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Resumen

La presente monografia tiene como objetivo describir un panorama general
acerca del adecuado manejo reproductivo que se realiza en al actualidad para el
semental equino Yy las diferentes biotecnologias reproductivas utilizadas en el
mejoramiento genético de esta especie.

El trabajo presenta una breve revision acerca la anatomia y fisiologia del aparato
reproductor del caballo, asi como las generalidades del semen y el
espermatozoide equino, hace una descripcion del examen que se debe de
realizar a cualquier macho equino que se destiné a la reproduccion y detalla los
métodos de recoleccion de semen que existen, asi como la evaluacion que se
debe hacer de este; Describe a detalle los deferentes tipos de procesamiento y
conservacion del semen y por ultimo hace una pequefia referencia a la técnica

de inseminacion artificial en esta especie.

PALABRAS CLAVE: Semental equino, Semen congelado, Semen refrigerado,

Semen fresco, Vagina Atrtificial, Inseminacion artificial,
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| INTRODUCCION

En la equinotécnia actual, la reproduccion ha avanzado enormemente,
sobre todo desde que disminuyeron significativamente las restricciones vy
prohibiciones impuestas por las asociaciones de criadores de la mayoria de las
razas equinas, como lo son el uso de practicas biotecnolégicas como la

inseminacion artificial y trasplante de embriones.

Este gran avance nos ha obligado a prestarle mas atencién al semental
equino o “granardn”, que habia sido utilizado solamente para la monta natural y

por lo general no llevaba ninguna evaluacion de su eficiencia reproductiva.

Actualmente en cualquier programa reproductivo es indispensable llevar
un control detallado de factores que se refieren al semental, como lo son: la
nutricion, el ejercicio, la funcion zootécnica, conducta sexual, examen de salud

reproductiva, examen de los érganos genitales, entre otros (Boyle, 1992).

Dentro de las practicas mas importantes que se llevan a cabo en el
manejo reproductivo del semental equino, estan el procesamiento y
preservacion del semen. Practica que se ha convertido, ademas de una técnica
muy viable, en una actividad econdmica sumamente fuerte, permitiendo esto
que en el procesamiento y preservacion del semen junto con la inseminacién

artificial exista un alto grado de especializacién en esta rama.



I OBJETIVOS

Objetivo General:

El presente documento tiene el objetivo de recopilar la informaciéon mas

actualizada, concerniente al adecuado manejo reproductivo del semental

equino.

Objetivo Espesifico:

Revisar las diferentes biotecnologias reproductivas utilizadas en esta

especie, en el mejoramiento genético de la misma.



I APARATO REPRODUCTOR DEL CABALLO

Para realizar la evaluacién de la capacidad reproductiva del semental,
asi como para el desarrollo de procedimientos de manejo artificial de la
reproduccion, tales como la coleccion de semen es indispensable tener
conocimiento de la anatomia de sus organos genitales. Este conocimiento
también es util Para diagnosticar condiciones reproductivas anormales en el
garandn. Para su estudio, los dérganos genitales del macho se dividen en:
testiculos, escroto, corddn espermatico, epididimo, glandulas sexuales
accesorias (ampulas, vesiculas seminales, préstata y glandulas bulbouretrales),

prepucio y pene (Palma 2008).

3.1 TESTICULOS

Son los d6rganos sexuales primarios del macho, ya que en ellos se
producen los gametos masculinos (espermatozoides), ademas de ser el sitio de
produccion y sintesis de andrégenos (hormonas que estimulan el desarrollo de
los caracteres sexuales masculinos.). Los testiculos se localizan en la regién
inguinal, recubiertos por el escroto. En el equino el eje longitudinal mayor es
horizontal. En caballos Pura Sangre Inglés los testiculos miden
aproximadamente 10 a 12 cm. de largo, 5 cm. de ancho, y 6 a 7 cm. de altura.
Cada testiculo representa dos bordes, dos caras y dos extremidades, las caras

medial y lateral son convexas y lisas (Zarco 2000).

El tamano testicular varia de acuerdo a la edad del animal, época del
afo y raza. Ademas existen variaciones individuales. Los testiculos son mas
grandes y activos durante la época reproductiva, alcanzando su maximo
durante los meses en que el fotoperiodo es mas largo (mayo a julio). A partir de
agosto la actividad testicular se reduce, lo que puede resultar en menores
concentraciones de testosterona circulante y en menor produccion total de
espermatozoides a partir de septiembre u octubre. Sin embargo, a pesar de
esta reduccion estacional, el testiculo equino no deja de producir totalmente
espermatozoides en ninguna época del afo, por lo que los garafones son
fértiles todo el afo. El parénquima del testiculo esta constituido por tubulos
seminiferos (donde se producen los espermatozoides) y por tejido intersticial.
(Galina 2008)



Cada tubulo esta formado por un area convolucionada, que es donde se
producen los espermatozoides. Donde el area convolucionada termina, se
convierte en un tubo recto que desemboca en la rete testis. Los tubos de la rete
testis se van fusionando hasta formar 13 a 15 conductos eferentes que
desembocan en el conducto del epididimo. El color del parénquima testicular va
cambiando con la edad, siendo de un color claro en animales jovenes, y se va

obscureciendo conforme avanza la edad del animal (Morel 1999).

El tejido parenquimatoso del testiculo estd contenido dentro de una
capsula, llamada tunica albuginea, la cual estd compuesta de tejido fibroso
blanco y fibras musculares lisas. De las fibras de la tunica albuginea y tejido
conectivo parten trabéculas, que pasan al interior de la gdénada y subdividen al
parénquima en lobulos. La superficie del testiculo esta cubierta por una
membrana serosa, que es la tunica vaginal propia, la cual envuelve al testiculo
y al corddn espermatico, dejando un sitio al descubierto por donde los vasos y
nervios del corddn alcanzan al testiculo. Externamente a la tunica vaginal
propia, los testiculos estan cubiertos por una capa visceral que es una
extension del peritoneo, y que corresponde a la tunica vaginal comun (Galina
2008).

La unidad funcional del testiculo es el tubulo seminifero. Cada tubulo
seminifero esta constituido por tejido germinal, que es el que da origen a los
espermatozoides y esta constituido por diferentes tipos de células germinales; y
por tejido sustentacular, formado por las células de Sertoli. El tubulo seminifero
esta rodeado por una lamina propia formada por fibroblastos, células mioides y
el proteoglicano laininina. Las células mioides tienen la funcién de impulsar el
avance de los espermatozoides a lo largo del tubulo conforme son producidos.
Aparentemente las contracciones ritmicas de las células mioides son

estimuladas por oxitocina producida por las células de Leydig (Boyle 1992).

Las células de Sertoli recubren toda la base del tubulo seminifero. Se
encuentran estrechamente unidas a otras a través de desmosomas. Al no
haber espacios entre ellas forman una barrera impermeable a la mayoria de las
moléculas grandes. Esta barrera se conoce como barrera hemato-testicular.

Debido a ella, las células del tubulo seminifero quedan aisladas del sistema
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inmune. Este aislamiento es necesario porque los diferentes tipos de células
germinales presentes en el animal adulto (espermatogonias A, B,
espermatocitos primarios y secundarios, espermatidas y espermatozoides)
solamente se producen a partir de la pubertad y no existen durante la vida fetal,
que es cuando el sistema inmune realiza un inventario antigénico para
reconocer como propios los antigenos que en ese momento se encuentran
presentes. De esta manera, en el animal adulto el interior del tubulo seminifero
debe estar separado de la sangre para evitar un rechazo inmunologico (Galina
2008).

Al nacer el animal, las células germinales estan constituidas
exclusivamente por espermatogonias de reserva, las cuales eventualmente
sufren mitosis para mantener una poblacion estable. A partir de la pubertad se
inicia la espermatogénesis, durante la cual las células sufren varias divisiones,
tanto meidticas como mitéticas con cada division las células se van

diferenciando hasta finalmente formar los espermatozoides (Zarco 2000).

El tejido parenquimatoso localizado por fuera de la lamina basal de los
tubulos seminiferos se denomina tejido intersticial. Este tejido esta constituido
por tejido conectivo, vasos sanguineos, vasos linfaticos y nervios. Un
constituyente sumamente importante del tejido intersticial son las células de
Leydig o intersticiales, que constituyen el principal componente esteroidogénico
del testiculo (Galina, 2008).

3.2 ESCROTO

El escroto es un 6rgano especializado que permite el funcionamiento
normal de los testiculos, para lo cual actia como 6rgano termorregulador. Esta
formado por dos bolsas cutdaneas que contienen a los testiculos y las partes
adyacentes al cordén espermatico. Presenta una forma globular asimétrica, ya
que por lo general el testiculo izquierdo es mas grande y menos movible que el
derecho. En el escroto puede estar presente una pequefia cantidad de fluido, el
cual permite el movimiento normal de los testiculos. El escroto esta formado

por varias capas, que de fuera hacia adentro son:



a) La piel, que es delgada y elastica, generalmente de color oscuro o negro,
lisa. Presenta pelos finos y diseminados, también estan presentes glandulas
sebaceas y una gran cantidad de glandulas sudoriparas. Estas ultimas son
importantes por su contribucion en la pérdida de calor por el testiculo. Entre
ambos testiculos se encuentran un rafé escrotal longitudinal, que se
continua por delante con el prepucio y por detras con el perineo.

b) Dartos, de color rojizo e intimamente adherido a la piel, excepto en la parte
superior. Esta constituido por tejido fibroelastico y fibras musculares lisas. A
lo largo del rafe se forma un tabique que parte en dos bolsas al escroto,
separando a los dos testiculos. Al contraerse o relajarse las fibras del
musculo liso del dartos, los testiculos son acercados o alejados del cuerpo,
con lo cual el dartos participa en la termorregulacion del testiculo.

c) Fascia escrotal, que se deriva aparentemente de los musculos oblicuos
abdominales y esta constituida principalmente por tejido conectivo laxo.

d) Capa parietal de la tunica vaginal, que contiene vasos y nervios (Galina,
2008).

3.3 CORDON ESPERMATICO

Esta formado por tejidos de diversos tipos, que son arrastrados por el
testiculo a su paso desde la cavidad abdominal hasta el escroto a través del
canal inguinal. El cordén espermatico empieza en el anillo inguinal abdominal,
donde las estructuras que lo constituyen se unen; se extiende oblicuamente
hacia abajo a través del canal inguinal, pasa por encima del pene y termina en

el borde de insercion del testiculo (Morel 1999).

El cordon espermatico consta de las siguientes partes: musculo
cremaster, arteria y vena espermatica, nervios simpaticos, conducto deferente,
musculo cremaster interno, y la capa visceral de la tunica vaginal. La arteria
espermatica se enrolla alrededor de la vena espermatica, formando el plexo
pampiniforme, que junto con el musculo cremaster forma el sistema para la

regulacion de la temperatura testicular (Galina, 2008).



El cordon espermatico al abandonar al testiculo craneo-dorsalmente
entra al anillo inguinal externo, penetrando a la cavidad abdominal a través del
anillo inguinal interno. Para diagnosticar hernias se palpan tanto el escroto

como los anillos inguinales interno y externo (Galina, 2008).

3.4 EPIDIDIMO

El canal del epididimo es la continuacion de los conductos eferentes.
Cada epididimo esta constituido por un solo conducto de hasta 45 metros de
longitud, pero que tiene multiplas convoluciones, de tal forma que ocupa pocos
centimetros. El epididimo se adhiere al borde de insercion del testiculo, y corre
a lo largo de la cara externa del mismo. El epididimo se divide anatdomicamente
entres partes: la cabeza, el cuerpo y la cola. La cabeza del epididimo se
localiza anteriormente al testiculo y esta adherida a éste por medio de los
conductos eferentes, tejido conectivo y la membrana serosa. El cuerpo del
epididimo descansa dorsolateralmente al testiculo, al que se une por tejido
seroso que forma lateralmente un saco llamado seno del epididimo. La cola del
epididimo se localiza posteriormente, y esta unida al testiculo por su ligamento
propio. La cola del epididimo se continda con el conducto deferente (Zarco
2000).

Las funciones del epididimo incluyen el transporte, almacenamiento,
maduracién y concentracion de los espermatozoides. En los segmentos
iniciales del epididimo se reabsorbe la mayor parte del fluido testicular, asi
como proteinas y algunas otras sustancias. Los segmentos intermedios
secretan sustancias involucradas en la maduracion de los espermatozoides
(Boyle 1992).

La maduracion de los espermatozoides se adquiere gradualmente,
conforme son expuestos a fluidos con diferente composicion al avanzar a
través de los diferentes segmentos del epididimo. Esta maduraron es
indispensable para que los espermatozoides adquieran la capacidad
fertilizante, razén por la cual los espermatozoides de la cabeza el epididimo
son infértiles, mientras que los que ya han llegado a la cola del epididimo

tienen la capacidad de fertilizar (Galina 2008)



Las funciones del epididimo estan reguladas hormonalmente, diversas
hormonas esteroides secretadas por el testiculo y contenidas en el liquido
testicular que llega al epididimo pueden estar involucradas en la regulacion de
la funcion de este 6rgano. Los movimientos peristalticos de éste érgano son los
responsables del paso de los espermatozoides a través del epididimo. Los
espermatozoides estan inmodviles dentro del epididimo, por lo que no pueden

utilizar movimientos propios para transportarse (Morel 1999)

La velocidad de transporte de los espermatozoides a través de la cabeza
y cuerpo del epididimo no es afectada por el numero de eyaculaciones. Por
esta razon, si un garanon es utilizado con demasiada frecuencia no se produce
un aumento en el porcentaje de espermatozoides inmaduros en el eyaculado.
Lo que si ocurre es que disminuye la concentracion de espermatozoides en
cada eyaculado, y esto puede resultar en infertilidad, sin embargo, esto solo

ocurriria si el semental es utilizado varias veces al dia (Zarco 2000)

La cola del epididimo es el sitio de almacenamiento de espermatozoides
maduros. Entre las colas de los dos epididimos de un garainén adulto puede
haber 54 mil millones de espermatozoides, los cuales son suficientes para
varias eyaculaciones. La velocidad de paso de los espermatozoides a través de

la cola del epididimo se ve afectada por la actividad sexual (Galina, 2008).

En un garainon en reposo sexual, los espermatozoides permanecen
hasta diez dias en dicha region, mientras que un animal sexualmente activo el
intervalo puede reducirse a 7 u 8 dias. Los espermatozoides que no son
eliminados en el eyaculado son descargados gradualmente hacia la uretra para
ser eliminados con la orina. Los espermatozoides no utilizados no pueden

permanecer indefinidamente en la cola del epididimo (Galina, 2008).
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3.5 CONDUCTO DEFERENTE

Es un tubo que se extiende desde la cola del epididimo hasta la porcién
pelviana de la uretra; a través de él pasan los espermatozoides durante la
eyaculacion. El conducto deferente del equino tiene una gruesa capa muscular,
por lo que puede ser facilmente palpado a través de la piel del escroto. Las
contracciones de dicha capa muscular son importantes para impulsar el semen

durante la eyaculacion (Galina, 2008).

3.6 GLANDULAS SEXUALES ACCESORIAS

Las glandulas sexuales accesorias del garafidn son: ampula, vesiculas
seminales, prostata y glandulas bulbouretrales. La mayor parte del volumen del
eyaculado esta dado por las secreciones de las glandulas sexuales accesorias.
Los espermatozoides de la cola del epididimo son inméviles, mientras que los
espermatozoides presentes en el semen recién eyaculado muestran vigorosa
motilidad. Esto se debe a que son activados al mezclarse en la uretra con las

secreciones de las glandulas accesorias (Boyle 1992).

3.6.1 AMPULA

Poco antes de llegar a la uretra el conducto deferente forma un
ensanchamiento fusiforme llamado ampula, la cual es una estructura tubular de
aproximadamente 0.7 a 2.0 cm. de diametro. El ensanchamiento se debe a un
engrosamiento de la pared que resulta de la presencia de numerosas glandulas
(Boyle 1992).

3.6.2 VESICULAS SEMINALES

Son dos sacos elongados y piriformes que se localizan lateralmente a
las ampulas y a la parte posterior de la cara dorsal de la vejiga. Las vesiculas
seminales se encuentran dentro del pliegue genital y se relacionan dorsalmente
con el recto. En el semental miden aproximadamente de 15 a 20 cm. de
longitud, y su diametro mayor es de 5 cm. Producen voluminosas secreciones
que al momento de la eyaculacion son vaciadas hacia la uretra, donde se unen
a los espermatozoides provenientes del epididimo y a la secrecion prostatica y

de las glandulas bulbouretrales para formar el semen (Galina 2008).
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El nombre de “vesicula seminal” puede sugerir la idea erronea de que
estos 6rganos almacenan espermatozoides. Por esta razén algunos autores
han comenzado a llamarles “glandulas vesiculares”. La funcion de las vesiculas
seminales es dependiente de la testosterona, por lo que las secreciones son
mas abundantes durante la estacion reproductiva que durante el otofio o el

invierno. Las vesiculas seminales secretan un fluido gelatinoso (Boyle 1992).

3.6.3 PROSTATA

Es una glandula lobulada que se encuentra sobre el cuello de la vejiga y
el principio de la uretra, por debajo del recto. Consta de dos I6bulos laterales y
un istmo que los conecta. La prostata esta encerrada un una capsula de tejido
fibroso que contiene algunas fibras musculares no estriadas. La secrecion
prostatica es de aspecto lechoso y posee un olor especial y caracteristico. La
prostata secreta fluidos accesorios para limpiar y lubricar la uretra durante la
estimulacién precoital. También contribuye una porcion importante del fluido del

eyaculado (Zarco 2000).

3.6.4 GLANDULAS BULBOURETRALES

Son dos glandulas que se situan a cada lado de la porcién pelviana de la
uretra, muy cerca del arco isquiatico. Estan cubiertas por el musculo uretral.
Son de forma ovoide, aplanadas dorsoventralmente, y sus ejes mayores se
dirigen oblicuamente hacia adelante y hacia fuera. En el semental pueden
medir cerca de 4 cm. de longitud y aproximadamente 2.5 cm. de ancho. En el
caballo castrado tienen tamafno de avellana. Sus secreciones contribuyen con

una pequefia porcion del eyaculado (Galina, 2008)..

3.7) PENE

El pene es el organo copulatorio del macho. En el equino esta
constituido por una raiz, un cuerpo y un glande. La raiz del pene se inserta en
las partes laterales del arco isquiatico. La uretra pelviana pasa por encima del
arco isquiatico y continia hacia delante para incorporarse al pene. El cuerpo
del pene constituye la parte mas importante del érgano, se inserta en la sinfisis
isquiatica a traveés de los ligamentos suspensorios del pene. El cuerpo del pene

esta formado por la uretra peneana, el cuerpo cavernoso de la uretra y el
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cuerpo cavernoso del pene. El pene en reposo mide cerca de 50 cm., de los
cuales 15 o 20 cm. corresponden a la porcion libre del prepucio, mientras que

el pene erecto puede llegar a medir hasta 100 cm. o mas (Zarco 2000).

El pene del garaidn esta compuesto principalmente por tejido eréctil, el
cual esta organizado en el cuerpo cavernoso del pene, el cuerpo cavernoso de
la uretra y el cuerpo esponjoso del pene. El pene del garaidn es de tipo
vascular, por lo que la ereccion depende de la acumulacién de sangre en un
sistema de senos venosos. Al acumularse la sangre, el 6rgano aumenta de
tamano. La ereccidn es iniciada por estimulos visuales que llegan al cerebro,
donde se procesa la informacion y se originan impulsos parasimpaticos que
son mas poderosos que los impulsos simpaticos que normalmente mantienen a
las arteriolas del pene contraidas. Al dilatarse las arteriolas del pene se
comienza a acumular sangre en los cuerpos cavernosos. Al mismo tiempo se
contraen los musculos isquiocavernoso y bulboesponjoso, lo que comprime a la
vena dorsal del pene e impide el retorno venoso, produciéndose una
congestion de los cuerpos cavernosos. La ereccion termina al relajarse los
musculos isquiocavernoso y bulboesponjoso y al contraerse las arteriolas del

pene por impulsos simpaticos (Galina 2008)

El glande del pene es la extremidad libre y ensanchada del érgano. La
bese esta rodeada por un borde circundante llamado corona del glande, la
superficie es convexa en su porcion inferior y presenta una depresion que da
origen a la fosa del glande, a partir de la cual la uretra forma una prolongacion

de cerca de 2.5 cm. de longitud llamada prolongacién uretral (Galina, 2008).

