrd
diferencias estadisticas significativas en el volumen seminal, concentracion

espermética, motilidad espermatica.

De acuerdo con lo observado con los resultados de este experimento en las
caracteristicas espermaticas de los eyaculados de los garafiones cuarto de milla
en los meses de enero a junio podemos recomendar que pueden ser
recolectados para usarse en procedimientos de reproduccién asistida como la
inseminacion en fresco y/o el procesamiento para la congelacion del semeny su
ulterior utilizacion en la inseminacion artificial. Debido a los resultados
encontrados en nuestro estudio sugerimos que se necesitan realizar mas
estudios para determinar si existe una relacién entre las caracteristicas de
motilidad de los espermatozoides y su capacidad de fertilizacién (Morrell, 1997)

en otras latitudes diferentes al norte de México.
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V CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio demuestran que la época del afio no tuvo

un efecto sobre el volumen, concentracién y motilidad espermatica en caballos
Cuarto de Milla.
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