3.8) PREPUCIO

Es una invaginacion doble de la piel que contiene y cubre la porcion libre
o preescrotal del pene cuando no esta en ereccion. Consta de una parte
externa y una interna. La externa también llamada vaina se extiende desde el

escroto hasta 5 u 8 cm. del ombligo (Zarco, 2000).
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IV EL SEMEN EQUINO

4.1 COMPONENTES DEL SEMEN

El semen tiene 2 componentes principales, los espermatozoides y el
plasma seminal. El eyaculado equino esta compuesto por diversas fracciones.
La pre-secrecion, cuya eliminacion puede ser observada del pene del semental
cuando se realiza el salto o en el periodo de maxima excitacion. Tiene la
funcion de limpiar y lubricar la uretra, que es rica en NaCl. La fraccion rica en
espermatozoides contiene de 80 a 90% de espermatozoides y componentes
bioquimicos. Es eliminada en las primeras 2 a 3 fases de las 6 a 9 en que se
compone el eyaculado. Esta fraccidn contiene también ergotamina vy
glicerilfosforilcolina. La fraccion pobre o fraccion gel producida por las vesiculas
seminales posee baja concentracion de espermatozoides, y es rica en acido
citrico y potasio. Su volumen es variable, depende de la época del afio, la edad
del reproductor y la frecuencia de extraccion de semen. La ultima fraccion pos-

coito, es una secrecion acuosa de poco volumen (Mann, 1975).

El plasma seminal, secretado por las glandulas sexuales accesorias,
sirve de sustrato para los espermatozoides. Algunos de sus componentes
permiten e inician la maduracion de los espermatozoides. El plasma seminal es
una fuente de energia a través de la glucosa, el azucar mas glicosilable del
semen equino. Se encuentra en concentraciones mayores en el macho equino
que en suinos y bovinos (Mann, 1964). Ademas de esto protege a los
espermatozoides de las fluctuaciones osmaticas, previene la oxidacion de otros

componentes quimicos y actua como agente de coagulacion (Morel, 1999).

4.2 ESPERMATOGENESIS

Es el proceso de gametogénesis en el macho. Las células germinales
masculinas y femeninas tienen el mismo origen embrionario. Las gdénadas
indiferenciadas en un embridn tienen tres tipos celulares:

a) Las células que van a originar los gametos (ovogonia o espermatogonia)
b) Precursoras de células que nutren a los gametos en desarrollo (células de

la granulosa en el ovario; células de Sertoli en el testiculo)
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c) Precursoras de células que secretan hormonas sexuales (células tecales en

el ovario; células de Leydig en el testiculo) (Galina, 2008).

Las células germinales son las unicas estructuradas en el organismo que
poseen la capacidad de dividirse por meiosis sufriendo una reduccién en el
numero de cromosomas, siendo responsables por la transmision de la carga
genética a los descendientes. En contraste, las células somaticas solamente se

dividen por mitosis (Zarco 2000).

La formacion de los gametos comprende fases secuenciales de mitosis,
meiosis y postmeiosis. Estos procesos son altamente organizados y necesitan
un preciso y bien coordinado programa de expresion genética. Una de las
caracteristicas importantes de la gametogénesis es la reduccién
cromosomatica, que a través de la meiosis, reduce por la mitad el numero de
cromosomas y ademas produce células distintas entre si, debido a cambios de
material genético entre los pares de cromosomas provenientes del padre y la
madre, lo que ocurre en el proceso de “crossing over” durante la primera fase

de la meiosis (Galina, 2008).

En el nacimiento, las células germinativas de los machos se llaman
gonocitos. Los tubulos seminiferos son pequefios y no tienen lumen; la
poblacién celular esta compuesta apenas por los gonocitos y células de soporte
que daran origen a las células de Sertoli. Los tubulos se encuentran rodeados
por gran cantidad de tejido intersticial que contiene principalmente células
mesenquimales precursoras de las células de Leydig. Cuando la diferenciacion
celular empieza a manifestarse, ocurre la formacion del lumen del tubulo

seminifero (Morel 1999)

Antes de la pubertad, la diferenciacion celular se manifiesta primero por
la presencia de espermatocitos primarios, los cuales se degeneran en la fase
de paquiteno, por falta de estimulo hormonal. Al acercarse la pubertad, las
espermatogonias empiezan a dividirse aceleradamente por mitosis, mientras en
el espacio intersticial las células mesenquimales también empiezan a

diferenciarse y a dar origen a las células de Leydig (Zarco 2000).
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La poblacion de células de Sertoli se define durante la ultima fase de la
gestacion y después del nacimiento, siendo controlada principalmente por los
niveles de la hormona foliculo estimulante (FSH). Este patrén de multiplicacién
produce una poblacion fija en tamafio después de la pubertad y
cuantitativamente estable durante toda la vida del animal, existiendo aun una
relacion directa entre el tamano de la poblacion total de células de Sertoli y la
produccion de un adecuado numero de espermatozoides en la vida adulta. Las
células de Sertoli son las unicas células somaticas que estan en el epitelio
seminifero y su funcién es la nutricion, sustentacion y control endocrino de las
células germinales. Las células de Sertoli participan activamente en el proceso
de liberacion de los espermatozoides para la luz del tubulo. En este momento
las células de Sertoli realizan la fagocitosis de parte del citoplasma del
espermatozoide de los llamados cuerpos residuales. Las células de Sertoli
también fagocitan las células germinales que se degeneran en el curso normal

de la espermatogénesis (Galina 2008).

Las células peritubulares o mioides estan situadas alrededor del tubulo
seminifero, y se piensa que estas células promueven la contraccién y la
integridad estructural del tabulo. Este tipo celular apenas se diferencia en la
pubertad por la accion de los andrégenos. Las interacciones entre las células
de Sertoli y las células mioides parecen tener un papel importante en el

mantenimiento de las funciones del testiculo (Zarco 2000).

Las células de Sertoli sintetizan gran cantidad de proteinas, como por
ejemplo las proteinas ABP (androgen binding protein), que transportan
androgenos para todo el aparato reproductivo, transferrinas, que transportan
hierro para la respiracion celular de las células germinativas, y también las
inhibidas, que regulas la liberacién de FSH por la hipdfisis, a través de un

sistema de retroalimentacion negativa (Galina, 2008).

Este mismo autor explica que, las espermatogonias A0 son la fuente
para la continua produccion de gametos. La mitad de ellas se dividen y forman
células iguales (las llamadas células tronco) y aproximadamente la otra mitad
forma espermatogonias A1, que nuevamente por divisiones mitéticas forman

espermatogonias A2, A3 y A4. El tipo A4 sufre mitosis para formar la
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espermatogonia intermedia (A In), que a su vez, por mitosis, forma la
espermatogonia B. Estos tipos de espermatogonias pueden ser identificados en
evaluaciones histolégicas de acuerdo con su organizacién topografica en la
membrana basal de los tubulos seminiferos o su contenido de heterocromatina.
Otra manera de diferenciacion se basa en marcadores moleculares especificos
que distinguen las espermatogonias tronco (AO) de las demas

espermatogonias, con los fines de aislamiento, desarrollo In Vitro y trasplante.

El mismo autor postula que, las espermatogonias B pasan por mitosis para
formar los espermatocitos primarios; estos inician la primera etapa de la
meiosis para dar lugar a los espermatocitos secundarios; en la segunda etapa
de la divisidbn meidtica, cada espermatocito secundario se divide para formar
las espermatidas. Cuando el testiculo alcanza su desarrollo total, la meiosis se
completa y las espermatidas originadas se convierten en espermatozoides.
Uno de los signos caracteristicos de este fendmeno es el alargamiento de las

espermatidas y su migracion hacia el lumen del.

Para su estudio, Galina divide la espermatogénesis en tres fases basadas en

consideraciones funcionales:

1. La fase proliferativa. Después de la pubertad y durante la vida reproductiva
del macho, las espermatogonias se dividen de una manera rapida y
sucesiva por mitosis: tipo A0 (células tronco), las A1-A4, las intermedias y
las de tipo B. Todas ellas representan estadios sucesivos del desarrollo de
la espermatogonia.

2. La fase meidtica. EI material genético se recombina y es segregado. El
espermatocito primario realiza su primera division meiédtica o reduccional
para dar origen a los espermatocitos secundarios. Esta es una fase
prolongada donde ocurren los cambios de material genético entre los pares
de cromosomas. Las fases de esta division son iguales a las que ocurren en
la meiosis de la hembra. Durante este periodo no solo se realiza la
reduccién en el numero de cromosomas somaticos, sino que 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
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division meidtica de cada espermatocito secundario se producen dos
espermatidas.

3. La fase de diferenciacion o fase espermiogénica. Consiste en la
transformacién de las espermatidas en espermatozoides estructuralmente
equipados para fertilizar al évulo. Estos son cambios que ocurren cuando
las espermatidas estan en contacto con el citoplasma de la célula de Sertoli.
Durante este proceso comienzan a diferenciarse las partes que constituyen
el espermatozoide, primero la cabeza (formada casi exclusivamente por el
nucleo), el acrosoma o capucho cefélico, el cuello y la cola (que es la

porcidn motriz del espermatozoide) (Galina, 2008).

La testosterona, hormona esteroide producida por las células de Leydig,
es esencial para el mantenimiento y la restauracion de la espermatogénesis, y
para desarrollar y mantener las caracteristicas secundarias masculinas. La
accion de la FSH esta mas enfocada en las fases gestacional, prepuberal y
puberal, donde se desarrolla la espermatogénesis. Por ejemplo, en el animal
adulto los niveles basales de FSH son suficientes para mantener la funcién
espermatogénica normal. Sin embargo, la FSH interactua con los receptores de
las células de Sertoli estimulando la produccién de ABP e inhibina, y también la
division de las células germinales. La inhibina, actua bloqueando la liberacion
de FSH y estimulando la liberacion de LH (Zarco 2000).

La hormona LH actua en el testiculo estimulando la secrecién de
androgenos por las células de Leydig, y por ende estimula la proliferacion del
epitelio seminifero, ya que existen receptores para estos esteroides en las
células germinales. Los andrégenos son transportados desde el espacio
intersticial para el epitelio seminifero y también para todo el aparato
reproductivo por proteinas transportadoras de andrégenos (ABP) producidas
por las células de Sertoli (Boyle 1992).

Esta bien establecido que el control de la espermatogénesis depende de
la funcién del eje hipotalamo-hipdfisis-testicular. Sin embargo, muchos estudios
indican la importancia de la regulacion de la espermatogénesis a nivel

paracrino-autocrino, o sea, a nivel local (Zarco 2000)
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Este mismo autor postula que, aunque la FSH aumente la viabilidad del
epitelio seminifero y la proliferacion de las espermatogonias, y los andrégenos
sean esenciales para la diferenciacion del aparato reproductivo masculino, no
son suficientes para inducir el desarrollo normal de la espermatogénesis. El
desarrollo de la funcion testicular requiere también de una produccidon de
factores locales y una interaccion de célula a célula que regula el crecimiento y

la diferenciacién del tejido.

Los factores locales envueltos en las interacciones entre células de
Sertoli, de Leydig y germinativas incluyen insulin growth factor 1 (IFG-1),
inhibina, transforming growth factor 8 (TGF-B), oxitocina, vasopresina, opioide,
esteroides, citocinas (interleucinas 1 y 6, y el factor inhibidor de migracion de
macrofagos- MIF). Estas citocinas son producidas por las células de Sertoli,
células germinativas, macrofagos y células de Leydig, y actuan en la

modulacién de la espermatogénesis (Galina, 2008).

En algunas especies, incluyendo en el hombre, los macrofagos
representan el segundo tipo celular intersticial mas numeroso en el testiculo,
después de las células de Leydig. Macrofagos y varios subtipos de linfocitos
son identificados en los testiculos de carneros y ratones. Los macrofagos estan
en intima asociacién con las células de Leydig y actuan juntos en la regulacién

de la esteroidogénesis (Boyle 1992).

La espermatogénesis empieza en la pubertad. De un espermatocito
primario se producen tedricamente cuatro espermatozoides. Una vez que se
inicia la espermatogénesis en el macho, a cada ciclo del epitelio seminifero las
células germinales son renovadas, manteniendo la provisién para toda la vida
reproductiva. La meiosis durante su transcurso es ininterrumpido (Galina,
2008).
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Al iniciarse el proceso de espermatogénesis algunas espermatogonias
de reserva sufren algun tipo de division asimétrica mediante la cual forman otra
espermatogonia de reserva y una espermatogonia tipo A1. A partir de este
momento se inicia la espermatogénesis, la cual para su estudio se divide en
tres fases: espermatocitogénesis, meiosis y espermiogénesis. La
espermatogénesis en el equino dura 57 dias, de los cuales 19.4 corresponden
a la espermatocitogénesis, 19.4 a la meiosis, y 18.6 a la espermiogénesis
(Zarco, 2000).

El mismo autor define y explica la espermatocitogénesis como el
proceso mediante el cual una espermatogonia tipo A1 sufre una cadena de
divisiones mitoticas. Primero sufre 4 divisiones mitéticas, mediante las cuales
forma 8 espermatogonias A1 que se mantienen unidas entre si por puentes
citoplasmaticos. Posteriormente las espermatogonias A1 contindan sufriendo
divisiones, en cada una de las cuales las células hijas se van diferenciando,
formando sucesivamente espermatogonias tipo A2, A3, B1y B2, y finalmente

espermatocitos primarios. Durante todo este proceso y durante el resto de la
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espermatogénesis, las células hijas restantes de cada division se mantienen
unidas a sus hermanas mediante puentes citoplasmaticos. De esta manera
todas las descendientes de una espermatogonia A1 forman una clona, en la

cual las divisiones celulares van ocurriendo en forma sincronizada.

Una vez que se forman los espermatocitos primarios se inicia la meiosis.
Durante la primera division meiotica los espermatocitos primarios dan origen a
espermatocitos secundarios, los cuales sufren la segunda division meidtica

para formar espermatidas (Galina, 2008 ).

Las espermatidas ya no vuelven a dividirse, si no que se transforman
gradualmente en espermatozoides mediante un proceso de metamorfosis,
conocido como espermiogeénesis. Durante la espermiogéneisis, las células de
Sertoli mantienen un estrecho contacto con las espermatidas, guiandolas y
regulandolas durante su transformacién de espermatidas esféricas hasta
espermatozoides. El proceso mediante el cual las células de Sertoli finalmente
liberan a los espermatozoides hacia la luz del tubulo seminifero se conoce
como espermiacion. Durante el proceso de espermiogénesis la espermatida se
deshace de la mayor parte del citoplasma el cual es eliminado en forma de
cuerpos residuales, los cuales son fagocitados por las células de Sertoli.
También las células germinales que mueren durante la espermatogénesis son

fagocitados por las células de Sertoli (Zarco, 2000)

4.3 ESPERMATOZOIDES EQUINOS

Son células haploides con la unica funcion de fecundacién. Para llevarla
a cabo, las células espermaticas tienen que iniciar y mantener el metabolismo
para producir energia, la motilidad progresiva y las enzimas esenciales
acrosomales para penetrar a través de las estructuras que envuelven al ovocito
(Amann y Graham, 1993).

También es necesaria una adecuada distribucion de lipidos en la
membrana plasmatica y el acrosoma, las cuales estabilizan esas estructuras
hasta el momento de la fecundacion y permiten también la fusion de las

membranas en el momento apropiado. Ademas de esto, el mantenimiento de
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las proteinas de la membrana plasmatica, es esencial para la sobrevivencia de
los espermatozoides durante su transporte en el tracto genital femenino. Las
proteinas suprimen la inmunidad local, proporcionan interacciones con las
células epiteliales en determinadas regiones anatomicas y la adherencia de los
espermatozoides a la membrana del ovocito en el momento de la fecundacién
(Amann y Graham, 1993).

4.4 ANATOMIA Y FISIOLOGIA DEL ESPERMATOZOIDE

La célula espermatica se divide en cabeza, cuello, pieza intermedia y
cola. En la cabeza esta localizado el nucleo, compuesto de cromatina
altamente condensada que contiene el material genético. Los 2/3 anteriores de
la cabeza estan cubiertos por el acrosoma, que posee las porciones apical,
principal y ecuatorial (Morel 1999).

El acrosoma contiene glicopéptidos y enzimas hidroliticas, como
hialuronidasa, proacrosina/acrosina y lipasas que son liberadas en el momento
de la reaccion acrosémica. El cuello conecta a la pieza intermedia con la
cabeza. En el centro de la pieza intermedia esta localizado el axonema, rico en
ATPasa, que transforma la energia quimica en accién mecanica. Circundando
longitudinalmente el axonema estan las fibras densas que dan estabilidad a la
estructura. Envolviendo las fibras densas, se disponen las mitocondrias en
forma helicoidal y alta concentracion. Son las responsables de la alta
produccion de ATP. La cola estda compuesta de una pieza principal y otra
Terminal. La pieza principal es una continuacion de la pieza intermedia donde
las fibras densas y el axonema presentan el menor diametro. Las mitocondrias
ausentes en la cola son sustituidas por una vaina fibrosa (Amann y Graham
1993; Morel, 1999).

La membrana plasmatica envuelve todo el espermatozoide y esta fija en
puntos especificos. Permanece intacta, con excepcion del acrosoma, durante la
reaccion acrosomica, como el resultado de la senilidad o la muerte celular La
membrana plasmatica esta formada por una doble capa de lipidos, una
interfase de fosfolipidos y agua y un dlicocaliz. Los principales lipidos

encontrados en la membrana son fosfolipidos y colesterol. La proporcion de
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ambos determina la fluidez de la membrana. Cuanto mayor es la cantidad de
fosfolipidos, mas fluida es la membrana. El colesterol, juntamente con las

proteinas estabiliza la membrana. (Amann y Graham, 1993).

El 50% del peso de la membrana esta compuesto de otras proteinas.
Las proteinas estructurales pueden actuar como canales o poros para permitir

el pasaje de pequefias moléculas (Morel 1999).

Bajo ciertas circunstancias, como el enfriamiento o la congelacion,
ocurre una transicion de fase en la cual una porcién liquida de la membrana
plasmatica se transforma en gel, pudiendo causar alteraciones estructurales
irreversibles o disturbios metabdlicos y muerte celular. En espermatozoides
equinos, la temperatura en que este cambio de fases ocurre de forma mas
intensa es a 20.7°C, mas baja de la que genera el mismo fenébmeno en las
especies porcina y bovina. Esto puede reflejar una variacion en la tolerancia a

caidas bruscas de la temperatura (Amann y Graham, 1993; Morel, 1999).

4.5) METABOLISMO DEL ESPERMATOZOIDE

La principal fuente de energia disponible para los espermatozoides
eyaculados son los carbohidratos de sustrato extracelular. Los
espermatozoides equinos metabolizan rapidamente los monosacaridos como la
glucosa, pero tienen capacidad muy limitada para utilizar otros azucares o
carbohidratos mas complejos. La glucosa se liga a proteinas de transporte para

atravesar la membrana plasmatica (Morel, 1999).

La necesidad energética es suplida en 90% por los sustratos exdégenos y
el restante en las células espermaticas. La produccion endégena de ATP es
relativamente constante. A partir de los sustratos exdogenos, ella depende del

medio y la temperatura (Mann, 1964).

Los espermatozoides equinos dependen principalmente del metabolismo
aerobico para la producciéon de ATP (Mann, 1964). Este metabolismo produce
cantidades significativas de perdxido de hidrogeno en las mitocondrias, que

tiene un efecto adverso sobre las membranas por causar la peroxidacion de los
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lipidos, comprometiendo la integridad estructural, la motilidad y la viabilidad
espermatica. Sustancias antioxidantes presentes en el plasma seminal reducen

este efecto (Alvarez y Storey, 1984).

Para que el semen sea apto para la fecundaciéon aun es necesario que
tengan lugar alteraciones bioquimicas en el espermatozoide como la reaccién
del acrosoma y la hiperactivacién, inherentes al proceso de capacitacion, como
ocurre en el bovino. La capacitacion es inducida a través del contacto de las
células con las secreciones presentes en el tracto genital y tienen una duracion
de 6h (Baraska y Tischner, 1995).

El fluido del oviducto es bioquimicamente complejo y contiene
numerosos componentes que influyen sobre las sefales celulares, la funcién
de los gametos y el desarrollo embrionario. Las glicoproteinas especificas del
oviducto presentan, in vitro, positivos efectos sobre la capacitacion
espermatica, unién de los gametos, penetracion del ovocito y desarrollo
embrionario (Killian, 2004). El bicarbonato tiene una funcion clave en provocar
la capacitacién y reaccioén acrosémica (Colenbrander y col., 2002, Rathi y col.,
2003).

Las respuestas a la sefial de bicarbonato difieren en las diferentes
regiones del espermatozoide. En la region apical de la cabeza se induce la
reorganizacion fosfolipidica, en la cola la fosforilacion de la tirosina y la
hipermotilidad. Inicialmente el bicarbonato conduce a la activacién de la
proteina quinasa A, la cual genera cambios en las cargas de la membrana y la
distribucion de los lipidos y proteinas de la membrana, provocando la
reorganizacion dinamica de los microdominios, incremento de la fluidez de la
membrana y eliminacion del colesterol. Son activadas sefales adicionales

complementarias que completan la capacitacion (Mann, 1984).

La progesterona es un inductor fisiologico de la reaccién acrosdmica
(RA) a través de una via independiente de la presencia de bicarbonato (Rathi y
col., 2002; Ball y col., 2004). La activacién de los receptores de progesterona
(RP) esta asociada con el proceso de capacitacion y es requerida para inducir

la reaccion acrosdmica La progestrona y el bicarbonato juntos indujeron la RA
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en una proporcion significativamente superior que el bicarbonato solo. Ello
confirmaria la hipétesis que ambos tienen vias de induccién diferentes vy
aditivas. La RA, via bicarbonato es bloqueada por medio de inhibidores de la

PKA, sin embargo la via de la progesterona no (Wu y col., 2006).

La produccion de bajos niveles de radicales libres de oxigeno (perdxido
y superoéxido) inducen a la capacitacion de los espermatozoides, caracterizada
por un aumento de la fosforilacion de la tirosina y de la exocitosis de las
enzimas acrosdémicas en respuesta al aumento de los agonistas de la
progesterona. Esto sugiere un papel fisiolégico para la produccion de bajas
concentraciones de radicales libres de los espermatozoides equinos (Baumber
y col., 2003), los cuales serian importantes durante la capacitacion (Ball y col.,
2004).

Debido a estas modificaciones de la membrana el espermatozoide
capacitado esta preparado para sufrir la reaccidn acrosémica inducida por
agonistas, en algunos casos comunes a la capacitacién (bicarbonato y P4). La
alteracion de los lipidos y de la concentracién de proteinas primarias de unién a
la zona pelucida, como las proteinas SNARE de la membrana de la regién
apical de la cabeza espermatica son probablemente responsables de estas
alteraciones (Gadella y Colenbrander, 2004). Los sementales con problemas
de fertilidad presentan, ademas de una calidad inferior espermatica,
acrosomica, una inferor cantidad de células espermaticas coloreadas
positivamente para SNARES, que el semen de sementales fértiles (Gamboa y
Ramalho-Santos, 2005).

El tratamiento con 1,2mM dibutyril AMPc y 1mM de cafeina aumenta la
fosforilacion de la tirosina de las proteinas asociadas a la cola del
espermatozoide. Este aumento es amplificado, a través de la adicién de methyl
B-cyclodextrina, que promueve la salida del colesterol y se considera que esta
incolucrado en la capacitacion espermatica. EI aumento de la fosforilacion por
medio de activadores es inhibida por medio de la adicion de la proteinkinasa A

(Pommer y Meyers, 2002).
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V EXAMEN REPRODUCTIVO DEL SEMENTAL

El objetivo de realizar un examen de la salud reproductiva del garaion
es determinar si tiene la capacidad, tanto fisica como de comportamiento, que
aseguren un buen desempefio reproductivo. (Galina, 2008). Estas facultades
incluyen la produccibn de semen con un adecuado numero de
espermatozoides viables, que el macho este libre de enfermedades infecciosas
transmisibles por via genital, que tenga una conducta sexual normal, y que
tenga la capacidad fisica para realizar una monta. Sera necesario realizar un
examen de salud reproductivo en garafiones que se desee seleccionar como
sementales, antes de operaciones de compara venta de machos, y en caballos
con buenas actuaciones en pruebas de pista, carreras, o lo que se desee
(Zarco, 2000).

El mismo autor propone que el examen reproductivo del semental se
divida en: historia clinica, examen fisico general, examen androldgico,
evaluacion de la conducta sexual (libido y capacidad para la monta) y
evaluacion del semen. Se debe contar con un registro, el cual debe incluir
identificacién del animal, color de pelaje, sefias particulares, tatuajes y edad del
animal. En algunos casos es aconsejable que se incluyan fotografias del

garaindn para evitar errores y complicaciones legales posteriores.

5.1 NUTRICION

El semental debe tener una buena condicion corporal. La mayoria de los
sementales consumen de 2 a 2.5% de su peso corporal en la comida al dia, de
la cual mas de la mitad debe ser de forraje. Durante la temporada de servicios
el semental debe ser mantenido con una dieta que contenga 14% de proteina;

fuera de la temporada la dieta debe contener 12% de proteina (Galina, 2008).

5.2 UBICACION

Es muy importante que el semental no esté aislado del movimiento
general del rancho o cuadra. Aquellos sementales que se aburran estan
propensos a convertirse en graves problemas de manejo. Sus caballerizas
deben estar amplias, bien ventiladas y tener acceso a un potrero o corral donde

el caballo pueda distraerse (Galina, 2008).
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5.3 EJERCICIO

El ejercicio mantiene al semental en buenas condiciones ademas de que
evita el aburrimiento. La mayoria de los sementales deben realizar suficiente
ejercicio si se les suelta en sus corrales durante el dia, aunque hay lugares

donde se les ejercita de mano o incluso se les monta (Galina, 2008).

5.4 CONDUCTA SEXUAL

La conducta sexual del garafidn se puede dividir en: cortejo vy
apareamiento. El cortejo son todos aquellos patrones de conducta por medio
de los cuales el macho y la hembra se hacen saber que fisiol6gicamente estan
listos para la copula. Durante el cortejo los sementales detectan mediante los
organos de los sentidos las sefiales visuales, auditivas y olfatorias enviadas por
la hembra. El semental se aproxima a la yegua con paso encabritado y cuando
esta préximo a la yegua comienza su exploracion olfatoria de frente a la yegua,
asi como de la region genital y de la orina. Después del contacto nasal el
semental manifiesta el caracteristico signo de flehmen, que consiste en elevar
la cabeza, replegando los labios de tal manera que muestre los dientes (Palma
2008).

El apareamiento o cépula implica la ereccion, la monta, la introduccion
del pene a la vagina, los movimientos pélvicos por parte del macho, la postura
de la hembra y la eyaculacion del garafidn. La eyaculacion es un proceso
secuencial que envuelve tres eventos: ereccion, emisién y eyaculacién. La
ereccion es el alargamiento y endurecimiento del pene, como resultado del
llenado del cuerpo cavernoso con sangre, asi como también el cuerpo

esponjoso (Morel 1999).

La emisién es el movimiento y depdsito de espermatozoides y fluido que
proviene desde el conducto deferente y la cola del epididimo, asi como el fluido
de las glandulas accesorias dentro de la uretra pélvica. La eyaculacion es la
expulsion del semen a través de la uretra. Estos estimulos provocan una serie
de fuertes contracciones pulsaties de los muasculos uretrales vy
bulboesponjosos que provocan la salida violenta del semen durante la
eyaculacion. Durante este proceso la prostata secreta fluido acuoso dentro de
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la uretra pélvica y parte de este fluido prostatico constituye la fraccidon
preespermatica. La siguiente fraccion ya incluye la fraccion espermatica, rica
en espermatozoides y secreciones del epididimo y probablemente fluidos
prostaticos y bulbouretrales. Normalmente hay de 3 a 6 descargas
secuenciales de fluido rico en espermatozoides. Aunque no siempre esta
presente el gel o fraccion postespermatica, esta se deriva de las vesiculas
seminales. La funcién del gel no es conocida, pero no esta relacionada con la
fertilidad. Durante la eyaculacion, el garafion mueve la cola hacia arriba y hacia

abajo ritmicamente, movimiento conocido como bandereo (Galina, 2008).

5.5 MONTA NATURAL

Puede ser en libertad o dirigida. Existe riesgo de contagio de
enfermedades de transmicién sexual. Por lo que es necesario realizar
examenes previos que aseguren la salud, tanto de la hembra como del macho.
Tambien hay riesgos de accidentes por golpes o traumatismos por lo que hay
que tomar medidas precautorias como el uso gamarras tanto para la hembra
como para el macho y de tira pie para la hembra. Si se realiza en libertad se
debe asegurar que solo halla un semental con acceso a la(s) hembra(s) en

celo.

Para una adecuada aplicaciéon de esta practica, es de suma importancia
segurarse que la yegua se encuentre en celo. Los signos propios del calor son:
Posicion de miccion, cola levantada, orina frecuente, guifio vulvar, relajacion
del cerviz, contracciones de la musculatura lisa uterina. El celo ocurre cada 21
dias, aproximadamente. El estro tiene una duracion aproximada de 8 dias, y el
diestro de 13-14 dias. La ovulacion se presenta 48 horas antes de terminar el
estro y los espermatozoides duran de 24 a 48 horas con capacidad fecundante
en el tracto reproductivo. Tomando en cuenta todo lo anterior se recomienda
dar servicio a la yegua cada 48 horas durante los primeros 6 dias y cada 24

horas durante los utimos 2 dias de celo (Galina 2008).

Durante la copula, el pene se pone en contacto con el orificio externo del
cérvix, y debido a la gran presion del eyaculado el semen es depositado
intrauterino. En promedio el volumen del eyaculado es de 50-75 ml con una

concentracién espermatica de 300 a 800 x 10° (Palma 2008).
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5.6 EXAMEN DE LA SALUD REPRODUCTIVA

El examen reproductivo del semental consta de: historia clinica, examen
fisico general, examen de los 6rganos genitales, evaluacion de la conducta
sexual (libido y capacidad para la monta), y evaluacion de semen. Para
diagnosticar condiciones reproductivas anormales en el garafion es
indispensable tener conocimiento de la anatomia de sus 6rganos genitales.
Este conocimiento también es util para realizar la evaluacion de la capacidad
reproductiva del semental, asi como para el desarrollo de procedimientos de
manejo artificial de la reproduccion, tales como la recoleccién de semen y la

inseminacion artificial (Amann y Graham, 1993).

La evaluacion de la salud general del animal esta también orientada a
determinar la libido, habilidad del semental para la monta y la capacidad

reproductiva.

Se examina la condicién fisica general del animal, incluyendo aspecto,
pelaje, estado de carnes, y otras caracteristicas que indican el estado general
de salud, tales como la coloracion de las mucosas. También se debe realizar la
auscultaciéon cardiaca y pulmonar y se deben buscar defectos de conformacién
tales como hipoplasia testicular, criptorquidismo, hernias inguinales,
umbilicales, prognatismo superior e inferior y problemas de aplomos,

alteraciones que pudieran ser heredables (Zarco 2000)

A continuacién se examinara la conformacion general del semental,
poniendo atencion especial en la columna vertebral, aplomos y miembros
anteriores y posteriores, ya que estas partes anatdomicas intervienen
directamente en el momento de la copula. Posteriormente debe realizarse un
examen oftalmoldgico, para lo cual se examinan las estructuras del ojo con un
oftalmoscopio, lo que permitira excluir la posibilidad de ceguera, ya que esta
condicion dificulta el acto de la monta. Por ultimo se recomienda realizar un
examen del olfato, el cual resulta complicado, no obstante que el signo de
Flehmen es un indicador bastante confiable de la integridad y funcionamiento

de este 6rgano (Galina, 2008).
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5.7 EXAMEN DE LOS ORGANOS GENITALES

Este examen consta de la revision de los genitales externos e internos.
Los testiculos y el epididimo son palpados a través de la pared escrotal para
determinar el tamafo, forma, simetria y consistencia. Los testiculos se
examinan inicialmente uno por uno para determinar sus medidas. Los testiculos
normales miden de 8 a 12 cm. de largo, 5 a 7 cm. de altura y 4.5 a 6 cm. de
ancho. Posteriormente se palpan los dos testiculos juntos para determinar el

ancho escrotal, que normalmente varia de 9 a 13 cm (Palma 2008)

La evaluacion del ancho escrotal de debe realizar cuando el pene no
esté erecto, ya que la ereccion ocasiona que los testiculos se separen uno del
otro. Ambos testiculos deben tener aproximadamente la misma forma,
consistencia y tamafio, aunque algunas veces el testiculo derecho es
ligeramente mas grande que el izquierdo. El epididimo se palpa para
determinar su tamano, forma, consistencia y localizacion. La cabeza del
epididimo se encuentra en posicion anterior y superior con respecto a los
testiculos. El cuerpo del epididimo corre dorsolateralmente a lo largo del
testiculo, siendo una estructura estrecha que mide de 5 a 10 mm de diametro.
La cola del epididimo se encuentra localizada caudalmente con respecto al
testiculo, y es prominente, por lo cual es facil de palpar en casi todos los
machos; mide de 2 a 2.5 cm. de diametro y tiene una consistencia ligeramente

suave y uniforme con respecto al epididimo (Galina 2008).

El cordon espermatico se palpara craneal a la entrada de la pelvis, a
cada lado de la linea media: mide de 2.5 a 3 cm. de diametro y es de una
consistencia suave y uniforme. El conducto deferente es una estructura tubular
que no puede delinearse debido a que se encuentra rodeado por el musculo

cremaster y la vena espermatica (Zarco 2000).
El escroto es una estructura que se evalia mientras se palpan los

testiculos. La piel del escroto debe ser delgada y flexible, al tacto se encuentra

lubricada debido a la presencia de glandulas sebaceas y sudoriparas.
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Para evaluar el pene y el prepucio es necesario estimular al semental
para provocar que el garaindn se excite y el pene tenga ereccién. El pene se
examina cuidadosamente, poniendo atencion especial en el proceso uretral y el
diverticulo, donde se puede encontrar acumulacion de smegma, el cual es de
consistencia densa y color café negruzco, aunque algunas veces se observa de
color violenta cuando pigmenta la piel del prepucio. El pene y el pliegue interno
y externo del prepucio se examinan mientras permanece la ereccién (Galina
2008)

Las glandulas sexuales accesorias del garanéon estan localizadas
internamente, por lo que se evaluan por via rectal. La preparacion y contencion
del semental sera igual que la que se realiza para palpacion rectal de la
hembra (Boyle 1992).

Las ampulas se localizan cerca de la linea media del piso de la pelvis, y
son un ensanchamiento de la parte distal del conducto deferente. Las ampulas
descansan sobre el borde anterior pélvico y sobre uno de los extremos de la
vejiga urinaria, dando una apariencia de Y. Miden aproximadamente de 12 a20
cm. de diametro. Las vesiculas seminales son glandulas pares con una

delgada pared elongada y de forma ligeramente piriforme (Galina 2008).

Miden aproximadamente de 8 a 10 cm. de longitud y de 3 a 5 cm. de
diametro, tienen una consistencia flacida. La palpacion de las vesiculas se
debe realizar antes que la recoleccion de semen, para que se encuentren
pletéricas de secreciones gelatinosas que hacen que se distiendan y sea facil
su localizacién. La préstata y las glandulas bulbouretrales no pueden ser
palpadas rectalmente debido a que la primera se encuentra cubierta por tejido
retroperitoneal, mientras que las glandulas bulbouretrales se encuentran

profundamente enclavadas bajo los musculos bulbouretrales. (Galina, 2008)
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VI METODOS DE RECOLECCION DE SEMEN

Para tener éxito en un programa de inseminacion artificial en equinos es
imprescindible conocer los métodos de recoleccion de semen de los
garafnones, asi como los métodos de evaluacion y preservacion. Otro uso de
estos métodos es evaluar el potencial reproductivo de un semental que se

quiera dedicar para recria. (Zarco, 2000).

Para realizar la recoleccion de semen se requiere contar con una
hembra en estro, o bien, si el garafion esta entrenado se puede utilizar un

maniqui de monta, potro de montas o Domy (Palma 2008)

Si se utiliza una yegua ésta debera estar en estro, a la yegua se le
venda la cola para evitar laceraciones. Ademas a la yegua se le debe poner un
tirapié para evitar que patee al garafidn o al operador al momento del cortejo o
de la recoleccion del semen. Si se pretende utilizar un maniqui es necesario
entrenar al macho durante varias semanas o0 meses, dependiendo de su libido,
estimulandolo con la presencia de una yegua en estro para acostumbrarlo poco
a poco a montar al maniqui. Antes de recolectar el semen se debe lavar el
pene del garafnon, lo que debe realizarse delante de una yegua en celo para
que el macho tenga una ereccion y pueda procederse al lavado. El pene se
asea exclusivamente con agua tibia, posteriormente se debe secar. Para la
recoleccion de semen en el equino se usa generalmente una vagina artificial la
cual se basa en un aparato rigido o semirrigido con sus respectivas mangas de

latex, el receptaculo del semen y una valvula de presion. (Galina, 2008).

La recoleccion de semen le lleva a cabo con una vagina artificial (VA).
Existen varios modelos, todos tratan de imitar las condiciones de temperatura y
presion de la vagina de la yegua, estimulos necesarios para desencadenar la

eyaculacion (Palma 2008).
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6.1 VAGINA ARTIFICIAL (V.A)

Entre los modelos disponibles se encuentran el Hannover, el Missouri,
CSU, Nishikawa, Cambridge y el polaco, entre otros. El modelo polaco es una
vagina abierta de ambos lados y permite la recoleccion de semen fraccionada,
0 sea, la separacioén de la fraccién rica de la fraccion pobre de espermatozoides
(Palma 2008).

La vagina artificial modelo Hannover esta compuesta de un tubo rigido,
un tubo flexible o interno de goma, un vaso recolector, 4 bandas de goma, una
valvula y la manija de cuero. El tubo flexible y el vaso recolector deben ser
esterilizados antes de su uso. Durante el montaje de la vagina se debe tomar la
precaucion de no tocar las partes de la vagina artificial que toman contacto con
el pene o semen (Love 1992).

Para armar la VA el tubo flexible es colocado en el interior del tubo
rigido. El tubo flexible es 1/3 mas largo que el rigido. Ello permite revertir las
partes excedentes sobre el tubo rigido y fijarlas con 2 bandas de goma. Del
otro lado del tubo rigido el tubo flexible se estira a fin de evitar la formacién de
pliegues transversales. Es importante en este momento verificar que el tubo no
esté torcido. Los 2/3 restantes del tubo flexible excedente son rebatidos, en
parte, sobre si mismos, para permitir la fijacion del recipiente recolector con
una banda. El restante es rebatido sobre el extremo posterior del tubo rigido y
fijado con 2 bandas elasticas. El espacio comprendido entre la pared interna
del tubo rigido y el tubo flexible es llenado, por un orificio en el medio del tubo
rigido con 3L de agua a una temperatura de 50 ° a 55 °C, dependiendo de la
temperatura ambiente para alcanzar una temperatura interna de 42 ° a 44 °C
(Klug, 1993).

La colocacién de un mayor volumen de agua permite la conservacion de
esta temperatura por un periodo mas prolongado. La lubricacion de la VA se
realiza con vaselina estéril o gel hidrosoluble no espermicida. El lubricante
debe ser distribuido en el interior de la vagina con la mano en forma uniforme,
usando un guante desechable, colocando un poco mas de lubricante en la

parte anterior. Existe una valvula u orificio para el llenado con agua. Concluido
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el montaje se introduce un termometro en el interior de la vagina para controlar
la temperatura hasta el momento de la recoleccién. Para evitar el shock térmico
y la exposicion a la luz solar, puede ser usado un protector aislante que cubra

el recipiente recolector. (Love, 1992).

La limpieza del tubo flexible después de su uso debe ser realizada
inicialmente con agua fria y posteriormente caliente. Pueden ser esterilizados
pro medio del autoclave (Klug, 1993) o desinfectados a través de inmersién en
alcohol etilico o isorpopilico (Love, 1992), a 70% durante 20 min.
Posteriormente deben ser colgados para secarlos en un local protegido del
polvo. En caso que sea necesario emplearlos inmediatamente después de la
inmersion deben ser enjuagados con abundante agua caliente y posteriormente
con solucién salina o secado. Este proceso acorta la vida util del tubo flexible
(Kenney et al 1975)

La utilizacion de un tubo interno desechable de polietileno estéril es una
modificacion del montaje de la VA modelo Hannover, que facilita la limpieza del
tubo flexible de goma y torna innecesaria su esterilizacion. El tubo desechable
se fija al tubo rigido, recubriendo el tubo de goma, y sostiene le vaso recolector.
Algunos sementales no aceptan el tubo de polietileno, en este caso se debe

recurrir al tubo original (Klug, 1993).

6.1.1 INSTALACIONES PARA LA RECOLECCION CON V.A.

La recoleccion de semen puede ser realizada tanto en un area cubierta
como al aire libre. El piso del local debe ser firme y no resbaladizo, aun cuando
esté mojado. Otro aspecto importante es que no debe favorecer la formacién
de polvo. Cuando las recolecciones son repetidas con frecuencia en el mismo
lugar, es aconsejable que haya un buen drenaje para facilitar la limpieza y

desinfeccion (Kenney et al 1975).
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6.1.2 YEGUA EN CELO PARA LA RECOLECCION CON V.A.

Para recolectar el semen es necesaria la presencia de una yegua en
celo. Los signos externos cuando una hembra presente celo se manifiestan
levantado y desviando la cola hacia un lado, contracciones frecuentes de los
labios de la vulva, exteriorizacion del clitoris y emision de orina. Como sucubo
pueden ser utilizadas yeguas en celo. Si no se dispone de una puede inducirse
por medio de la aplicacion de prostaglandina o sus analogos o también
progestagenos. Otra alternativa es el empleo de hembras con quistes ovaricos
o tumores de la granulosa, por que presentan celo permanente o el empleo de
hembras ovariectomizadas con o sin tratamiento estrogénico, en pequefas
dosis 0.12 — 0.25 mg (cipionato de estradiol) a intervalos superiores a 4 dias
(Love, 1992).

Para la recoleccién de semen, las yeguas deben ser preparadas. El
periné y la region adyacente a la vulva deben ser higienizados y la cola
envuelta y fijada. Como el semental en el momento de realizar la monta tiende
a morder el cuello, esta indicado el uso de protectores de la piel. La contencién
se lleva a cabo con la ayuda de una mordaza. En caso de no contar con
personal que desvie la cola, ésta debe ser atada a la extremidad y tirada hacia

delante entre los miembros posteriores (Hilmann et al 1980).

6.1.3 MANIQUI PARA LA RECOLECCION CON V.A.

Los sementales pueden ser entrenados para el salto sobre un maniqui,
el cual minimiza el riesgo de accidentes. Los maniquies varian en la forma
desde réplicas groseras de una yegua, hasta barriles suspendidos sobre
postes. El maniqui debe ser firme, bien acolchado y revestido de material poco
abrasivo e impermeable para facilitar la limpieza. Cuando la recoleccion es
realizada sobre un maniqui, una hembra en celo es mantenida en la
proximidad, en general por delante del maniqui para estimular al macho. En
animales entrenados, la presencia de la yegua en celo muchas veces no es

indispensable (Love, 1992).
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Fig. 2: Maniqui o potro de montas para extraccion del semen con vagina

artificial

5.1.4 RECOLECCION DEL SEMEN CON V.A.

Una vez que el equipamiento para la evaluacion y manipulacién del
semen (bafno Maria, platina térmica, etc.), la yegua en celo o el maniqui
preparados, la vagina artificial montada y con la temperatura adecuada de 42°-
44°C y el termdmetro fuera de la VA el semental puede ser conducido a la sala
de recoleccion. La monta del macho responde a una cadena de reflejos
copulatorios. Por ese motivo la recoleccion debe imitar la monta natural el
macho se acerca a la hembra o maniqui con el con el cuello arqueado, la cola

levantada y la orejas hacia delante (Love, 1992).

Cuando la recoleccion de semen se lleva a cabo con la vagina modelo
Hannover, la persona que la realiza debe colocarse del lado derecho de la
yegua a una distancia de 1,5m del tren posterior, sosteniendo la VG sobre el
brazo derecho. Con otros modelos, es posible realizar la recoleccién del lado
izquierdo. EIl salto del macho solo sera permitido después de la completa
ereccion del pene. De acuerdo con el tamafio del pene, la valvula de la VA es
removida, parte del agua sera retirada y la valvula colocada nuevamente y
mantenida abierta. Cuando el semental salta con los miembros anteriores por
encima de los posteriores de la yegua, el operador con la VA se aproxima,
tomando el pene y desviandolo con la mano izquierda enguantada (Kenney et
al, 1975).

Para la desviacion es importante dirigir la mano izquierda sobre el pene
y desviarlo ligeramente, sin fijarlo, porque puede interrumpir los reflejos de la
36



cédpula. Después del desvio del pene, la VA, apoyada en el cuarto de la yegua
se ofrece al macho. ElI macho introduce el pene en la vagina artificial y realiza
7-8 movimientos de friccion, durante los cuales la vagina debe ser mantenida
firme en la misma posicion, simulando el comportamiento de la yegua (Hilmann
et al 1980).

La mano izquierda que realiza el desvio es colocada ahora sobre la
entrada de la vagina y la base del pene, posicibn que permite reconocer la
eyaculacién, que ocurre después de los movimientos de friccion por las
contracciones de la uretra. Durante la eyaculacion también se observan
movimientos de la cola del semental en forma ondulatoria. Confirmando el
inicio de la descarga se semen la VA debe ser inclinada hacia abajo. Para este
fin el operador asegura la manija de la VA con la mano izquierda primero, para
poder retirar la mano derecha que la sostiene, retirar la valvula y volver a fijarla
con la mano derecha, después de inclinada. Esta inclinacién de la vagina
artificial es necesaria para que el semen descienda inmediatamente al interior

del recipiente recolector (Love, 1992).

Algunos sementales requieren el uso de VA a una temperatura mas
elevada. En estos casos se puede elevar la temperatura hasta 46° a 48 °C. sin
embargo debe tenerse en cuenta que las temperaturas superiores a 45 °C son

perjudiciales para los espermatozoides (Hilmann et a/ 1980).

Después de la eyaculaciéon desaparece la ereccion y el operador,
manteniendo la vagina inclinada, la retira lentamente, acompanando el
descenso del macho. En este momento el operario que sostiene al semental
debera girar la cabeza hacia la derecha, porque algunos machos tienen la
costumbre de girar y patear. Después del descenso del pene debe ser
higienizado con agua tibia. Inmediatamente después de la recoleccion, la VA es
llevada al laboratorio, donde se seca el exterior para evitar que caiga agua en

el interior del vaso recolector, en el momento de retirarlo (Love, 1992).

La recoleccion de semen con VA es sin duda el método mas eficaz para
la obtencién de un eyaculado. Cuando, debido a lesiones musculo-esqueléticas

0 neuroldgicas, el semental no logra hacer el salto o alcanzar la erecciéon se
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puede intentar la recoleccion con VA en estacion o utilizando métodos

alternativos (Love, 1992).

6.2 ESTIMULACION MANUAL

Una yegua en celo es mantenida en la proximidad, para que el macho se
estimule. La base del pene erecto debera ser cubierta con bolsa plastica. La
eyaculacién podra ser provocada por medio de la aplicacion de compresas
calientes, toallas sumergidas en agua a 45° - 50°C sobre el glande y la base del
pene, estimulando siempre la extremidad del glande con presién intermitente

con el dedo medio (Love, 1992).

6.3 INDUCCION FARMACOLOGICA CON XILACINA.

La eyaculacién puede ser inducida con agentes alfa-adrenérgicos. La
aplicacion de 0.6mg/Kg. IV de clorhidrato de Xilacina, después de la
estimulacion sexual durante 10-15 min., resultdé en la eyaculacién de 39% de
los animales dentro de los 2 min. después de la administracién de Xilacina en
la mayoria de los animales (McDonnel y Love, 1991). El eyaculado es
recolectado en una bolsa plastica no espermicida, colocado sobre el prepucio y

fijado por medio de una blanda elastica (Turner et al 1995).

Los eyaculados obtenidos por medio de la induccion con Xilacina
presentan caracteristicas semejantes a los obtenidos con la VA (McDonnel y
Love, 1991). Aquellos obtenidos por medio de induccién con imipramide
presentan la concentracion elevada y bajo volumen. La motilidad después de la
descongelacion, la longevidad y tasa de alteraciones morfologicas son
semejantes a la del semen recolectado por medio de la VA (McDonnel y Love,
1991).

VIl EVALUACION DEL SEMEN

La evaluacion de semen se realiza como parte del examen androldgico
para verificar la potencia generando para la compra y venta de reproductores,

antes del inicio de la temporada de monta e inseminacion artificial. El analisis
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clasico comprende la evaluacion de la concentracion, numero total de
espermatozoides en el eyaculado, motilidad y morfologia. Los valores
fisioldgicos se muestran en la tabla 1. El analisis aislado de los valores
espermaticos no presenta alta correlacién con la fertilidad del semental. Sin
embargo el porcentaje de espermatozoides viables, maétiles y la penetracion de
ovocitos de hamster sin zona pelucida presentan alta correlacién con la
fertilidad del macho (Wilhelm et al 1996).

Tabla 1 Medidas de valores seminales equinos de acuerdo a diferentes autores

Autor/es
Dowset
Pickett y Mattos y
. y Klug
Valores seminales col. col.
Pattie (1982)
(1975) (1989)

(1982)

Volumen total (ml) 66 63.6 - -
Volumen sin gel (ml) 52 453 75.6 60.0
Volumen de gel (ml) 7 16.8 - -

Concentracién (10°/ml) 281 178.0 304.5 250.0
Nr total de espermatozoides 15 7.2 21.6 12.0
Motilidad total (%) 73 721 63.1 15.0
Movimiento progresivo (%) - - 35.6 25.0
Espermatozoides vivos (%) - - 69.5 75.0
Espermatozoidfes. sin alteraciones _ ) 55.6 50.0
morfolégicas (%)

El volumen total del eyaculado es de 60 a 70 ml con un rango de 30 a
300 ml. Su color es blanco palido con apariencia de leche descremada. El pH
del semen equino es ligeramente basico con un rango de 7.2 a 7.7; se
determina usando un potenciometro preferentemente en la primera hora
después de la recoleccion del semen. El espermatozoide equino es muy
delicado, por lo cual el recipiente colector no se debe exponer a la luz directa ni
a cambios bruscos de temperatura. Para ello se debe mantener dentro de una

incubadora a bafno maria a una temperatura de 38°C. (Wilhelm et al 1996).

La primera variable microscopica a evaluar es la motilidad progresiva.

Esta variable es muy importante, ya que existe una alta correlacion entre el
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porcentaje de motilidad progresiva y la fertilidad. El porcentaje normal de
motilidad progresiva es de 75%, con un rango de 60 a 95%. La concentracién
espermatica del garaindn es de 150 a 300 millones por ml. Existen aparatos
especializados para la medicidbn de la concentracidn espermatica, como el
Spermacue. Se utiliza una muestra de semen no diluida y cuenta con
calibracién automatica, dando inmediatamente el resultado en millones de

espermatozoides /ml y opera con baterias (Galina 2008)

Existe un densimetro equino que estima rapidamente la concentracion
espermatica de numeros de espermatozoides por ml de semen libre de gel y
ejecuta todos los calculos requeridos para procesar el semen de uso inmediato
o refrigerado. Este densimetro cuenta con un software para conservar toda la
informacion de eyaculados de los garafiones en una computadora personal.
Este aparato cuenta con un sistema experto que puede ser calibrado para
permitir medir la concertacion espermatica de otros animales domeésticos.
(Galina, 2008)

7.1 EXAMEN MACROSCOPICO

Después de retirado el recipiente recolector de la VA, se debe tomar
precaucion de no someter el semen a cambios bruscos de temperatura. Por
eso todo el material que entra en contacto con el semen, como probetas,
laminas, pipetas y diluyente, deben estar pre-calentados en una platina térmica
a 38°-40°C y bafio Maria a 37°C. El eyaculado debe estar identificado con el
nombre del semental, fecha y hora de la recoleccion y numero de eyaculado,

cuando fue realizada mas de una recoleccién del mismo animal (Boyle 1992).

La fraccion gel, producida por las vesiculas seminales, debe ser
separada lo mas rapido posible, debido al efecto negativo que tiene sobre los
espermatozoides. Esto se puede realizar inclinando el recipiente y eliminando
el gel mecanicamente con ayuda de una pipeta. El semen restante puede
contener aun una pequefia cantidad de gel, el cual debe ser eliminado a través
de filtracién con una gasa estéril volcando el semen en una probeta graduada.
Algunas vaginas artificiales poseen filtros desechables, cuando eso no ocurre

es posible adaptarles un filtro. Filtros de nylon con poros de 37 ym son los mas
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indicados porque retienen un numero menor de espermatozoides (Amann et al
1983).

7.1.1 VOLUMEN

El volumen del eyaculado es la suma del volumen del semen y el gel. El
volumen del semen sin el gel es determinado a través de la lectura de la
probeta graduada, después de la filtracion. Antes de hacerlo, debe mantenerse
la probeta en bafo Maria a 37°C, como fue indicado anteriormente (Palma
2008).

7.1.2 ASPECTO

Después de la separacion del gel el aspecto del semen es evaluado,
teniendo en cuenta como base su coloracion y consistencia. La coloracion del
semen varia de gris ceniza a blanco y la consistencia puede variar de acuoso a
lechoso. El aspecto del semen da una idea de la concentracion espermatica.
Cuanto mas blanco lechoso, mayor es su concentracion. Ademas de eso. La
apariencia permite establecer la presencia de urospermia y hemospermia.
Tanto la orina como la sangre tienen efecto negativo sobre los
espermatozoides, porque influyen negativamente sobre la calidad, indicando
ademas alteraciones organicas que deben ser diagnosticadas y tratadas.

El semen es inodoro. En caso de urospermia, su presencia puede ser

detectada por el olor a orina en el semen (Amann et al 1983).

7.1.3 pH

El pH del semen equino varia entre 6.2 y 7.8 Puede ser medido por
medio de un peachimetro o de manera menos exacta, a través de cintas
indicadoras de pH. El pH debe ser determinado inmediatamente después de la
recoleccion por que el reposo genera la formacion de acido lactico.
Alteraciones de pH exigen un examen cuidadoso del semental, por que pueden

ser indicacion de presencia de infeccidn u orina en el semen (Mann, 1964).

7.2 EXAMEN MICROSCOPICO

El examen microscopico se lleva a cabo preferentemente con un

microscopio Optico con contraste de fase y una placa térmica a 40°C.
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7.2.1 MOTILIDAD

El porcentaje de espermatozoides métiles de la muestra es el valor mas
comunmente empleado para evaluar la calidad espermatica, a pesar que sola
no esta altamente correlacionado con la capacidad fecundante del semen
(Graham, 2001a). Una estimacion visual de la motilidad debe ser realizada en
todas las muestras de semen, porque permite, al lo menos, identificar las
muestras de semen que, probablemente, presenten baja fertilidad (Graham,
2001b).

Después de la recoleccidn se inicia una disminucion progresiva de la
motilidad espermatica. Por eso la evaluacion de la motilidad debe ser
determinada inmediatamente o, con maximo, 5 minutos después de la
recoleccion. La motilidad sera evaluada tanto en el semen in natura como en el
diluido. Para el estudio de la motilidad en este momento se pueden usar
soluciones diluyentes como aquellas utilizadas para el enfriamiento del semen:
preferentemente aquellas con yema de huevo porque ésta toma la solucién

optimamente opaca (Palma 2008).

La motilidad espermatica puede ser estimada mediante el método visual,
subjetivo, o utilizando sistemas computarizados. Para la determinacion visual 3
pequeias gotas de semen previamente homogenizado son colocadas
separadamente sobre el portaobjetos limpio y pre-calentado y cubiertas con
laminas cubreobjetos (18 x 18 mm). La motilidad es determinada con un
aumento de 200 x en varios campos de cada gota. Inicialmente es estimado el
porcentaje de espermatozoides modviles e inmdviles. Posteriormente se
determinan los espermatozoides con motilidad rectilinea progresiva y local. El

resultado es dado en porcentaje (Graham, 2001b).

7.2.2 CONCENTRACION

La concentracion se establece a través del numero de espermatozoides
por unidad de volumen. Puede ser medida a través del recuento en camaras
(Nuebauer) o un espectrofotometro. Para el recuento en la camara de
Nuebauer puede ser utilizada una dilucion de 1:20 o 1:40 en una solucion
fijadora de formol-salina o Harem (Tabla 2). Para la dilucion de 1:20 una

alicuota de 0.5 ml de semen es diluida en 9.5 ml de solucién fijadora. La
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camara se monta deslizando la lamina con presion sobre los bordes
humedecidos hasta que se forman los anillos de Newton. La camara posee 2
hemicamaras, conteniendo cada una de ellas 16 cuadros menores. Con una
pipeta Pasteur se toma una alicuota de semen diluido y homogenizado y
transfiere a cada hemicamara por medio de capilaridad entre el piso de la
camara y la lamina que la cubre. Después de 5 min., necesarios para la
sedimentaciéon de las células espermaticas, éstas son contadas. El numero de
espermatozoides es dividido por el area contada (10/25 mmz), multiplicada por

la altura de la camara (1/10 mm) y por la dilucion utilizada (1/20).

N° total de espermatozoides contados h (altura) = 1/10
C= h.d.a donde: d (dilucién)= 1/20

a (altura) = 1/25 mm?

Simplificando el numero de espermatozoides contados en 10 cuadrados
grandes y multiplicado por el factor 500, cuando la dilucién es 1:20 fue usada, o
por 100 cuando la dilucion es 1:40, se obtiene el resultado en millones de

espermatozoides/ml (Palma 2008)

Tabla 2. Composicion de las soluciones de formol citrato y de Hayem

Formol Salina Hayem

NazHPO4 4,939 NaSOs 24,209
KH2PO4 2,549 ClOsNa 4,80g
Formolaldehido 38% 125,509 (ClOs3)2Hg 2,429
NaCl 5,41¢g Agua destilada 968,5ml
Agua destilada c.s.p 1000ml

7.2.3 NUMERO TOTAL DE ESPERMATOZOIDES

El nimero total de espermatozoides se obtiene multiplicando la
concentracion por el volumen de semen, ajustandose la unidad de medida a

cm® o mm?.
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7.2.4 COLORACION SUPRAVITAL

La coloracion supravital realizada con eosina amarillada 2% determina de
forma mas objetiva las células viables para determinar la integridad de la
membrana plasmatica. Cuando las células sufren una lesién de la membrana,
absorben el colorante. La coloracion se lleva a cabo depositando en una
extremidad del portaobjetos entibiado 1 gota de semen y 2 de colorante. Con
ayuda de un cubreobjetos la gota de semen es mezclada con las gotas de
colorante y se hace el extendido, el cual sera secado durante 30 seg. sobre la
platina térmica. La lamina puede ser almacenada en un lugar seco. Los
espermatozoides coloreados y sin colorear se cuentan con un aumento de
400x hasta un total de 200 células. El resultado es expresado en porcentaje.
Los espermatozoides no coloreados representan a las células viables y los

coloreados a las células muertas (Krause, 1966).

7.2.5 MORFOLOGIA ESPERMATICA

Este examen determina el porcentaje de espermatozoides con y sin
alteraciones morfologicas. Se realiza antes del inicio de la temporada de monta
y después, esporadicamente como control. Existen diversas clasificaciones
para las alteraciones morfologicas, sin embargo la suma de las alteraciones de
acrosoma y cabeza no deben pasar 5% y 10% respectivamente y el numero
total de las alteraciones no debe ser superior a 30%. Hay, sin embargo, una

cierta flexibilidad de los porcentajes (Brinsko et al 2003a).

La morfologia puede ser analizada diluyendo una alicuota de semen en
solucion fijadora y examinando la muestra entre porta y cubreobjetos en el
microscopio con contraste de fase con un aumento de 1000x. Esta técnica sin
embargo, no permite una buena evaluacion del acrosoma con una lente de

inmersion. (Garner et al 1986)

Existen diferentes coloraciones para acrosoma. El método de Cerovsky
es de rapida ejecucion y posibilita una rapida evaluacion del acrosoma Para
esta coloracion se hace un extendido del semen sobre un portaobjetos
precalentado. El extendido es secado y sumergido en una solucion saturada de
rojo Congo diluido en agua durante 20 seg. La lamina es lavada por su reverso

con agua corriente y sumergida en una solucién de violeta de genciana 0.5%, 5
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seg. El portaobjetos es lavado nuevamente y secado al aire. El examen de la
morfologia se realiza con una lente de inmersion (1000x), contandose 400

espermatozoides. El resultado se expresa en porcentaje (Mattos et al 1990).

7.2.6 TEST O PRUEBAS FUNCIONALES

Coloracion fluorescente

Las combinaciones desarrolladas fueron la de diacetato de
carboxifluoresceinal/ioduro de propidio (Garner et al 1986) y de calceina
AM/homodimero de etidio La carboxifluoresceina y la calceina AM son
permeables y desterificadas en el interior de las células espermaticas. La
carboxifluoresceina o la calceina libres resultantes son fluorescentes,
coloreando de verde el citoplasma de las células intactas. Por otro lado, el
ioduro de propidio y el homodimero de etidio solo se unen y colorean el ADN
celular de rojo, en células con membrana lesionada. Para el estudio es
necesario un microscopio de fluorescencia o realizar citometria de flujo
(Althouse y Hopkins, 1995).

La integridad de la membrana presenta una alta correlacion con la
motilidad total (Malmgren, 1997) y el movimiento progresivo en el semen fresco
y enfriado (Brinsko et al 2003a). Un nuevo procedimiento, presentado
recientemente, fue una opcién de coloracién de fluorescencia llamada
VIADENT, usada para determinar rapidamente la viabiliad y motilidad de una
muestra de semen refrigerado equino El colorante es Hoechst 33258, que solo
colorea las células con membranas dafadas, bajo la luz ultravioleta los
espermatozoides viables no fluoresceran. La opcién VIADENT debe emplear
luz visible, a través de un diodo emisor de luz azul, que permitira determinar la
concentracion y motilidad, antes de emplear la luz fluorescente para establecer

el numero de células no viables (Wessel y Althouse, 2006).

Hipo-6smosis

Una propiedad de la membrana plasmatica es su habilidad de permitir el
transporte selectivo de las moléculas. En condiciones hipo-osmoticas se
establece un flujo de agua al interior de la célula, a fin de mantener el equilibrio

osmotico. Ello provoca un aumento del volumen del espermatozoide
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especialmente de la cola, donde se observa un enrollamiento de la cola, que

indica que la membrana esta intacta (Jeyedran et al 1984).

El test hipo-osmético es un analisis simple, altamente preciso y
consistente, que presenta buena confiabilidad y repetibilidad. Después de la
recoleccion de 100ul de semen sin gel se adiciona 1 ml de solucién 1000 mi
Osmol de sucrosa (17,12 gr de sucrosa disuelta en 50 ml de agua estéril
deionizada) pre-calentada. La mezcla debe ser incubada a 37°C durante
60min. Después de ese tiempo se deposita una pequefa gota sobre un
portaobjetos y se cubre con una lamina. La muestra es examinada con 400x
por medio de contraste de fase. Deben contarse 100 células para evaluar la
presencia de cola enrollada. Se registra el numero de espermatozoides
(expresado en %) con colas enrolladas (HOS+) de cada muestra (Nie y
Wenzel, 2001). Lagares (1995) y luego Nie y Wenzel (2001) observaron que los
espermatozoides equinos sufren la mayor sobrecarga osmatica en soluciones
de 50 a 100 mOsmol.

VIl FACTORES QUE AFECTAN LA CONSERVACION DEL
SEMEN

8.1 CHOQUE TERMICO

El enfriamiento del semen disminuye la actividad metabdlica de los
espermatozoides, reduce el crecimiento bacteriano y, de esa manera, prolonga
la viabilidad de los espermatozoides (Katila, 1997). El choque térmico, en
equinos es el conjunto de alteraciones que los espermatozoides sufren cuando
son sometidos a un enfriamiento rapido de 20°C a 5°C. Esas alteraciones estan
representadas por la pérdida rapida de motilidad, la alteracién del tipo de
motilidad con un movimiento retrégrado y circular, reduccién del metabolismo,
lesion del acrosoma y de la membrana plasmatica, acompanada de pérdida de
los componentes intracelulares. Estas alteraciones son en parte irreversibles
(Amann y Pickett, 1987).

Las membranas de los espermatozoides estan compuestas

principalmente por wuna cadena doble de fosfolipidos distribuidos
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aleatoriamente, en la cual se localizan complejos protéicos. Cuando estan
inalterados, se encuentran en estado fluido, esencial para su eficiente funcion.
Con el enfriamiento, los lipidos sufren una transicion a la fase liquida cristalina
y posteriormente a una de gel. Una vez que se encuentran en estado de gel,
los lipidos tienden a agregarse, formando microdominios en areas aun fluidas.
Estos lipidos agregados no se integran comunmente con las proteinas
asociadas con otros lipidos. Los bordes de estos microdominios se convierten
en areas mas fragiles sujetas a la fusion o ruptura, ademas de volverse mas
permeables a los iones (Hemmersted y col., 1990; Amann y Gramham, 1993;
Morel 1999).

Cuando los espermatozoides estan alterados, los iones Na+ y Ca++ que
entran a las células espermaticas crece significativamente, superando la
capacidad de eliminacion de los inones por medio de las bombas de Ca++. Asi,
el Ca++ se acumula en el espermatozoide alcanzando niveles toxicos. Es
posible que el acrosoma sufra mas, con estas alteraciones, una perdida mayor
de capacidad fecundante de la que seria esperado de la reduccion de la
motilidad (Amann y Graham, 1993).

Los efectos del choque térmico son mas evidentes en el congelamiento
de semen, cuando los espermatozoides sufren alteraciones mas semejantes a
la capacitacién y al envejecimiento (Amann y Graham, 1993). La severidad del
efecto del choque térmico depende del grado de enfriamiento, intervalo entre
temperaturas y la variacidon de la temperatura. Estos efectos pueden ser
reducidos a través del enfriamiento controlando los intervalos criticos de
temperatura entre 19°C y 8°C (Moran et al 1992) y por medio de la adicion de

lipidos (yema de huevo) o proteinas (leche) en el diluyente de semen.

8.2 PLASMA SEMINAL
El plasma seminal equino posee un perfil proteico caracteristico de la

especie divergiendo bastante del perfil bovino (Frazer y Bucci, 1996). Tiene una
importante funcién en la modulacion de la inflamacion inducida por la monta.
Inhibe la quimiotaxis y la fagocitosis de los polimorfonucleares, protegiendo de

esta forma a los espermatozoides en el utero de la yegua (Katila, 2001;

47



Troedsson, 2004). La caracterizacion preliminar del componente
inmunosupresivo sugiere que seria una o0 mas moléculas con un peso
molecular entre 50 e 100 kDa (Troedsson et al 2001). Participa también en el
transporte espermatico, dado que contiene oxitocina y prostaglandinas (Katila,
2001) y en la eliminacién de los espermatozoides del tracto genital femenino.
Es importante manenter un volumen minimo de plasma seminal que module la
inflamacion de forma eficiente y proteja a los espermatozoides en el utero, sin
interferir con su viabilidad cuando el semen es procesado para la

criopreservacion (Troedsson, 2004).

A pesar de sus diversas funciones no es el medio ideal para almacenar
espermatozoides. El plasma seminal tiene efecto negativo sobre la motilidad
espermatica durante la conservacion prolongada a bajas temperaturas, cuando
fue empleado en una proporcién superior a 20% (Varner et al 1987; Jasko y
col., 1992; Pruitt et al 1993).

La fracciébn responsable por este efecto parece originarse en las
vesiculas seminales (Varner et al 1987). También fue sugerido que la
variaciones de la composicion (Aurich et al 1996) y la concentracion de NaCl
del plasma es responsable de la variacion de la tolerancia del semen de
diferentes sementales al enfriamiento y la congelacion. El plasma seminal de

los sementales presenta actividad de lipasa (Nishikawa, 1975).

Es posible que la actividad de la lipasa endogena en el plasma seminal
de sementales, sea un factor adverso sobre los espermatozoides enfriados. La
eliminacién de la totalidad del plasma seminal, sin embargo, disminuye la
motilidad después de 24h de enfriamiento (Jasko et al 1992). Los mismos
autores recomendaron que 5% a 20% del plasma seminal sea mantenido. De
acuerdo con Palmer (1984) y Braun et al (1994) la presencia de 0% a 10% de
plasma seminal en el semen permite alcanzar superiores resultados que los

alcanzados de 20% a 50%.

El plasma seminal practicamente no tiene efecto sobre la motilidad de
los espermatozoides criopreservados, si éstos fueron congelados

inmediatamente después del procesamiento. Cuando el semen es incubado

48



con 20% de plasma seminal por un periodo prolongado, antes de ser
congelado, el plasma seminal tiene un efecto perjudicial sobre la supervivencia
espermatica después de la criopreservacion (Moore et al 2005). La proporcion
de plasma seminal del eyaculado puede ser reducida por medio de dilucién,
centrifugacion o recoleccion fraccionada de las 3 primeras fases del eyaculado

con una vagina artificial abierta (Katila, 1997).

La dilucion del semen preserva la motilidad. Brinsko y Varner (1992)
recomiendan una dilucion minima de 1 parte de semen con 1 parte de
diluyente. Esta dilucion es usada frecuentemente cuando las yeguas son
inseminadas en el establecimiento, pocas horas después de la recoleccion. Al
calcular la dilucion ideal, la relacion del diluyente con el plasma seminal debe
ser considerada. Sin embargo, la dilucion excesiva reduce la fertilidad debido al
volumen. Si la concentracion espermatica inicial es baja, puede que no sea
posible diluir el semen de manera proporcional, de manera que la proporcion
del plasma seminal sea reducida a 20%. Esto resultaria en un volumen
excesivo y una concentracion demasiado baja, reduciendo asi la fertilidad
(Katila, 1997).

Los espermatozoides de algunos sementales parecen ser mas sensibles
que otros a la presencia de plasma seminal. En estos animales mas sensibles,
disminuye el mantenimiento de la motilidad (Brinsko y Varner, 1992). La
centrifugacion y eliminacion parcial del plasma seminal beneficia a los machos
cuyos eyaculados presentan baja tolerancia al enfriamiento, almacenamiento,
dilucién del semen y acondicionamiento de rutina. Esto es valido en particular
para semen almacenado por mas de 24h. Este procedimiento, sin embargo, no
se justifica para el semen de sementales, cuyos eyaculados toleran el
enfriamiento y almacenaje usando procedimientos de rutina (Brinsko et al
2000).

7.2.1 CENTRIFUGACION

El método mas utilizado para la separacion del plasma seminal de la
fase rica en espermatozoides es la centrifugacion. La misma permite la

separacion del plasma, aumenta la concentracion espermatica y también ofrece
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un mayor control de la dilucion utilizada en el semen enfriado o congelado.
Especialmente en sementales, cuyo semen tiene baja capacidad de enfriado,
“poor cooler’, la centrifugacion y parcial eliminacion del plasma seminal, puede
conducir a una disminucién de la pérdida de espermatozoides con motilidad
rectilinea progresiva, cuando el semen es conservado durante mas de 24h
(Brinsko et al 2000). Sin embargo la centrifugacién no es inocua. Ademas de
una pérdida de 10% a 20% de los espermatozoides en el sobrenadante, puede
reducir la motilidad o aumentar el numero de alteraciones morfolégicas de las
células espermaticas, posiblemente como causa de la peroxidacion (Parinaud
et al 1997). Para reducir ese efecto se puede disminuir la fuerza centrifuga,
acortar el tiempo de centrifugacion, usar diluyentes en la centrifugacion y usar
una solucién isoténica densa (Pickett et al 1975; Martin et al 1979; Cochran et
al 1984).

Para congelar el semen se agrega, comunmente, un diluyente a base de
glucosa-EDTA (Martin et al 1979) o citrato-EDTA (Cochran et al 1984) para la
centrifugacion. Después, el pellet de semen se resuspende con un segundo
diluyente para el almacenamiento o criopreservacion. Cuando el semen esta
destinado a ser utilizado fresco o enfriado se emplea solo un diluyente (Tablas
3, 6) para la centrifugacion y resuspension, ya que no se lleva a cabo la

criopreservacion.

El diluyente puede ser mezclado con el semen y colocado en fracciones.
Importante es que sea pre-calentado para estar a la misma temperatura que el
semen. La proporcién semen/diluyente normalmente utilizada es de 1:1 a 1:2,
hasta > 1:3 (Aurich, 2005). Cochran et al (1984), ademas de usar el diluyente
citrato-EDTA, también utilizan 0,25 ml de una solucion densa de EDTA-glucosa
en el fondo del tubo de centrifuga como amortiguador, obteniendo mejor
motilidad. Volkmann y Van Yzl (1987) basados en los resultados pos
descongelamiento, no se observaron ventajas de este procedimiento. Pickett y
Amann (1993) sugirieron que el uso de diluyente con lactosa-EDTA-yema de
huevo con o sin 4% de glicerol fue tan eficiente como cuando se empled una
solucion densa de glucosa. Existe una gran variacién en la fuerza centrifuga y
la velocidad utilizada por los autores. Martin et al (1979) usaron 1000g durante

5min y Klug (1993) 800g 10min. Otros autores emplearon una fuerza centrifuga
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menor durante un periodo mayor: 400g, 12min (Brinsko et al 2000), 400g,
15min (Cochran et al 1984; Bedford et al 1995).

8.3 DILUYENTES

Los diluyentes de semen contienen componentes protectores que

permiten la sobrevivencia espermatica fuera del tracto reproductivo. Ademas de
esto aumentan el volumen de la dosis inseminante.
Yema de huevo, leche y glicerol son los componentes mas adicionados para la
proteccion de espermatozoides frente al descenso de temperatura. Las
lipoproteinas presentes en la leche y la yema de huevo protegen a los
espermatozoides del choque térmico. Substratos metabolizables como glucosa
constituyen la fuente de energia para las células espermaticas (Brinsko y
Varner, 1992). El metabolismo de los espermatozoides produce sustancias
téxicas, como acido lactico, que reduce la motilidad. Los diluyentes deben
contener sustancias con alta capacidad tampon para neutralizarlos (Katila,
1997).

Los antibioticos 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 recoleccibn. No deben usarse para
compensar falta de higiene en la recoleccion o procesamiento de semen. Como
se muestra en la tabla 3, los antibiéticos mas empleados son la penicilina G-
potasica o sddica cristalina, la gentamicina o amikacina, la estreptomicina o
penicilina G-potasica cristalina. La combinacion de penicilina G-potasica
cristalina con amikacina fue mas eficaz en el control de bacterias anaerobicas
(NOM-027-2Z00-1995).

Una alternativa promisora para el uso de antibiéticos es la adicion de
manosa al diluyente. Por medio de la inhibicidon competitiva de la adherencia
bacteriana disminuye la adherencia de las bacterias a la mucosa uterina de
yeguas. Diluyente conteniendo hasta 37 mg/ml de manosa mantuvieron la
motilidad espermatica y la misma capacidad fecundante, que el semen en
diluyentes tradicionales. Concentraciones de 25 mg/ml de manosa preservaron

la motilidad bajo refrigeracion durante 48 horas (King y col., 2006).
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La presién osmética y el pH del diluyente deben ajustarse para favorecer
la sobrevivencia espermatica. La osmoralidad del plasma seminal es de
300mOsm/l aproximadamente (Katila, 1997). Mantener la osmolaridad del
diluyente proxima a la isotonicidad (entre 277 y 322 mOsm/Kg) favorece la
motilidad espermatica In Vitro (Meirelliers et al 1999). La osmolaridad de los
diluyentes a base de leche puede variar entre 300 y 400 mOsm/I, el valor ideal
es de 350 mOsm/l. El. pH de los diluyentes puede variar ente 6.7 y 7.2 sin
afectar la calidad espermatica durante el almacenamiento. Por este motivo,
cuando la gentamicina o amicacina, que reducen el pH del medio son incluidos
en el diluyente debe ser adicionado bicarbonato de sodio para ajustar el pH
(Brinsko y Varner, 1992).

IX PROCESAMIENTO DE SEMEN

El semen para |A generalmente esta disponible in natura (fresco),
enfriado o congelado. El método del procesamiento determina su periodo de
viabilidad. Aunque muchos trabajos fueron realizados sobre conservacion de
semen, es frecuente el empleo de un numero experimental pequeno, fallas en
la descripcion de la metodologia como del registro de los resultados. Ademas
de esto la interaccidén de diversas variables toma dificil la interpretacién de los
resultados. Es comun también que los trabajos con diluyentes vy
almacenamiento, debido a los altos costos se basen mas en la evaluacion de la

motilidad que los resultados de la inseminacion (Palma 2008)

9.1 SEMEN FRESCO

El semen in natura es utilizado ocasionalmente en la inseminacion
artificial, a pesar de que de esta forma no se aprovecha integralmente las
ventajas de la IA. Esta practica es utilizada especialmente cuando las yeguas
se encuentran en la misma propiedad que el semental o son llevadas hasta
donde se encuentra también por alteraciones fisicas de la yegua o del macho,
que impiden la monta natural. Cuando se utiliza semen fresco en la IA es
importante que la misma sea realizada hasta 30 min después de la recoleccion,
por que ocurre pérdida rapida de motilidad y la capacidad fecundante del
semen diluido. Como en este caso el volumen del semen corresponde al del
eyaculado, lo que varia es la dosis inseminante que puede ser determinada por

las siguientes formulas (Klug, 1993):
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Volumen del eyaculado Volumen del eyaculado
Volumen de la dosis = N° de dosis o] N° de yeguas a ser inseminadas

Si la |A fue realizada hasta dos horas después de la recoleccion, es
aconsejable una dilucion del semen de 1:1 o 1:2 (Brinsko y Varner, 1992;
Katila, 1997?). Para esta finalidad, generalmente es utilizado un diluyente a

base de leche descremada en polvo. (Tabla 3).

Los resultados de la IA con semen fresco son semejantes (Vidament y
col.,, 1999) o aun superiores a los obtenidos con la monta natural (Mattos y
Cavalheiro, 1998). Estos autores obtuvieron, con el semen diluido, una tasa de
prefiez/ciclo superior (78.7%) que con la monta natural (56.0%), sobre 5300
ciclos, usando semen fresco diluido o no, tampoco se observaron diferencia
alguna en la tasa de prefiez, después de la IA con semen fresco diluido o no.
(Silva Filhom et al 1994).
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9.2) SEMEN REFRIGERADO

La preservacion de semen equino en forma liquida es actualmente mas
rentable econdmicamente que el semen congelado. Esto se debe al elevado
costo del equipamiento para la congelacion y la baja fertilidad del semen
congelado de una gran parte de los sementales (Varner et al 1989). indices de
prefiez aceptables junto a la posibilidad de preservar el semen por periodos
que varian de varias horas a dias, convirtieron la IA con semen refrigerado una

técnica ampliamente difundida (Brinsko y Varner, 1992).

Entre las dificultades del uso del semen refrigerado se puede enumerar:

¢ No todos los sementales producen semen que tolera la refrigeracion y
conservacion.

e Dificultades en la logistica pueden provocar que la inseminacion se
realice fuera del momento adecuado.

e El manejo de las yeguas es transferido al propietario o veterinario local,
muchas veces con poca experiencia.

e La longevidad del semen refrigerado es relativamente corta (24-48h)
puede ser necesario varios envios por ciclo.

e Los sementales deben estar saludables y disponibles para las
recolecciones de semen, durante toda la temporada de monta (servicio)
para atender a la demanda de los criadores.

e ElI semen muchas veces es procesado por los propietarios, no
profesionales, lo que lleva a una amplia variabilidad en la calidad del

semen transportado (Loomis, 2001a).

9.2.1 DILUYENTES PARA SEMEN REFRIGERADO

Los diluyentes a base de leche descremada en polvo como Kenney o E-
Z Mixin (Tabla 3) son usados comunmente para la dilucion de semen para la
IA, tanto como semen fresco como refrigerado, por mantener bien la motilidad
espermatica y la fertilidad. Ademas de esto, son de preparacion simple y de
bajo costo. La ausencia de particulas de grasa torna a estos diluyentes
optimamente claros, razén por la cual pueden ser utilizados bien en la

evaluacion de semen (Mattos 2000).
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La version mas simple, el diluyente de leche descremada, requiere del
calentamiento a 92°C — 95°C durante 10 minutos. Esto es necesario para
inactivar la lactenina, un componente de la leche, toxico para los
espermatozoides (Householder et al 19871). La utilizacion de leche
descremada en polvo o leche UHT/UAT (ultra high temperature, ultra alta
temperatura) en diluyentes no requiere de la inactivacion de la lactenina, lo cual
probablemente ocurre cuando estos productos son procesados (Meirelles et al
1998).

La leche descremada UHT (Meirelles et al 1998) o la leche descremada
en polvo reconstituida (10g de leche en polvo con 0.1% de grasa en c.s.p. 100
ml de agua destilada (Meirelles et al 1999) pueden ser utilizados como
diluyentes para la preservacion de semen equino refrigerado. Tambien se
sugiere que sean evaluadas diversas marcas, tanto de leche descremada en
polvo como UHT, porque existen variaciones en los resultados obtenidos entre
marcas. Esto es atribuido a diferencias en la composicion de estos productos,

debido a la presencia de aditivos (Mattos 2000)

Como se puede observar en la tabla 3, la composicion del diluyente de

Kenney y E-Z Mixin (disponibles comercialmente) es semejante. Después de
34h de refrigeracion a 4°C en diluyente de Kenney la motilidad total se mantuvo
en 80% y el movimiento progresivo en 72% (Varner et al 1989). Después de
96h a esta temperatura, la motilidad total y progresiva fueron de 39% y 33%
respectivamente (Varner et al 1988). Se obtuvieron mejor mantenimiento de la
motilidad espermatica con diluyente a base de leche descremada en polvo-
glucosa que con el empleo de leche descremada (Province et al 1985).
El uso de glucosa, una fuente extra de energia y bicarbonato, un tampén en los
diluyentes Kenney y E-Z Mixin pueden ser los factores responsables de la
mejor conservacion de la motilidad rectilinea progresiva y de mejores indices
de conceptcion obtenidos con estos diluyentes, frente a la leche descremada
(Morel, 1999).

La eliminacion del plasma seminal y la dilucién del semen con un

diluyente de leche descremada-glucosa (EZ Mixin), conteniendo medio Tyrode
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modificado, pueden mejorar la motilidad espermatica y los indices de prefiez en
el caso del semen refrigerado. La presencia de plasma seminal en el medio de

Tyrode disminuye la motilidad espermatica (Rigby et al 2001).

Se cree que la gelatina presente en algunos diluyentes, puede tener una
funcion estabilizadora de la membrana. A pesar que la obtencién de buenos
resultados de prefiez (Householder et al 1981) diluyente a base de gelatina
(tabla 4) no son utilizados comercialmente debido a que su preparacion es mas
trabajosa y la presencia de particulas de grasa no permiten la evaluacién

microscopica del semen (Ticket, 1993).

El diluyente INRA 96 (Tabla 5) es un diluyente quimicamente definido
que incluye componentes de la leche. Mantiene la viabilidad espermatica a 15
°C por un periodo mayor que el diluyente INRA 82. Semen diluido con INRA 96,
manteniendo a 15°C durante 72h resulté en 48% fertilidad/ciclo. Este diluyente
es una alternativa para ser empleada en sementales con espermatozoides

sensibles al choque térmico (Batallier et al 1998).

Los diluyentes a base de yema de huevo son usados principalmente
para la conservacion de semen, por que su opacidad Optica dificulta la
evaluacion microscopica. Su accién protectora es atribuida a la fraccidon
lipoproteica de baja densidad, los fosfolipidos que se ligan a la membrana
plasmatica. Semen diluido en diluyente Dimitropulos (Tabla 6) alcanz6é 56% y
41% de motilidad, desués de la conservacion a 5°C durante 24h y 48h

respectivamente (ljaz y Ducharme, 1995).

Esta indicada la eliminacion del plasma seminal, porque ocurre una interaccion
adversa entre el plasma seminal y la yema de huevo. Este efecto se manifiesta
después de 6h de refrigeracion como una detencion de la motilidad
espermatica y después de 24h también como una falta de la motilidad total
(Bedford et al 1995). Este efecto no fue observado cuando la yema de huevo

fue utilizada en una cantidad de 2% (Amann y Pickett, 1987).
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9.2.2 DILUCION, VOLUMEN Y DOSIS UTILIZADOS CON SEMEN
REFIGERADO

El semen debe ser mezclado con el diluyente pre-calentado (37°C 2 a 5
minutos después de la eyaculacion. La relacién semen:diluyente debe ser un
minimo de 1:1. Si el semen se almacenara por un periodo superior a 2 a 4h
antes de la inseminacion, normalmente se utiliza una dilucion mayor. La
dilucion va a depender de la concentracion espermatica inicial. La
concentracion final de semen diluido de 25 a 50 x 10° espermatozoides/ml

favorece la sobrevievencia espermatica in Vitro (Varner et al 1987).

En los programas de |IA, las yeguas son generalmente inseminadas con
dosis que varian de 250 a 500 x 10° espermatozoides con movimiento
progresivo (Brinsko y Varner, 1992), Gahne et al (1998) verificaron que no hay
diferencia en la tasa de prefiez con dosis de 300 y 500 x 10° espermatozoides
con motilidad progresiva, cuando fue empleado semen de buena calidad,
diluido y mantenido durante 24h a 20°C. Cuando se establecié el numero de
espermatozoides en cada dosis, se puede determinar el numero de

dosis/eyaculado y luego el volumen final después de la dilucion (Klug, 1993):

N° dosis = N° total de espermatozoides x % de movimiento progresivo

100 x n° espermatozoides/dosis

Volumen final después de la dilucion = n° de dosis x volumen de la dosis

Cuando es utilizada una dilucion 1:1; 1:2, etc. después de la dilucion el
volumen de las dosis puede ser determinado de la siguiente forma (Klug,
1993):

Volumen de la dosis = Volumen de semen + volumen de diluyente

N° de dosis

Brinsko y Varner (1992) determinaron el volumen de la dosis

inseminante usando la siguiente férmula:

Volumen de la dosis = N° de espermatozoides con motilidad progresiva/dosis

Concentracion espermatica/ml x % motilidad progresiva
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9.2.3 ENVASE DEL SEMEN REFRIGERADO

El semen diluido puede ser mantenido en probetas u otros recipientes de
vidrio o plastico que no sean toxicos para los espermatozoides. Las dosis son
divididas en el momento de la inseminacién. El semen puede ser almacenado
también en bolsas de polietileno (Doulgas-Hamilton y col., 1984) o en jeringas
con émbolos de plastico. Esto es especialmente importante si el semen es
almacenado por mas de 30 minutos en la jeringa. Algunos émbolos de goma

liberan sustancias toxicas para los espermatozoides (Broussard 1990).

Douglas-Hamilton et al (1984) recomiendan que el aire sea retirado de
los embalajes, durante el llenado con semen. A 4°C la actividad espermatica es
menos intensa y una mejor motilidad fue mantenida en los envases sin aire,
comparada con aquella que contenian aire. La agitacion del semen diluido
mantenido a 4°C también prolonga significativamente la motilidad (Mattos et al
1997).

Independientemente del tipo de envase a ser utilizado, es de
fundamental importancia identificar correctamente los envases con el nombre
del semental donante y la fecha de recoleccién. Esto es especialmente
importante cuando en el mismo lugar es realizado el procesamiento del semen

de otros machos (Broussard 1990).
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Tabla 3. Composicion de diversos diluyentes a base de leche descremada
(NOM-027-Z00-1995)

Diluyente Componentes Cantidades
Leche descremada Leche descremada en polvo 249
en Glucosa 49¢
polvo-glucosa de Penicilina cristalina 150,000 U
Kenney | Estreptomicina cristalina 150,000 ug
(Kenney y col., Agua destilada estéril c.s.p 100ml
1975)
Leche descremada en polvo 249
Glucosa 49¢g
NaHCO; (7,5%) 2.0ml
Gentamicina, sulfato (PA) 2.0 ml
Agua destilada estéril 92 ml
Mezclar primero los componentes liquidos y luego agregar los componentes en polvo
E-Z Mixin Leche descremada en polvo 249
(Province y col., Glucosa monohidratada 49¢g
1984, NaHCO; 2.0ml
1985) Sulfato de polimixina B 50mg/ml 2.0 ml
Agua destilada estéril 92.0 ml

Mezclar primero los componentes liquidos y luego agregar los componentes en polvo

INRA 82 Glucosa 50g9
(Magistrini y col., Lactosa 300.0 ¢
1992; Rafinosa 300.0g
ljaz y Ducharme, Citrato trisédico deshidratado 60.0g
1995) Citrato de potasio 82.0 mg
HEPES 952.0 mg
Penicilina 10.0 Ul/ml
Gentamicina 10.0 Ug/ml
Agua 100.0 ml
Leche UHT descremada 100.0 ml
Tyrode modificado  Glucosa 49¢g
por Leche descremada en polvo 249
Kenney (ljaz 'y Penicilina sodica 150,000 UI
Ducharme, Dihidroestreptomicina 150.0 mg
1995) Agua destilada c.s.p 100ml
Adicionar 65% del diluyente Kenney a 35% (v/v)
de medio de Tyrode
NaCl 420.0 mg
KCI 187.0 mg
Na2HCO; 210.0 mg
Lactato de sodio 98% 190.0 ul
CaCl, 29.0 mg
Medio Tyrode MgCl 8.0 mg
HEPES 238.0 mg
Piruvato de sodio 11.0 mg
Albumina Sérica Bovina libre de acidos
Grasos (BSA AFF) 600.0 ml
Agua 100 ml
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Tabla 4. Composicion de un diluyente a base de crema de leche y gelatina

DILUYENTE COMPONENTES CANTIDADES

Crema de leche-gelatina Gelatina 1.3¢g

(Voss y Pickett, 1976) Agua destilada 10.0 ml
Crema de leche (half and half) 90.0 ml
Penicilina 100,000 Ul
Estreptomicina 100,000 UI
Sulfato de polimixina B 20,000 Ul

Mezclar la gelatina con el agua destilada y autoclavar por 20 min. Calentar la crema
de leche a 92-95°C por 10 min. Después quitar la espuma de la crema de leche
calentada, adicionar la solucion de gelatina en c.s.p 100 ml

Tabla 5. Composicion del diluyente INRA96 (NOM-027-Z0O0-1995)

DILUYENTE COMPONENTES CANTIDADES

INRA96 Sales de Hank’s, 67 mM Glucosa en

(Batellier y col., 1998) 126 mM de lactosa
CaCl2 0.14 g
KCI 049
KH,PO4 0.06g
NacCl 1.25¢
Na,HPO412H,0 0.118 g
NaHCO; 0.35¢g
HEPES 4769
Glucosa 13.21g
Lactosa 45.39 ¢g
Agua destilada c.s.p 1000 ml
Suplementar fosfocaseinato
natural 27 g/l

Tabla 6. Composicion del diluyente que contiene yema de huevo (NOM-027-

Z00-1995)
DILUYENTE COMPONENTES CANTIDADES
Solucién A

Glucosa anhidra 20g
Fructosa 20g
Agua destilada 100 ml

Dimitropoulos Solucién B

(De Vries, 1987; Citrato de sodio dihidratado 20g

ljaz y Ducharme, 1995) Glicina 094g
Sulfonamida 0.35¢
Agua destilada 100 mi
Yema de huevo 20.0 ml

Preparar las soluciones A y B separadamente y después mezclar 30 ml de la solucién
Ay 50 ml de la solucion B. agregar la yema de huevo y centrifugar 20 min. A 1200 g.
usar el sobrenadante como diluyente.
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9.2.4 REFRIGERACION PARA EL SEMEN REFRIGERADO.

De una forma general, la refrigeracion del semen diluido a temperaturas
de 5°C a 6°C mantienen mejor la viabilidad espermatica durante el
almacenamiento en comparaciéon con el mantenimiento a temperatura ambiente
(15-25°C). Este aumento de la viabilidad espermatica es favorecido por la
mayor reduccion de la actividad metabdlica a temperaturas bajas. Durante el
enfriado, sin embargo, los espermatozoides estan expuestos a los efectos
negativos del choque térmico. La extension de ese efecto adverso sobre los
espermatozoides no depende tanto de la temperatura sino mas de la velocidad
con que desciende. No se observaron, una disminucién significativa del semen
enfriado 1°C/min hasta 4°C. (Mattos et al 1997).

La mayoria de los autores concuerdan que el enfriamiento lento
(<0.03°C a 0.1-0.05°C/min) mantiene mejor la motilidad y la fertilidad de los
espermatozoides equinos (Douglas-Hamilton, 1984; Varner et al 1988; Kayser
et al 1992). El semen diluido puede ser enfriado rapidamente de 37°C a 20°C.
La fase critica, de mayor susceptibilidad de los espermatozoides al choque
térmico, se encuentra en el intervalo entre 19°C y 8°C hasta la temperatura de

almacenamiento, que varia entre 6°C y 4°C (Moran et al 1992).

La curva de enfriamiento se puede llevar a cabo con la ayuda de
unidades de refrigeracion como los contenedores para el almacenamiento y
transporte de semen equino, disponibles en el mercado. Un ejemplo es el
Equitainer ® (Mintlib, Alemania), que permite el enfriamiento inicial lento
(0.3°C/min) y mantiene la temperatura final de 4°C a 6°C por mas de 36 horas
aproximadamente (Douglas-Hamilto et al 1984). Una curva de enfriamiento
semejante, aproximadamente 0.3°C/min puede ser obtenida colocando el
semen en un bafo Maria a temperatura ambiente y colocando en una
refrigeradora a 5°C El uso de unidades computarizadas de refrigeracion
permiten un control mejor sobre la curva de enfriamiento. Sin embargo las
refrigeradoras y los contenedores de transporte son los mas empleados
(Squires et al 1999).
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9.2.5 TEMPERATURA Y TIEMPO DE ALMACENAMIENTO DEL SEMEN
REFRIGERADO

El semen mantenido entre 10°C y 20°C presenta con frecuencia
reduccion de la fertilidad, después de 12h a 24h (Brinsko y Varner, 1992). A
pesar que Varner et al (1989) no observaron diferencia entre la capacidad de
fecundacion del semen diluido, mantenido a 20°C frente a 5°C durante 24h, se
observo una disminuciéon mas acentuada de la motilidad total y progresiva del
semen almacenado a 20°C que a 5°C. Los espermatozoides de reproductores
fértiles, conservados a 5°C en diluyente a base de leche, mantuvo la calidad de
la cromatina durante 46 horas, mientras que el almacenamiento a 20°C y 37°C
resultdé en la desnaturalizacion moderada y acentuada del ADN,

respectivamente (Varner et al 1988).

El semen de sementales subfértiles presenta mayor susceptibilidad a la
desnaturalizacién o a disminucion de la calidad de la cromatina entre 20 y 31
horas a 5°C (Love et al 2001; Love et al 2002). Se observé una pequefia
diferencia en la recuperacién de embriones de 51% y 59%, después de la IA
con semen mantenido durante 24h a 20°C y 5°C respectivamente (Pickett
1993).

Después de 48h de almacenamiento no se recolectaron embriones de
yeguas inseminadas con semen mantenido a 20°C, mientras que con semen
mantenido a 5°C, la tasa de recoleccion fue de 32%. Por esa razon, la
conservacion de semen a 20°C es viable a un plazo maximo de 24h. Si esta
previsto exceder ese periodo, se recomienda refrigerarlo. EI semen diluido y
mantenido a temperatura de 4°C a 6°C mantiene normalmente la capacidad
fecundante de las células espermaticas durante 24 a 48h o mas. Tasas
normales de fertilidad fueron alcanzadas después de almacenamientos de 72h
y 96h (Brinsko y Varner, 1992).

9.2.6 TRANSPORTE DEL SEMEN REFRIGERADO

A fin de mantener las ventajas obtenidas con la refrigeracion del semen,
es necesario que su almacenamiento y transporte sean realizados a la misma

temperatura. El Equitainer® (Mintib, Alemania) fue el primer contenedor
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desarrollado para esa finalidad y es el mas usado en la actualidad para el
transporte de semen equino refrigerado. El semen debe ser diluido en una

relacion minima de 1:2. (Douglas- Hamilton et al 1984).

Actualmente existen en el mercado otros contenedores como el Expect a
Foal®, Equine Express®, Celle y Sarstedi®. Todos estos modelos son
adecuados para la refrigeracion y el transporte de semen equino durante 24h
(Katila et al 1997). Para una conservacion de 48h o a temperaturas
ambientales mas extremas, el modelo Equitainer® es el mas indicado (Katila,
1997a; Malmgren, 1998, Brinsko et al 2000b).

9.2.7 CONCEPCION UTILIZANDO SEMEN REFRIGERADO

La tasa de prefiez esta afectada por diversos factores. Ello hace muy dificultoso
contar con una media general de prefiez con semen refrigerado. Algunos de
estos factores son la calidad del semen utilizado, una o0 mas inseminaciones
por cada ciclo, diluyentes utilizados, concentracion espermatica en la dosis,
lugar (estandar o intrauterina profunda) y tiempo de conservacion, entre otros.
Generalmente el semen refrigerado y conservado por mas de 24h permite
obtener tasas de prefiez mas bajas que las obtenidas con semen fresco (Morel,
1999).

Palmer (1984) observé resultados similares con la monta natural y la IA con
semen refrigerado durante 8h. La variacion acentuada, observada en la calidad
del semen refrigerado y transportado en un programa comercial de |A resulto
en 48% tasa de prefez/ciclo media. Con semen de excelente calidad se
alcanz6 87,5% de prenez/ciclo y con semen de mala calidad 11,0% (Metcalf,
1998).
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9.3 SEMEN CONGELADO

La criopreservacion de semen implica su almacenamiento a
temperaturas bajo 0°C. El nitrodgeno liquido es (-196°C) utilizado, normalmente,
para este fin. Si los espermatozoides resisten los procesos de congelacion y
descongelacion, la integridad puede ser mantenida indefinidamente en
nitrogeno liquido, porque la actividad es considerada insignificante a esa

temperatura (Brinsko y Varner, 1992).

El problema es que, aun utilizando las técnicas mas avanzadas de
criopreservacion, la sobrevivencia espermatica, después de la descongelacién,
esta limitada a 50% (Watson, 1995). Ademas de esto, las técnicas de
congelacion de semen equino son menos eficaces que las de la especie bovina
(Brinsko y Varner, 1992).

Otro factor, que afecta los resultados de la IA con semen
congelado/descongelado es la variacion en la congelabilidad del semen entre
sementales. Fue estimado que 25% a 30% de los sementales producen semen
que tolera satisfactoriamente, 25% a 50% producen semen con tolerancia
moderada y 25% a 40% producen semen con baja tolerancia a la congelacién
(Pickett y Amann, 1993).

Por ese motivo muchos programas comerciales de IA con semen
congelado establecen valores minimos para que los machos sean incluidos
como donantes de semen. Klug et al (1977) solo congelaron eyaculados de alta
calidad con una concentracion de 0,47 x 106/mm3 y una motilidad total de
75%. Los valores minimos exigidos para la congelacién de semen equino en
las haras nacionales de Francia en 4 eyaculados recolectados en dias
consecutivos son: concentracion: >120 x 106 espermatozoides/ml, motilidad
inmediatamente después de la recolecciéon: > 70% y motilidad después de 24h
a 4°C: > 40% (Vidament et al 1999).

De esta forma, en un emprendimiento comercial, se pueden obtener
tasas de prefiez semejantes, utilizando semen congelado o refrigerado

(Loomis, 2001a). Los factores que limitan el desarrollo de la industria de semen
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congelado equino, ademas de la menor fertilidad en comparacién con el
refrigerado en diversos sementales, son el mayor costo asociado con el manejo
mas intenso de las yeguas (mas examenes son necesarios, debido a la menor
viabilidad del semen congelado en la yegua, lo que requiere mayor sincronia
entre la inseminacion y la ovulacion, para economizar dosis), el marketing
desfavorable del semen congelado (si es comercializado con un numero
limitado de dosis disponibles por ciclo, el costo del manejo de la yegua es mas
alto que con semen refrigerado), es necesario mayor conocimiento técnico para
el procesamiento de semen congelado que el semen refrigerado. Mayor costo
de transporte del contenedor de semen congelado que el refrigerado y la
seleccion de las yeguas debe ser mas estricta para la IA con semen congelado
(Loomis, 2001a).

Los beneficioes adicionales del semen son: el acceso al semen de
machos reproductores que estan distantes, en competencia, enfermos,
lesionados o con una demanda excesiva durante la temporada de monta o
hasta muertos, no impide la inseminacién de las yeguas con semen congelado.
La ventaja de poder organizar los envios de semen, que puedan ser enviados
con anticipaciéon y mantenidos en la propiedad hasta el momento adecuado
para la inseminacion. Su posibilidad de distribucion internacional. El
procesamiento centralizado en laboratorios resulta en una menor variabilidad
de la calidad del semen. Se desperdicia menos semen, porque todo lo que se
recolecta para la congelacién es procesado y almacenado, resultando en una
media de 10 a 12 dosis por cada eyaculado. Mientras que para distribuir el
semen refrigerado con frecuencia a los sementales se les extrae el semen para
enviarlo a 1 6 2 yeguas y el material restante es descartado (Loomis, 2001a;

Loomis y Squires, 2005).

9.3.1 PRINCIPIOS DE CRIO PRESERVACION

Los espermatozoides criopreservados sufren una gran sobrecarga
asociada a la congelacion/ descongelacidén. Esta sobrecarga esta relacionada
con los cambios de temperatura, la formacién de cristales de hielo y sus
consecuencias sobre las células espermaticas (Watson, 1995). La mayoria de

las alteraciones de la estructura de la membrana son consecuencia de shock
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térmico, deshidratacion, toxicidad de las sales, formaciéon de hielo intracelular,
fluctuaciones del volumen/superficie celular o alteraciones del equilibrio

metabdlico (Brinsko y Varner, 1992).

La primera etapa a cumplir es la refrigeracion, desde la temperatura
corporal hasta 5°C, intervalo en que los espermatozoides son sensibles al
choque térmico. Cuando la temperatura desciende por debajo del punto de
congelacion, ocurre un fendmeno conocido como supercooling, antes que haya
formacion de cristales de hielo. La cristalizacion libera calor residual que eleva
la temperatura de la solucion. Esta elevaciéon de temperatura puede tener
efectos adversos sobre las células. Los efectos pueden ser reducidos,

utilizando una curva de congelacion adecuada (Graham, 1996).

El uso de técnicas de seeding y vitrificacién, con la finalidad de evitar el
supercooling no resultaron en beneficios evidentes (Watson, 1995). Cuando el
semen, diluido en un medio con glicerol, alcanza —6°C a —-15°C se forman
cristales de hielo en el medio extracelular. Esos cristales estan compuestos
exclusivamente de agua y los solutos (sales, proteinas, azucares, etc.)
disueltos, permanecen en la fracciones no congeladas. A la temperatura del
nitrogeno liquido, hay canales de agua no congelada con concentracion mas
alta de solutos. El volumen de esta fraccion no congelada es muy importante
porque solamente espermatozoides presentes en estos espacios sobreviven a

la criopreservacion (Amann y Pickett, 1987).

Por lo tanto la criopreservacion de espermatozoides en concentraciones
demasiado altas para permitir que las células permanezcan en esos espacios
descongelados, disminuye el porcentaje de espermatozoides que sobreviven a

la congelacion (Graham, 1996).

Los solutos concentrados de la fraccion liquida remanente someten a las
células a la deshidratacion osmética, dependiendo de la velocidad de
congelacion y de la permeabilidad de las membranas celulares al agua. Los
espermatozoides tienen una gran sensibilidad a variaciones osmaticas, lo que
puede ser el factor mas determinante de la proporcién de células espermaticas

que sobrevivan a la criopreservacion (Watson, 1995).
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Los espermatozoides equinos toleran aproximadamente 11% de
reduccion y 20% de aumento de su volumen isoosmotico, manteniendo mas del
70% su mayor motilidad original. A pesar que la mayoria de los
espermatozoides son capaces de recuperar el volumen inicial, después del
estrés osmatico, no son capaces de recuperar la motilidad inicial y ni potencial
de la membrana mitocondrial. La permeabilidad de la membrana plasmatica

varia conforme a la region del espermatozoide (Meyers et al 2004).

Alteraciones de la membrana, resultantes de la disminuacién y aumento
del volumen causan lesiones irreversibles de la membrana plasmatica y
organelas celulares, causando disturbios en la funcion celular de los
espermatozoides, que provoca la pérdida de su capacidad fecundante después

de la crioprervacion (Pommer et al 2002).

El efecto de la criopreservacion depende de la curva de congelacion.
Antes de la congelacion los espermatozoides son isotonicos como el medio de
criopreservacion. Si el semen fuera congelado a una velocidad moderada
(-25°C a -40°C/min), el agua no congelada en el interior de los
espermatozoides se difundira al medio extracelular, debido a la mayor
concentracion de solutos en la fraccidn no congelada de éste. Si la velocidad
de congelacion es lenta, los espermatozoides se deshidratan y no se forman

cristales grandes de hielo (Amann y Pickett, 1987).

Este procedimiento resulta, sin embargo, en elevadas concentraciones
intracelulares de solutos que pueden danar a los espermatozoides. Si el semen
fuera enfriado rapidamente (> -60°C/min) el agua intracelular no dispondria de
tiempo suficiente para difundir fuera de la célula antes de congelarse,
formandose cristales intracelulares menores. La formacion inicial de hielo
intracelular puede resultar en lesidén celular, pero es mas grave si éstos se
disuelven y vuelven a forma cristales mas grandes en el interior de las células

espermaticas (Graham, 1996).
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La reversion de este proceso debe ocurrir durante la descongelacion
(Watson, 1995). La descongelacién puede ser mas perjudicial para los
espermatozoides que el proceso de congelacion (Pommer et al 2002).

La alteracién funcional pronunciada de las membranas es la mayor razén de la
pérdida del movimiento rectilineo progresivo, observado después de la

descongelacion (Neild et al 2003).

Cuando el semen alcanza temperaturas por debajo del rango de
temperatura critico (-15°C a - 60°C), los espermatozoides se tornan
relativamente inertes y pueden ser transferidos al nitrégeno liquido para su
almacenamiento. En este momento las células son menos susceptibles a
lesiones inducidas por las altas concentraciones de sales. Los
espermatozoides pueden ser conservados por tiempo indeterminado a esta

temperatura (Watson, 1995).

Las sustancias crioprotectoras pueden ser incorporadas al medio para
proteger los espermatozoides durante la congelacion. Los crioprotectores son
clasificados como penetrantes y no penetrantes de la membrana plasmatica. El
glicerol es el crioprotector penetrante mas utilizado en la congelacion de semen
equino. Actua intra y extracelularmente en la proteccion de las estructuras
celulares. Aumenta el volumen de los espacios congelados y diluye las altas

concentaciones de sales (Amann y Pickett, 1987).

Otro crioprotector usado en menor escala es el DMSO (Chenier et al
1988). La dimetil formamida al 2% (Vidament et al 2002) 6 5% (Gomes et al
2002; Alvarenga et al 2004a) y otras amidas (metil formamida,
dimetilacetamida) (Medeiros et al 2002) también protegen a los
espermatozoides equinos de los dafios de la congelacion en forma tan eficiente

como el glicerol, (Squires et al 2004).

En sementales, cuyo semen presentd baja tolerancia a la congelacion, el
empleo de amidas resultd en una mayor calidad del semen después de la
descongelacion que con glicerol (Gomes et al 2002; Medeiros et al 2002;
Alvarenga et al 2004a). Como estos compuestos atraviesan la membrana en

forma mas eficaz que el glicerol, causan menor dafio osmoético que éste ultimo.
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Por lo tanto pueden ser crioprotectores alternativos muy eficientes para la
criopreservacion de semen equino. Particularmente a tener en cuenta en
aquellos sementales que producen semen de baja calidad a la descongelacion,

cuando el glicerol fue usado como crioprotector (Squires et al 2004).

Crioprotectores no penetradores como la lactosa y lipoproteinas de la
yema de huevo, actuan soélo en el compartimento extracelular. No se conoce
aun exactamente el mecanismo de accidon de estos 2 tipos de crioprotectores
(Hammested et al 1990). La adicibn de concentraciones elevadas de
criprotectores es toxica para los espermatozoides, los cuales pueden sufrir una
reduccion de la fertilidad. Por ese motivo deben ser empleados manteniendo un
equilibrio que proporcione el maximo de proteccion con minimo efecto toxico
(Graham, 1996).

Otro aspecto importante es el volumen vy la relacion superficie/volumen
que afectan la congelacion del semen. Muestras con un volumen mayor,
congelan mas lentamente que la de menor volumen, cuando son sometidas a
temperaturas iguales. Muestras con una relacion superficie/ volumen alta,
congelan en forma mas uniforme que aquellas en las cuales la relacién es
menor. Células en la superficie de la muestra se enfrian mas rapidamente que
las que se encuentran en el interior. Por esto, cuando el volumen de la muestra
es grande, la disparidad entre la congelacién de la superficie y el centro de la

muestra puede ser importante (Graham, 1996).

La velocidad de descongelacién de semen depende de la velocidad con
que éste fue congelado. Semen congelado a una velocidad moderada exige
una descongelaciéon de la misma forma. En este caso el hielo intracelular
difunde lentamente a los solutos de la fraccion no congelada. Esto permitira
que el agua se difunda lentamente al interior de los espermatozoides, diluyendo
los solutos a las concentraciones iniciales (Amann y Pickett, 1987). Si la
descongelacion es rapida y el hielo se disuelve rapidamente, diluye los solutos
extracelulares. El agua entra rapidamente a los espermatozoides, que
continuan con una alta concentracion de solutos, lesionandolos (Graham,
1996).
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El semen congelado rapidamente debe ser descongelado de la misma
forma. En este caso, como los espermatozoides congelados rapidamente no
son deshidratados cuando el hielo intracelular se derrite, la concentracion
intracelular de solutos es semejante a la extracelular y no hay pasaje rapido de
agua a través de la membrana. Con la elevacion rapida de la temperatura,
tampoco ocurre recristalizacion del hielo intracelular cuando éste se

descongela (Amann y Picket, 1987).

Después de la descongelacidon, el glicerol debe ser
extraido de los espermatozoides en un medio que no contenga glicerol o a
través de la inseminacion, donde la dilucidn ocurre con las secreciones del

tracto reproductivo de la yegua (Graham, 1996).

Los espermatozoides equinos, como los humanos, pueden producir
especies reactivas del oxigeno (reactive oxigen species, ROS), las cuales en
bajas concentraciones desempefian un rol fisiolégico en los fenémenos
asociados a la capacitacion, la reaccion acrosomica, la hiperactivacion y la
fusion del espermatozoide con el ovocito. Por el contrario, la excesiva
produccion  provocada por espermatozoides dafados durante la
espermiogénesis, contaminacion con leucocitos o algunos tratamientos
biotecnolégicos del semen, afecta negativamente la viabilidad de los
espermatozoides. La cascada de peroxidacion lipidica se inicia cuando las
especies reactivas del oxigeno oxidan los acidos grasos poli-insaturados
(polyunsaturated fatty acids, PUFA), ubicados en la membrana plasmatica
(Baumber et al 2003).

Los espermatozoides son bastante resistentes al estrés oxidativo y, en
consencuencia, son necesarias elevadas concentraciones de oxidantes para
inducir alteraciones de la membrana plasmatica. Sin embargo, la
congelacion/descongelacion estd asociada a la produccidn de especies
reactivas del oxigeno. Como consecuencia de la peroxidacién lipidica, la
membrana pierde la integridad y fluidez necesarias para la fusion con el
ovocito. Otro efecto adicional es el dafio de ADN, los radicales libres y la

criopreservacion inducen la fragmentaciéon del ADN en los espermatozoides y
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parece ser que el peréxido de hidrogeno (H202) y no el superdxido (02 -) es la

especie responsable por la fragmentacién de ADN (Baumber et al 2002).

La congelacion/descongelacion disminuye la resistencia de los
espermatozoides al estrés oxidativo. Los espermatozoides equinos, sometidos
a la congelacién y posterior descongelacion presentaron peroxidacién de los
lipidos de la membrana en niveles mas bajos de estrés oxidativo y alcanzaron
el mayor nivel de peroxidacion que el semen no criopreservado (Neild et al
2002). La peroxidacion de los lipidos ocurre principalmente en la pieza
intermedia de los espermatozoides equinos. La peroxidacion parece aumentar

durante el almacenamiento de semen (Ball et al 2002).

La produccion de altas concentraciones de radicales libres afecta
negativamente la motilidad, la cual disminuye antes que se detecten
alteraciones de la integridad de la membrana y la funcion mitocondrial (Ball et
al 2002; Peris et al 2007). Para compensar la produccién prematura de
radicales libres hay intensa actividad de los antioxidantes (carrofieros
enzimaticos) del plasma seminal en el semen. La dilucion del plasma seminal,
sin embargo, disminuye la resistencia espermatica al estrés oxidativo (Ball et al
2002).

La adicion de carrofieros (scavengers) enzimaticos como de
antioxidantes hidro- o liposolubles no mejord, hasta el momento, la motilidad
durante la refrigeracion a 5°C (Ball et al 2001; Ball et al 2002) o la
criopreservacion (Baumber et al 2005). Tampoco mostré efectos positivos
sobre la motilidad, fragmentacién del ADN, integridad del acrosoma, viabilidad
o el potencial de membrana de las mitocondrias, después de Ia

criopreservacion (Ball et al 2004; Baumber et al 2005).

La morfometria (volumen, area y perimetro) de la cabeza de los
espermatozoies, del semen congelado/descongelado, es menor que la del
semen fresco. Esto es atribuido a las lesiones del acrosoma o alteracion de la
condensacion de la cromatina, relacionadas con la criopreservacion (Arruda et
al 2002). Las alteraciones sufridas por las células espermaticas, como

consecuencia de la congelacion/descongelacion, aumentan la produccion de
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radicales libres de oxigeno, que a su vez pueden aumentar la capacitacion
espermatica y contribuyen con el dafio oxidativo de los espermatozoides

durante la criopreservacion (Ball et al 2004).

9.3.2 DILUYENTES PARA SEMEN CONGELADO

Para criopreservar semen equino esta disponible una variedad de
protocolos, sin embargo no hay estudios comparativos controlados que
indiquen cual es el mas eficiente. Atualmente, es comun el uso de 2 diluyentes
en la congelacion de semen equino, uno para la dilucion inicial y la
centrifugacion y otro para la congelacion. Inicialmente, después de la
recoleccion del semen con vagina artificial, éste debié ser centrifugado para
remover el plasma seminal y concentrar los espermatozoides (Arruda et al
2002).

Aumentar la concentracién de espermatozoides es necesario para que
se pueda resuspender una dosis inseminante en un pequefio volumen de
diluyente para la congelaciéon. Los diluyentes usados para la centrifugacion

estan descritos en la tabla 7.

Tabla 7. Diluyentes utilizados para centrifugacion de semen

Diluyente Componentes Cantidades
Glucosa-EDTA Glucosa 6.0g
(Martin y col., 1997) EDTA 0.370 g
Citrato de sodio (dihidratado) 0.370 g
Bicarbonato de sodio 0.120 g
Estreptomicina 0.050 g
Penicilina 50U
Agua destilada 100 ml
Citrato-EDTA Gucosa 15¢
(Cochran y col., 1984) Citrato de sodio dihidratado 2595¢
EDTA 3.699 g
Bicarbonato de sodio 129
Polimixina B (sulfato) c.s.p 1000 ml

Para la criopreservacion, también pueden ser usados los diluyentes a
base de leche descremada en polvo e INRA 82 (Tabla 3). En el momento de la
adicién, el diluyente debe estar a la misma temperatura que el semen y debe
ser mantenida una relacién minima de 1:1. Después de la centrifugacion, el

sobrenadante debe ser aspirado y descartado. El paquete de semen debera
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ser resuspendido en el diluyente de congelacion. Con espermatozoides
refrigerados a 4°C durante 18 horas antes de ser criopreservados, se
obtuvieron indices de prefiez similares comparados con espermatozoides
recolectados y congelados inmediatamente. Ello significa, que es posible llevar
a cabo la recoleccion del semen en el Establecimiento donde se aloja el
semental, realizar la inmediata centrifugaciéon y dilucién sin glicerol.
Posteriormente, el transporte a un laboratorio central, para llevar a cabo la
dilucién con la solucion de glicerol 4%, la congelacion y distribucion (Backman
et al 2004).

Los diluyentes para la congelacion contienen comunmente yema de
huevo, leche, detergente, tampones, electrolitos, antibidticos y glicerol. En la
tabla 8 se describe la composicion de los diluyentes lactosa-EDTA-yema de
huevo, ampliamente utilizado por diversos autores. Cochran y col. (1984)
usaron 0,5 ml de Equex STM® en vez de Orvus-ES® en el diluyente de
lactosa-EDTA-yema de huevo. Tanto Equex STM como Orvus-ES® son
compuestos que contienen sodio dodecyl! (lauryl) sulfato (SDS) y son incluidos
en los diluyentes de diversas especies. SDS es un detergente anidnico
hidrosoluble y agente humectante, usado para solubilizar proteinas (Rota et al
1997).

Probablemente modifica la yema de huevo del diluyente, solubilizando
sus moléculas activas. La adicion de 0,5% de Equex STM® aumenta la
proporcion de espermatozoides intactos, inmediatamente después de la
descongelacion. Aumenta también la longevidad de los espermatozoides
descongelados, prolongando la manutencion de la motilidad e integridad de la

membrana plasmatica (Rota et al 1997).

El semen diluido con lactosa-EDTA-yema de huevo no necesita ser
refrigerado a 5°C antes de la congelacion. De esta forma, puede ser envasado
a temperatura ambiente. Otro diluyente usado en la congelacién de semen
equino es el INRA 82 + 2% yema de huevo + 2,5% glicerol (Palmer, 1984).
Vidament et al (1999) emplearon este diluyente, refrigeraron el semen a 4°C

durante 75 min antes de envasarlo en pajillas de 0,5ml y lo congelaron.
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Tabla 8. Composicion de diluyente para congelamiento de semen equino

DILUYENTE COMPONENTES CANTIDADES (ml)
Lactosa-EDTA-yema de Lactosa (11 % wi/v) 50
huevo Diluyente EDTA 25
(Martin y col., 1979) Yema de huevo 20
Orvus-Es ® 0.8
Glicerol 5

9.3.3 DILUCION Y DOSIS INSEMINANTE PARA SEMEN CONGELADO

La dilucién del semen al ser congelado sigue los mismos criterios
utilizados para el semen refrigerado. Para la IA esta indicada una dosis de 250
x 10° espermatozoides métiles. Esto, dependiendo de la concentracion usada y
el tamano de la pajilla, puede requerir la congelacion de mas de una pajilla para

completar la dosis inseminante. (Squires y Pickett, 1995).

Cristanelli et al (1984) congelaron semen usando una concentracion de
700 x 10° espermatozoides con motilidad progresiva/ml de diluyente en pajillas
de 0.5ml y obtuvieron 46% de prefiez/ciclo. Graham (1996) verific6 que la
motilidad después de la descongelacidn disminuyé cuando la concentracion
espermatica fue superior a 400 x 10%ml. Lepold et al (1998) observaron una
tendencia de mayor tasa de prefiez al envasar concentraciones mayores de
espermatozoides (1600 x 106/ml) en pajillas de 0.5ml que con bajas
concentraciones (400 x 10%ml). Por eso los autores sugirieron el uso de una
pajilla de 0.5 ml con una dosis Unica de 800 x 10° espermatozoides. Es posible
que esto sea viable para el semen de algunos sementales y que tal vez

dependa también del diluyente empleado (Lepold et al 1998).

Martin et al (1979) congelaron semen en macrotubos (4ml) con una
concentracién de 100 x 10° espermatozoides/ml. Después de la congelacion,
50% de los espermatozoides presentaron motilidad, lo que significé que la
dosis inseminante consisti6 en 200 x 10° aproximadamente. La tasa de
prefiez/ciclo fue de 63%. Vidament et al (1999) emplearon también una

concentracion de 100x 10° espermatozoides y dosis superiores de 400x 10°.
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9.3.4 ENVASE DE SEMEN CONGELADO

A pesar de haber sido descripta la congelacion de semen equino en
macrotubos y pajillas, actualmente el semen es envasado generalmente en
pajillas con capacidad variable entre 0.25 y 5.0 ml. También se emplean
macrotubos o tubos de aluminio con capacidad de 5 a 25 ml. Las pajillas mas
utilizadas son las de 0.5 ml. La ventaja del uso de este tipo de envase es que
su volumen facilita el almacenamiento. El procedimiento de llenado de la pajilla
para la congelacién incluye una burbuja de aire en el centro de la pajilla (Palma
2008).

9.3.5 CONGELACION DEL SEMEN

El semen envasado en pajillas puede ser congelado en el vapor de
nitrogeno liquido o en una congeladora programable. Posteriormente las
pajuelas con semen deben sumergirse en nitrégeno liquido y transferidas a
contenedores de almacenamiento. Para la congelacién con vapor de nitrégeno,
las pajillas deberan estar dispuestas horizontalmente en un soporte de malla
metalica 1 a 4 cm por encima de la interfase liquido gas. La distancia del
nitrogeno liquido y el tiempo de permanencia en el vapor determinan la
velocidad de enfriado y la temperatura final. Semen congelado en pajillas de
0.5 ml debe ser mantenido 4 cm sobre el nitrogeno liquido durante 10 min

antes de ser transferido al nitrogeno liquido (Cochran et al 1984).

Los macrotubos (de 4 ml) son mantenidos a 3 cm sobre el nitrégeno
liquido durante 15 min (Martin et al 1979). La desventaja de este método es
que el control de la curva de congelacion no es muy preciso. A pesar de ello,
Cochran et al (1984) no observaron diferencias en la motilidad después de la
congelacion/descongelacion con este método y en wuna congeladora

programable (Martin et al 1979).

Cochran et al (1984) y Cristanelli et al (1985) usaron una congeladora
programable para semen envasado en pajillas de 0.5 ml con una curva de
congelacion de 10°C/min de 20°C a -15°C y de 25°C/min de -15°C a -120°C.

Después que las pajilas alcanzaron -120°C, fueron colocadas en nitrogeno
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liquido. Otra curva de congelacion frecuentemente recomendada para los
aparatos de congelacion programables, es iniciando a 4°C y 10°C/min hasta
-10°C, 20°C/min hasta -100°C y 60°C/min hasta — 140°C y posterior colocacion
en nitrogeno liquido (Morel, 1999).

Al menos una pajilla de cada partida de semen congelado debe ser
descongelada para evaluar su calidad. Como el porcentaje de espermatozoides
motiles después de la descongelacidn esta correralcionado con la fertilidad del
semental (Wilhelm et al 1996), el semen, para ser usado en IA, debe tener una
motilidad pos descongelacion superior al 30% (Cristanelli et al 1984; Leipold et
al 1998) o 35% (Klug et al 1977; Vidament et al 1999). Cuando la muestra
descongelada no alcanza este valor, toda la partida de semen debe ser

descartada.

9.3.6 DESCONGELACION DE SEMEN

La velocidad de descongelacion puede estar afectada por diversos
factores como temperatura, naturaleza del medio (aire o bafo Maria),
conductividad térmica del embase y especialmente el diametro de éste (Morel,
1999).

El semen envasado generalmente es descongelado en un bafio Maria.
La temperatura del agua y el tiempo de inmersién deben ser informados por el
responsable de la congelacion. Pajillas de 0.5 ml de semen tradicionalmente
eran descongeladas a 37°C durante 30 segundos. Mejor motilidad fue obtenida
por Cochran et al (1984) al descongelar pajillas de 0.5 ml en bafio Maria a 75°C
durante 7 segundos, transfiriendo inmediatamente a otro bafio a 37°C por mas
de 5 minutos. Es importante destacar que 1 segundo de mas exposicién en
bano Maria a 75 °C eleva la temperatura de la pajillas a 40 °C, esto se refleja

negativamente sobre el semen (Cochran et al 1984).

Algunos protocolos indican una dilucion del contenido de la pajilla,
después de la descongelacion, en diluyente sin glicerol para obtener un
volumen de 10 a 15 ml. Las paijillas de 4ml pueden ser descongeladas a 50°C
durante 45 segundos (Martin et al 1979).
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9.3.7 CONCEPCION UTILIZANDO SEMEN CONGELADO

La tasa de prefiez con semen congelado es mas baja que la obtenida
con semen fresco o refrigerado. Se comprové que la tasa de prefiez con
semen congelado fue de 86% de la correspondiente a la obtenida con semen
fresco diluido. (Cristanelli et al 1984)

La tasa de prefiez/ciclo varia de 0 a 70% con tasa media de 20% a 40%
para una gran parte de los sementales (Brinsko y Varner, 1992).
Para mejorar el porcentaje de prefez/ciclo con semen congelado/descongelado
es necesaria la seleccién de los machos vy fijar la IA préxima a la ovulacion
(Palmer, 1984).

La adaptacién individual de los protocolos de congelacion puede estar
indicada segun la variacidn de la congelabilidad entre machos para que el
semen, de la mayor cantidad de sementales, pueda ser congelado (Brinsko y
Varner, 1992).

Tabla 9. indices de prefiez descriptos por diversos autores

AUTORES PRENEZ/CICLO (%)
Klug y col. (1975) 44
Martin y col. (1979) 63
Cristanelli y col. (1984) 56
Love y col. (1989) 50
Vidament y col. (1999) 49
Loomis (2004) 46
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X INSEMINACION ARTIFICIAL

La primera mencion de la utilizacion de la inseminacion artificial equina
(IAE) proviene de textos arabes del siglo XVI. (Perry, 1945, citado por Palma
2008). A fines del siglo XIX y principios del XX la IAE comenzo a ser empleada
para la reproduccion en masa de caballos, surgiendo el primer programa
comercial de IAE en Rusia. En la década de 1930, la técnica ya estaba bien
establecida. Hasta ese momento el caballo era utilizado principalmente en la
guerra, el transporte y como fuerza motriz en la produccion. La introduccion de
los motores de combustion en el transporte y la produccion, resulté en la
disminucién de la poblacién equina y simultdneamente en la reduccion del
interés de parte de los criadores y los recursos para la investigacion. (Boyle,
1992).

A esto se le sumaron las restricciones y prohibiciones impuestas por las
Asociaciones de criadores de la mayoria de las razas equinas, que se oponian
a la utilizacién de la inseminacion artificial. Ello condujo a un retraso en el
desarrollo de la técnica. La IA continué su aplicacion pero en una poblacién
reducida. El nacimiento del primer potrillo, producto de la IA fue comunicado en
1957. (Barker y Gardie, 1957).

La inseminacion artificial y el uso de semen congelado en equinos esta
limitada a nivel mundial sobre todo en Inglaterra, sin embargo, en diversos
paises se han realizado estudios sobre el manejo del semen equino y la
inseminacion artificial con resultados favorables, Noruega y Alemania por
ejemplo son paises altamente interesados en la cruza y produccion de equinos
para actividades deportivas (Curry, 2000) y lo hacen por medio de inseminacion
y manejo de semen congelado, también en China existe una gran actividad con

el uso de inseminacion en equinos (Foote, 2002)

En los ultimos afos la produccion equina se volco para el empleo de los
caballos en actividades de placer. Ademas, si bien algunas Asociaciones de
criadores aun se oponen a la aplicacion de la IAE, muchas la permitieron en

los ultimos afios y algunas de ellas con restricciones.
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La inseminacion artificial, como en todas las especies presenta ventajas
y desventajas. Entre las ventajas se incluyen el mejor aprovechamiento de los
reproductores para servir un mayor numero de yeguas, incluso a aquellas con
alteraciones musculo-esqueléticas adquiridas, temperamento dificil o
susceptible a endometritis, ademas de favorecer el control de las
enfermedades venéreas. Otra ventaja es el aumento de la mejora genética en
la crianza. Se reduce también el riesgo de accidentes del macho en el servicio
natural, particularmente si en el momento de la extraccion del semen se
emplea un potro de monta o domy. La interrupcion de las carreras o la
participacion en exposiciones no es necesaria. La IAE reduce las distancias, a
través del transporte de semen enfriado o congelado dentro del pais o bien
internacional. Ello evita el transporte de la yegua con o sin potrillo al pie hasta
el reproductor. Ello permite extender la temporada de servicio a otro hemisferio.
Las recolecciones de semen para el servicio, permite la deteccion precoz de
eventuales problemas. Por otra parte, los componentes de los diluyentes de
semen ocasionalmente mejoran el potencial reproductivo de los reproductores
subfértiles. (Morel, 1999)

Entre las desventajas atribuidas a la IAE se incluyen la reduccion del
pool de genes, la pérdida de ingresos referentes al trato de las yeguas, mayor
oportunidad de fraudes, mayor riesgo para las personas que realizan la
recoleccion de semen y la variacion significativa de la calidad del semen
disponible. Muchas de esas desventajas pueden ser eliminadas a través de

medidas simples.

10.1 SELECCION DE YEGUAS

Esta indicado el examen ginecoldgico de las yeguas destinadas a la |A,
con el fin de establecer su salud genital y cuando sea necesario tratarlas para
mejorar las perspectivas de concepcion y evitar la pérdida del semen (Palma
2008).

10.2 MOMENTO DE LA INSEMINACION

La inseminacion debe ser realizada durante el celo, lo mas proximo a la
ovulacion. La duracidon del estro en la yegua varia entre 5 y 7 dias, con la

ovulacion préxima al final del celo (24 a 48h antes del fin del celo). A pesar de
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existir una variacion en la duracion del celo entre yeguas, existe una tendencia

a la repeticion del celo corto y largo en el mismo individuo (Palma 2008).

La inseminacién puede ser realizada con celo natural o inducido con
analogos de la prostaglandina (250 pg cloprostenol, 3 mg alfa-prostol, 0,25 ug
fluprostol, 2 mg prostalene, 25 mg frenprostalene para yeguas con peso de 400
a 500 Kg; (Silva et al 1979; Bristol, 1987; Le Blanc,1995). Hasta el 5° dia del
ciclo, el cuerpo luteo es refractario a la prostaglandina, pero presenta buena

respuesta entre los dias 6 y 9 (Loy et al 1979).

Después de la aplicaciéon del analogo de PG, las yeguas presentan celo
a los 2 a 3 dias. En las yeguas que se encuentran en la fase de transicion,
después del anestro estacional, se pueden utilizar progestagenos como el
altrenogest (allil-trembolona) en una dosis de 0,044 mg/Kg/dia durante 10 a 14
dias. Después de la interrupcién del tratamiento, las yeguas presentan celo 2 a
3 dias mas tarde. La ovulacion puede ser inducida por medio de la
administracién IM de 1500 a 3700 Ul de HCG o de la aplicacién de implantes
de GnRH (deslorelin) cuando se encuentre un foliculo con un tamario igual o
superior a 35 mm. En este caso la ovulacién generalmente ocurre dentro de
48h después de la aplicacion de hCG y 36 a 42 horas pos tratamiento con

deslorelin (Samper, 2001).

Barbacini et al (2000) verificaron, en un estudio retrospectivo, que solo
9% de los ciclos no resultaron en ovulacion y que el uso de HCG no resulté en
pérdida de la fertilidad. De las yeguas tratadas con hCG ovulan 80,0% (McCue
et al 2004) a 97,5% (Sieme et al.,2003b) dentro de las 48 horas. El intervalo
entre el tratamiento y la ovulacion es mas corto en la segunda mitad de la

temporada de monta que en la primera (Sieme et al 2003b).

Cuando la IA con semen fresco es realizada después de la ovulacion la
tasa de recoleccion de embriones disminuye con el aumento del tiempo entre la
ovulacion y la inseminacion. La calidad de los embriones permanece inalterada
a pesar que el desarrollo parezca retardado (embriones menores y en estadias

de desarrollo mas temprano). Este retraso es atribuido al tiempo necesario para
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la capacitacion y, a medida que aumenta el tiempo entre la ovulacion y la

inseminacion, al envejecimiento del ovocito (Huhtinen et al 1996).

El protocolo ideal de inseminacion de yeguas es la inseminacion artificial
unica en un periodo restringido, préximo a la ovulacion, o sea, 12h antes a 12h
depués de la ovulacion con semen congelado/descongelado y 24h antes a 12h
depués con el semen refrigerado. La repeticion de la inseminacion 24h
después es recomendable, si la ovulacion no ocurri6 dentro del tiempo

especificado después de la inseminacion (Sieme y col., 2003b).

En los ultimos afos se adoptd un protocolo altenativo, semejante al de
las yeguas inseminadas con semen refrigerado, con 2 inseminaciones
estratégicas por ciclo. La ovulacion es inducida con hCG o deslorelin, después
de la deteciéon de un foliculo >35mm y la inseminacion se realiza 24h a 40h
después de la induccién. O sea, una vez antes y una vez después de la

ovulacion (Loomis y Squires, 2005).

El propdsito de emplear este protocolo es ofrecer una forma simple y
efectva de manejo de yeguas para inseminar con semen
congelado/descongelado. Las 2 inseminaciones estratétigas, una antes y otra
después de la ovulacion, resultaron en un indice de concepcién comparable al
de yeguas inseminadas una vez después de la inseminacion y permite al
meédico veterinario examinar las yeguas solo una vez al dia, sin comprometer la
fertilidad y evitando el mayor costo de 3 a 4 examenes (1 cada 6 a 8 horas),
(Squires et al 2003; Loomis, 2004; Loomis y Squires, 2005).

10.3 TECNICAS

10.3.1 INSEMINACION ARTIFICIAL CON CONTROL MANUAL

Este método es utilizado con mayor frecuencia. La mano del operador
aislada por un guante estéril, asegura, protege y conduce la pipeta de
inseminacion. Después de la lubricacion de la mano y el brazo con solucién de
NaCl 0,9%, y después de la separacion de los labios de la vulva, seran
introducidos a través del vestibulo, hacia el interior de la vagina. En la

extremidad craneal de la vagina se localiza la abertura del cervix y se introduce
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al dedo indice. La pipeta de inseminacién es dirigida sobre el dedo hacia el

interior del utero (Palma 2008).

10.3.2 INSEMINACION BAJO CONTROL VISUAL

La IA se lleva a cabo con ayuda de un especulo de Polanksy (Figura 3 a)
y la pinza de Albrechtsen previamente esterilizados por medio de la llama.
Después de la colocacion del especulo, la pipeta de inseminacioén, fijada en la
pinza de Albrechtsen es introducida en la vagina. La extremidad craneal de la
vagina la pinza se abre, soltando la pipeta. Con la pinza se fija un pliegue de la
porcion ventral del cervix y éste es traccionado en sentido caudal, estirando el
cérvix y permitiendo asi la introduccion de la pipeta bajo control visual. También
se puede realizar con la ayuda de un endoscompio, pero esta tecnica hace

mas elevado el costo inicial, debido al pecio del aparato. (Klug, 1993).

Fig. 3: a) Espéculo de Polansky b) Forcep cervical con linterna c) Caja

metalica (Minitub, Alemania).

Con la pipeta colocada adecuadamente, el semen es depositado en el
interior del utero, con ayuda de una jeringa. Es importante que toda la dosis
sea depositada en el utero. Para esto la jeringa debera ser desconectada de la
pipeta, se debera aspirar un poco de aire e inyectarlo al interior del utero.
Independientemente del método utilizado, el semen es depositado en el cuerpo
del utero o preferentemente en el cuerno del utero ipsilateral al ovario que tiene
el foliculo preovulatorio, porque un porcentaje mayor de espermatozoides fue
recuperado del oviducto de yeguas inseminadas en la punta del cuerno
ipsilateral del ovario con foliculo dominante (77,3%) que en aquellas
inseminadas en el cuerpo del utero (53,8%) (Rigby, 2000 et al 2000).
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Fig. 4: Pipeta universal de inseminacion (Minitub, Alemania)
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Fig. 5: Dispositivo de inseminacion intrauterina profunda (Minitab, Alemania)

Segun Squires y col. (2003) la inseminacién uterina profunda, por medio
del control rectal, no ofrece un indice de prefiez mejor que el de yeguas
inseminadas en el cuerpo del utero. Sieme y col. (2004) observaron que en
yeguas problema, la inseminacion artificial convencional en el cuerpo del utero
es superior a la inseminacion histeroscépica y que en yeguas sanas la tasa de
preiez mas elevada puede ser alcanzada con la inseminacion histeroscopica.
En yeguas problema la inseminacion con semen congelado resulta en una
prefiez mas baja que con semen fresco. La inseminacidon histeroscopica con
semen congelado/descongelado sobre la papila utero-tubarica resulté en una
tasa de recuperacion de embriones de 58,6% y es una alternativa viable para la

aplicacién comercial de semen equino congelado (Alvarenga y col., 2004b).
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XI CONCLUSIONES

Para realizar un adecuado manejo reproductivo del semental equino en
la actualidad, es necesario tener claro conocimiento de las practicas
biotecnolégicas actuales aplicadas a esta especie, que maximisan la efesiencia

reproductiva de estos.
Para conseguir el éxito en lo anterior, es necesario contar con algunos

conceptos basicos y tener claro varios factores, todos ellos citados y explicados

en el presente trabajo.
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